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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacédo em Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

VITAMINA C PLASMATICA ESTA NEGATIVAMENTE ASSOCIADA
COM A ATIVIDADE DAS AMINOTRANSFERASES EM PACIENTES
COMHEPATITE C NAO TRATADOS
AUTOR: Rosane Maria Souza dos Santos
ORIENTADORA: Cristina Wayne Nogueira
CO-ORIENTADORA: Maria Beatriz Moretto
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 20 de abril de 2007.

Neste trabalho, a possivel relacao entre a atividade das aminotransferases e
marcadores de estresse oxidativo em pacientes com hepatite C foi avaliada.
Pacientes com infec¢ao pelo virus da hepatite C (HCV) confirmada por HCV RNA
positivo no soro, sem tratamento, foram divididos em trés grupos: grupo | (15 a 39
U/L); grupo Il (41 a 76 U/L); grupo Il (81 a 311 U/L) de atividade da alanina
aminotransferase (ALT). Um numero de parametros foi examinado no sangue como
indicadores de estresse oxidativo, incluindo catalase, glutationa peroxidase,
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), grupos tidis protéicos (P-SH),
grupos tidis nao protéicos (NP-SH) e vitamina C. Os resultados demonstraram que
os marcadores P-SH, NP-SH, TBARS, atividade da glutationa peroxidase e catalase
dosadas no sangue dos individuos incluidos nos grupos de estudo ndo foram
diferentes  significativamente  (P>0.05). O antioxidante vitamina C foi
significativamente diminuido no grupo Il (P=0.001) e no grupo Il (P=0.03) quando
comparado com o grupo |. A vitamina C correlacionou-se negativamente com
atividade da AST (r=-0.29; P=0.042) em todos os grupos. Nossos dados sugerem
que a dosagem da vitamina C no plasma pode ser usada como um indicador
adicional da severidade da hepatite C, ja que foi negativamente associada com a
atividade das aminotransferases. A terapia com antioxidantes, assim como vitamina

C, pode, entao, ter um papel no retardo da progressao da doenca hepatica.

Palavras-chave: hepatite C; aminotransferases; estresse oxidativo; vitamina C;
antioxidantes.



ABSTRACT
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PLASMATIC VITAMIN C IN NON-TREATED HEPATITIS C PATIENTS IS
NEGATIVELY ASSOCIATED WITH AMINOTRANSFERASE ACTIVIES

AUTHOR: Rosane Maria Souza dos Santos
ADVISOR: Cristina Wayne Nogueira
Date and Place of the Defense: Santa Maria, April 2007

In this study, the possible relationship between aminotransferase activities and
markers of oxidative stress in hepatitis C patients was evaluated. Patients with HCV
(hepatitis C virus) infection confirmed by positive HCV RNA in serum, without
treatment to hepatitis C were divided into three groups: group | (15 to 39 U/L); group
Il (41 to 76 U/L); group 11l (81 to 311 U/L) of alanine aminotransferase (ALT) activity.
A number of parameters were examined in blood as indicators of oxidative stress,
including catalase, gluthatione peroxidase, thiobarbituric acid-reactive species
(TBARS), non-protein thiol groups (NP-SH), protein thiol groups (P-SH) and vitamin
C. The results demonstrated that markers of oxidative stress NP-SH, P-SH, TBARS,
glutathione peroxidase and catalase activities measured in blood of these study
groups were not significantly differents (P>0.05). The antioxidant vitamin C was
significantly decreased in Group Il (P=0.001) and Group Il (P=0.03) when compared
with Group |. The vitamin C level correlated negatively with AST activity (r=-0.29,
P=0.042) for all patients. Our data suggested that vitamin C in plasma determination
could be an additional indicator of hepatitis C severity, since plasma vitamin C was
negatively associated with aminotransferase activities. Antioxidant therapy, such as

vitamin C, may therefore have a role in retarded disease progression in liver.

Key words: hepatitis C; aminotransferases; oxidative stress; vitamin C; antioxidants.



LISTA DE FIGURAS

Revisao Bibliografica

FIGURA 1: Estrutura do genoma do HCV...........coooiiiiiiiiiii e 15
FIGURA 2: Sistema de transferéncia de elétrons na mitocéndria................... 24
Artigo

FIGURA 1: ALT (A) and AST (B) activity in plasma of patients in different study

0 0 0] o 1= PP 43
FIGURA 2: Vitamin C levels in plasma of individuals of groups I, Il and Ill............ 44

FIGURA 3: (A) Significant negative correlation between vitamin C concentrations
and AST activity in plasma and (B) Significant positive correlation between AST
activity and ALT activity in plasma........o.oiiiiiiii i 45



LISTA DE TABELAS

Artigo

TABELA 1 — Characteristics of study groups...........coooeieiiiiiiiiiiiiiniieeeeee

41



LISTA DE ABREVIATURAS

ALT — alanina aminotransferase

ANTI-HCV — anticorpos contra o virus da hepatite C
AST — aspartato aminotransferase

ANOVA — analise de variancia

DNA — acido desoxirribonucléico

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay
EROS — espécies reativas de oxigénio

GPx — glutationa peroxidase

GSH — glutationa reduzida

HBV — virus da hepatite B

HCV — virus da hepatite C

HIV — virus da imunodeficiéncia humana

MDA - malondialdeido

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NK — natural killer

NP-SH — tidis n&o-protéicos

NS — n&o estrutural

PCR — reagéo em cadeia da polimerase

P-SH — ti6is-protéicos

RIBA — recombinant immunoblot assay

RNA — acido ribonucléico

S.E.M — erro médio padrao

TBARS — espécies reativas ao 4cido tiobarbiturico



SUMARIO

AGRADECIMENTOS...... ..ottt st e e snee e sreeenneeens
RESUMOL...... .ttt ettt e e e bt e et e e nee e ebeeenteeeneeeenneeeneeeas
Y= I 2 7Y O PR
LISTADE FIGURAS ...ttt ettt e e te e enee e
LISTADE TABELAS ...ttt st snae e saeeens
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt ene e
APRESENTACGAOD ..ottt na st nnas 11
T INTRODUGAOD ...ttt en et en e enaea e aneeens 12
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........o.ooiuiiiiinieieieeeieeee e 14
21 —Hepatite C ... e 14
2.1.1 — ASPECIOS GEIAIS .. uuueieeiiiiiiie ettt 14
2.1.2 — O agente viral € SuUa tranSMISSA0 .......ccuurieiiiiiiiiee et 14
2.1.3 — PAlOQENESE ...ttt e e 16
2.1.4 — DIaQNOSLICO ..ottt 17
215 = Trata@mento ... 19
2.2 —Estresse oXidatiVo .............ooooiiiiiiii e 20
2.2.1 — Espécies reativas de OXIgENIO ......ceuiriurmreieiiiiiiieee e 20
2.2.2 — ANLIOXIAANTES ..o 21
2.3 — Estresse oxidativo e hepatite C ... 22
2.3.1 — Produgado de EROS associada a infecgao viral ...........ccoveeieiiiiinnnenne 23
2.3.2 — Estresse oxidativo causado pelas proteinas virais ...........ccccceeeeceeeennn. 24
2.3.3—Ferro @ EROS ... 25
2.3.4 — Marcadores de estresse oxidativo na hepatite C .........ccooiieiiiiiineen. 26
B.OBUETIVOS. ...ttt ettt e e s ae e e eae e e s e e s e e teennneennneas 27
4. ARTIGO CIENTIFICO .......couuiiiiiiiiiiiii e 28
4.1 — Plasmatic Vitamin C in Non-treated Hepatitis C Patients is Negatively
Associated with Aspartate Aminotransferase (AST) ............cciiiiiiiiiiinnnn. 28
5. DISCUSSAD ...ttt sttt 46
8. CONCLUSOES ........oiiiiiiiiicinci ettt 48
T.PERSPECTIVAS ...ttt sttt et e e sneeenneeenneean 49

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50



APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de artigo, o qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As secdes
Materiais e Meétodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se no proprio artigo e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSOES, encontrados no final desta
dissertacao, apresentam interpretacées e comentarios gerais sobre o artigo cientifico
contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itens INTRODUGCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, DISCUSSAO e
CONCLUSOES desta dissertacao.



1. INTRODUCAO

A infeccéo pelo virus da hepatite C (HCV) é um problema de saude publica
em todo mundo, inclusive no Brasil (Brandao et al., 2001). Mundialmente, afeta
cerca de 3% da populagao, sendo relevante o niumero de pessoas que desconhece
o fato de albergar o virus (Strauss, 2001). Em numeros absolutos, estima-se que
170 milhdes de pessoas estao cronicamente infectados com o HCV em todo mundo;
abrangendo em torno de 1% da Europa Ocidental e América do Norte, e cerca de 10
— 20% da populacdo dos paises da Asia e Africa (Szabo et al., 2004). Dados da
Organizacao Mundial de Saude estimam que em torno de 3% da populacédo
brasileira estaria infectada pelo HCV (Brandao et al., 2001).

O diagnéstico da hepatite C € baseado em testes sorolégicos e de biologia
molecular. O método sorolégico, o qual utiliza pesquisa de anticorpos contra o HCV,
€ o mais freqliientemente empregado para identificar a infeccdo, presente ou
passada, mas nao discrimina a aguda da crénica nem mesmo da infecgdo curada
(Pawlotsky, 1999). As técnicas de biologia molecular, que pesquisam a presenga do
RNA viral, sdo consideradas confirmatérias em relagcdo as sorolégicas, definindo a
atividade da infeccdo (National Institutes of Health Consensus Development
Conference Panel, 1997). A determinagéo da atividade da alanina aminotransferase
(ALT), um marcador classico de lesao hepatica é considerado como um teste
auxiliar no diagnéstico e na avaliacdo da progressao da doenga (Harrison, 1994).

As altas percentagens de cronicidade da doenca (cerca de 85% dos
pacientes), o potencial evolutivo para a cirrose e para o hepatocarcinoma, e o fato
de ser a mais freqliente etiologia diagnosticada em casos de transplante hepatico
ratificam a importancia de ser estabelecido um tratamento cada vez mais eficaz para
a hepatite C, o que ainda nao est4 totalmente definido. Atualmente, o tratamento da
hepatite C objetiva deter a progressdao da doenca hepatica pela inibicdo da
replicacéo viral. Os medicamentos disponiveis até o momento s&o eficazes somente
em 40% dos pacientes tratados, salientando-se a importdncia do diagndstico
precoce, possibilitando melhores resultados tanto da terapia quanto do prognéstico
do paciente. Além da baixa eficacia terapéutica, os medicamentos usados, interferon

e ribavirina, devem ser administrados por periodo de tempo prolongado e provocam
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efeitos colaterais importantes, exigindo monitoracdo médica especializada e
constante (Strauss, 2001).

O estresse oxidativo, caracterizado como um desequilibrio entre pro-
oxidantes (principalmente EROS-espécies reativas de oxigénio) e antioxidantes, em
favor dos pro-oxidantes € comumente associado a desordens inflamatérias (Harrison
et al., 2003; Cooke et al., 2003), incluindo doencas hepaticas agudas e crbnicas
(Lieber, 1997; Parola et al., 2001). Na infec¢do pelo virus C, o estresse oxidativo
pode compromoter a eficacia da resposta imune do hospedeiro contra o HCV (de
Haan et al., 1997), aumentando a suscetibilidade a morte celular (Buttke e
Sandstrom, 1994), facilitando, dessa forma, a cronicidade da doenca.

Atualmente, é notado um aumento no interesse dos pesquisadores em
relacdo ao uso de antioxidantes na terapia de diversas patologias, incluindo a
hepatite C crénica. Como decorréncia disso, varios estudos tém sido feitos com
administracdo de antioxidantes em pacientes com infeccdo crbnica pelo virus C,
alguns mostrando uma boa eficacia (Beloqui et al., 1993; Houglum et al., 1997),
outros, porém, discordando desse beneficio (Ideo et al., 1999).

Considerando os aspectos acima mencionados, 0 presente estudo visa
estudar a possivel relacao entre os niveis das aminotransferases e marcadores de

estresse oxidativo em pacientes com hepatite C cronica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hepatite C

2.1.1 Aspectos gerais

A hepatite C vem sendo estudada ha varios anos, mesmo antes da
descoberta do virus causador da doencga, em 1989. Nos ultimos anos, entretanto,
houve avancos significativos no entendimento de sua epidemiologia, modos de
transmisséo, patogénese, diagnostico e terapéutica (Strauss, 2001). A infecgéo pelo
HCV é a maior causa mundial de doenca hepatica crbnica. Estima-se que mais de
170 milhdes de pessoas estejam infectados com o HCV em todo o mundo, e que
aproximadamente 70% desses pacientes desenvolverdo infec¢do persistente, sendo
que em torno de 30% evoluirdo para cirrose. Uma vez instalada a cirrose hepatica, a
taxa anual do aparecimento de carcinoma hepatocelular é de 5 a 7% (lkeda, 1998).
Atualmente, é a principal indicagdo de transplante de figado nos Estados Unidos e
na Europa (Gotto e Dusheiko, 2004).

A combinacao terapéutica de interferon e ribavirina constitui o Unico
tratamento disponivel para a infeccdo pelo HCV, apresentando a taxa de
aproximadamente 10 a 40% de resposta virologica sustentada (Poynard, 1998;
McHutchison, 2001). Além disso, ndo existe vacina eficaz para o virus; assim sendo,
novas perspectivas na melhoria do tratamento da hepatite C fazem-se necessérias
(Hoofnagle, 1999).

2.1.2 O Agente viral e sua transmisséo
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O HCV é um virus RNA da familia flaviviridae, inicialmente reconhecido como
virus da hepatite ndo-A, ndao—-B em 1974, até que em 1989 foi classificado como
agente etiolodgico da hepatite C (Choo et al., 1989; Alter, 1999).

O genoma do HCV compreende os genes de quatro proteinas estruturais e
seis ndo estruturais (Figura 1). A anadlise filogenética das sequéncias genémicas
permitiu a caracterizacao de 6 gendétipos (1 a 6) que séo subdivididos em grupos a,
b, c, etc. Dentro de um mesmo genotipo e subtipo existem variagbes do HCV, que
sdao denominadas quasispecies. Isso é possivel devido a replicacao imperfeita do
virus, com o surgimento de pequenas e constantes mutacdées (Rosen e Gretch,
1999).

192 384 810 1027 16581712 1973 2420 3010 aa.
p22 gp35 gpbl p? p21 pro pd  pi7 p5& pé0
protease
core prolease  palicasa "[SDR"  RNA polymerase
envelope ATPase
structural non-structural genes
genes

Figura 1 - Estrutura do genoma do HCV
O genoma do HCV consiste de duas partes, uma regido estrutural e outra ndo-estrutural. A
primeira compreende as regides do envelope e do core; a segunda envolve as regides
necessarias para a replicagao viral.

O principal modo de transmissdao do HCV (60 a 80%) é a exposi¢ao a sangue
humano infectado, através do uso intravenoso de drogas ilicitas ou transfusdes de
sangue. A pratica da triagem de doadores de sangue para o HCV a partir de 1990
diminuiu consideravelmente o risco de adquirir a infec¢cdo através de transfusao.
Outras formas parenterais de contaminacdo sdo o0s procedimentos médicos,

odontologicos, de acupunturista ou de tatuagem. Portanto, qualquer material



16

cortante ou perfurante pode ser veiculo transmissor do virus de uma para outra
pessoa. Dentre as formas nao-parenterais de transmissdao da hepatite C, pouco
significativas, torna-se importante ressaltar a possibilidade da transmissao sexual (6
a 10%) e a transmissdo materno-fetal (menor que 6%), podendo ocorrer

particularmente no momento do parto (Strauss, 2001).

2.1.3 Patogénese

Os mecanismos responsaveis pela persisténcia da infecgcdo pelo HCV nao
foram ainda totalmente elucidados. A existéncia de quasiespecies e a grande
capacidade mutagénica do virus propiciam o constante escape a intensa resposta
imunolodgica desenvolvida pelo hospedeiro (Strauss, 2001).

Nos ultimos anos, as pesquisas tém evidenciado que as lesdes hepaticas se
relacionam a mecanismos imunomediados. A qualidade da resposta imunolégica
célula-mediada parece ser crucial para a eliminagao ou persisténcia do HCV (Ferrari
et al., 1999). Com referéncia a este ponto, diversas citocinas imunorregulatérias
estdo envolvidas na modulacdo da complexa interacdo virus-hospedeiro (Koziel,
1999). As citocinas sao produzidas por varios tipos celulares, assim como células
NK, macréfagos, células CD4+ e células CD8+. Os linfocitos T CD4+ apresentam
respostas distintas Th1 e Th2. Enquanto as células Th1 secretam interleucina 2 e
interferon gama estimulando a resposta anti-viral do hospedeiro, as células Th2
produzem interleucinas 4 e 10, que estimulam a formacéao de anticorpos e inibem a
resposta Th1 (Napoli et al., 1996). O desequilibrio entre as respostas Th1 e Th2
seria responsavel tanto pela incapacidade de eliminagdo do HCV como pela maior
ou menor gravidade da lesao hepatica (Tsai et al., 1997). Em relag&o aos linfécitos T
CD8+, parecem também exercer um papel importante na eliminagado do virus, uma
vez que a intensidade da resposta mediada por estas células na fase aguda da
infeccdo € maior nos individuos que evoluem para cura, quando comparados
aqueles que progridem para a doenga crénica (Thimme et al., 2001).

Somado aos fatores mencionados acima, colabora para a persisténcia do
HCV, a ineficiéncia da atividade apoptética do hospedeiro, uma vez que esse

mecanismo é considerado chave na eliminacdo da célula infectada pelo virus
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(Barke, 1995; Vaux e Strasser, 1996; Nagata, 1997). Ray et al. (1997) sugerem o
envolvimento da proteina do core do HCV com a inibicdo da apoptose, favorecendo,
assim, a persisténcia viral; entretanto, os achados de Dumoulin et al. (1999) nao
estdo de acordo com esses resultados, havendo, ainda, uma controvérsia em
relagéo a influéncia das proteinas do virus na sobrevivéncia celular.

O principal fator da progressao da doenca, a fibrose hepatica, ocorre em mais
de 60% dos individuos infectados pelo HCV (Davis et al., 1994). A ocorréncia de
fibrose resulta da ativacao, diferenciacdo e proliferacdo das células hepatic stellate
por citocinas e outras moléculas sinalizadoras induzidas pelo processo inflamatério,
culminando com a producao e depdésito de proteinas (Nakomoto et al., 1998).

Além dos mecanismos imuno-mediados, dados da literatura apontam para
outras formas importantes do desencadeamento da injaria hepatica na infec¢ao pelo
HCV. A presenca freqliente de esteatose na hepatite C, quando comparada a outras
formas de hepatite, sugere uma alteracdo no metabolismo dos lipideos (Goodman e
Ishak, 1995; Fujie et al., 1999). Ratificando essa afirmacdo, estudos em ratos
transgénicos vém sugerindo uma relacao entre as proteinas do HCV e a inducéo da
esteatose no figado (Bach,1992; Moriya, 1997).

Além dos fatores virais mencionados, a progressdo da lesdo hepatica, da
hepatite crénica para cirrose, pode relacionar-se a caracteristicas do hospedeiro,
assim como, idade superior a 40 anos no momento do contagio, sexo masculino,

consumo de alcool e coinfecgdao com HBV ou HIV (Koike et al., 2002).

2.1.4 Diagnéstico

2.1.4.1 Diagnostico sorologico

O teste soroldgico para diagnostico da hepatite C, rotineiramente utilizado
desde o inicio dos anos 90, é um teste imunoenzimatico (ELISA) para deteccao de
anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV) (Strauss, 2001). A deteccao do
anti-HCV pode indicar infecgdo presente ou passada, mas nao pode diferenciar a

cronica da curada (Pawlotsky, 1999). Além disso, em populagdes de baixo risco é
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relatado o aparecimento de falsos resultados positivos nos testes ELISA; nesses
casos € requisitado o uso do teste confirmatério, como o Imunoblot — recombinant
immunoblot assay (RIBA) (Pawlotsky et al., 1998).

Para definir infeccao ativa faz-se necessério a detecgdo do RNA viral no
plasma do paciente, através de técnicas de biologia molecular, podendo ser
detectado a partir de 1 a 3 semanas da exposi¢cao (National Institutes of Health
Consensus Development Conference Panel, 1997). Para confirmagéo diagndstica de
hepatite C aconselha-se a determinacao qualitativa do RNA-HCV, de preferéncia
pelo método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As determinacdes
quantitativas (carga viral), por outro lado, mostram-se muito interessantes antes do
inicio do tratamento, juntamente com a determinacdo do gendtipo, para definir a
duracdo do tratamento. Elas também sdo utilizadas para monitorizar a resposta

terapéutica ou para acompanhamento de casos nao tratados (Strauss, 2001).

2.1.4.2 Diagnostico histolégico

Atualmente, a biépsia é considerada o melhor procedimento para revelar a
presenca de cirrose, a intensidade do processo inflamatério e o estagio de fibrose no
tecido hepatico. Dessa forma, o diagndstico histolégico revela-se um requisito
importante na decisdo terapéutica a ser adotada (Desmet et al.,, 1994; Dienstag
2002). Em contrapartida, varios autores tém questionado a necessidade da
realizacdo da bidpsia, principalmente em pacientes com atividade normal de ALT,
visto que a maioria desses casos apresenta taxas minimas ou nulas de atividade
inflamatoria e fibrose (Pradat et al., 2002; Alberti et al., 2002; Okanoue et al., 2005).
Além disso, trata-se de um procedimento de alto custo e invasivo, requerendo
profissionais especializados, associado ao risco de raras, mas sérias complica¢oes
(Piccinino et al., 1986; Mcgill et al., 1990; Cadranel et al., 2000; Regev et al., 2002).
Outros fatores limitantes sdo os erros de amostragem e a variagao inter e intra-

observador (Consenso sobre condutas nas hepatites virais B e C, 2005).
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2.1.4.3 Dosagem complementar

- Atividade da alanina aminotransferase

A determinagao da atividade da ALT é o teste mais utilizado para identificar
pacientes com doencas hepaticas (Marshall, 2002). Existe uma controvérsia,
entretanto, no seu emprego como marcador da atividade da doenca no figado, uma
vez que nao existe uma perfeita correlacdo entre niveis de ALT com os dados
histolégicos em pacientes com hepatite C (Healey et al., 1995; Haber et al., 1995).

A maioria dos pacientes com hepatite C crénica, em torno de 75%, apresenta
niveis elevados de ALT no soro e aproximadamente 20 a 30% mostram niveis
persistentemente normais (Tassopoulos, 1999). Alanina aminotransferase
persistentemente normal € definida como uma série de dosagens normais (pelo
menos trés) em um periodo de seis meses (Pradat et al., 2002). Parece haver uma
aparente discrepancia entre os dados clinicos e laboratoriais nesse grupo de
pacientes, uma vez que alguns deles poderdo apresentar avancos na fibrose e
cirrose hepaticas (Bacon, 2002); outros, porém, apresentam dados histolégicos com
leve ou nenhuma atividade inflamatdéria e fibrose (Mathurin et al., 1998; Jamal et al.,
1999). Dessa forma, é importante também salientar que, na maioria dos casos, a
lesdo é minima e a progressao para cirrose € menor quando comparada aos
pacientes com niveis elevados de ALT (Persico et al., 2000).

Considerando os aspectos acima mencionados, a determinagao dos niveis de
ALT durante o curso da infeccao pelo HCV, sem duvida, continua sendo um
importante guia, principalmente no direcionamento das condutas a serem adotadas
(Alberti, 2005).

2.1.5 Tratamento

A terapia para a infeccdo pelo HCV é considerada dificil, pois apods a

persisténcia do virus no organismo, ele adquire resisténcia aos efeitos produzidos
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pelas citocinas produzidas pelas células T, tornando-se capaz de escapar da
resposta imunologica do hospedeiro (Ferrari et al., 1999).

O tratamento de pacientes com hepatite C crbnica avangou
consideravelmente a partir de 1990. Atualmente, ap6s a associacao do interferon
com ribavirina, é evidenciado ndo somente efeito anti-viral, mas também efeitos
regulatérios no sitema imune do hospedeiro (Davis et al., 1998). Recentemente, uma
nova forma de interferon foi desenvolvida, o interferon peguilado, que consiste em
unir uma molécula de polietilenoglicol a molécula de interferon, tornando-o maior,
dificultando sua metabolizagdo e, assim, aumentando sua meia-vida (Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas Hepatite Viral Crénica C-Interferon-alfa, Interferon-
alfa Peguilado, Ribavirina, 2002).

Os indicadores para terapia incluem deteccdo do RNA viral, aumento da
atividade da ALT, evidéncia histolégica de fibrose hepatica e moderada inflamacao
(National Institutes of Health Consensus Development Conference Panel, 1997).
Torna-se importante também ressaltar, a possibilidade do desencadeamento de
importantes efeitos colaterais durante o tratamento, dentre eles destaca-se

neutropenia, anemia e depressao (Gotto e Dusheiko, 2004).

2.2 Estresse oxidativo

2.2.1 Espécies reativas de oxigénio

Radicais livres derivados do oxigénio, mais conhecidos como espécies
reativas de oxigénio (EROS), representam a principal classe de radicais gerados nos
sistemas vivos, tendo como caracteristica a capacidade em desempenhar tanto
efeitos benéficos quanto maléficos nesses organismos (Valko et al., 2004). Efeitos
benéficos ocorrem em baixas ou moderadas concentragcdes de EROS envolvidas no
papel fisiolégico da resposta celular, por exemplo, na defesa contra agentes
infecciosos. Por outro lado, EROS em altas concentracdes podem mediar o dano
causado em estruturas celulares, assim como lipideos, membranas, proteinas e

acidos nucléicos (Poli et al., 2004), resultando em estresse oxidativo.
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As fontes de producdao de EROS podem ser enddégenas ou exdégenas. As
principais fontes endogenas incluem a mitocdndria, citocromo P450, microssomas,
peroxissomas e as células inflamatérias ativadas (Inoue et al.,, 2003). Fontes
exogenas podem gerar diretamente ou induzir indiretamente a formacdo de EROS
nas células; o dano pode ser observado através da exposi¢ao a varios xenobioticos,
assim como metais, radiagao e barbituratos (Klaunig et al., 1997).

As principais EROS incluem o radical superéxido, peroxido de hidrogénio e o
radical hidroxil (Koike e Miyoshi, 2006). O radical superéxido é considerado a “ERO-
primaria”, porque pode interagir com outras moléculas e formar “EROS-
secundarias”, através de reagbes catalizadas por metais ou enzimas (Fridovich,
1986). Esse radical ndo interage diretamente com polipeptideos, agucares ou &cidos
nucléicos e sua capacidade em peroxidar lipideos ainda € controversa (Desideri et
al., 2003). O peréxido de hidrogénio nao contém elétron desemparelhado, e por isso
ndao é considerado um radical livre, mesmo assim, € altamente deletério, pois
participa da reacdo que produz o radical hidroxil. E uma molécula de vida longa,
capaz de atravessar camadas lipidicas, podendo reagir com a membrana
eritrocitaria e com proteinas, sendo assim, bastante téxico para as células. A ERO
considerada mais reativa em sistemas biolégicos é o radical hidroxil, podendo
modificar as bases do DNA, inativar proteinas, bem como participar da oxidacao dos

acidos graxos das membranas celulares (Ferreira e Matsubara, 1997).

2.2.2 Antioxidantes

A exposicdo a radicais livres, provenientes de diversas fontes, conduz os
organismos a desenvolver uma série de mecanismos de defesa (Cadenas, 1997),
tais como: mecanismos de prevencao, de reparo, fisicos e as defesas antioxidantes
(Valko et al., 2007). Em condi¢gbées normais, hd um equilibrio entre as reagdes que
envolvem os oxidantes (EROS) e os antioxidantes, sendo mantidas as condi¢oes de
vida; entretanto na ocorréncia de um excesso de EROS e/ou uma deficiéncia de
antioxidantes é estabelecido o processo de estresse oxidativo, podendo culminar

com os efeitos nocivos dos radicais livres (Droge, 2002).
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As defesas antioxidantes podem ser enzimaticas ou nao-enzimaticas; as
primeiras incluem a superoxido dismutase, a glutationa peroxidase e a catalase,
enquanto que as segundas sao representadas por vitamina C, vitamina E,
glutationa, carotendides e flavonéides (Valko et al., 2007).

Entre os antioxidantes ndo-enzimaticos, destaca-se a glutationa, pelos varios
papéis que desempenha na protecdo contra o estresse oxidativo: funciona como
cofator de diversas enzimas detoxificadoras, como exemplo a glutationa peroxidase;
participa do transporte de aminodacidos através da membrana plasmatica; age
diretamente sobre o radical hidroxil e o0 oxigénio singlet, detoxificando o perdxido de
hidrogénio; tem a habilidade em regenerar importantes antioxidantes, como vitamina
C e E (Pastore et al.,, 2003). A vitamina C, considerada a primeira defesa
antioxidante no plasma (Yamamoto et al., 1998), tem a capacidade de proteger as
membranas celulares contra oxidacdo (Retsky et al., 1999); adicionalmente, tem
sido relatada sua habilidade em regular fatores que influenciam algumas fung¢des
celulares, conferindo-lhe um papel na modulacdo do sistema imune (You et al.,
2000). Em relacao a vitamina E, devido sua caracteritica lipossoluvel, é o principal
antioxidante que age contra o processo de lipoperoxidagao (Pryor, 2000).

Com referéncia aos antioxidantes enzimaticos, a superdxido dismutase
(EC1.15.1.1) desempenha importante papel, ja que catalisa a dismutacao do radical
superoxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular. A enzima catalase
(EC1.11.1.6) participa da conversao do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio
molecular com alta taxa de turnover (uma molécula de catalase pode converter
aproximadamente 6 milhdes de moléculas de perdxido de hidrogénio por minuto). A
glutationa peroxidase age em conjunto com a glutationa, desempenhando um dos
mais importantes mecanismos de defesa antioxidante; catalisa a reducdo do
perdxido de hidrogénio e peroxidos organicos para seus correspondentes alcoois as
custas da oxidagéo da glutationa (Valko et al., 2006).

2.3 Estresse oxidativo e hepatite C

O envolvimento do estresse oxidativo na patogenia da hepatite C e carcinoma

hepatocelular tem sido amplamente sugerido. Acredita-se que as causas do
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estresse oxidativo na infeccdo pelo virus C incluem varios fatores, como dano
mitocondrial, acumulo de ferro no figado, resposta inflamatéria via imuno-reacao e
acao direta das proteinas virais. Desta forma, esses efeitos agiriam de forma
sinérgica, podendo ser responsaveis pelas peculiares caracteristicas da hepatite C
quando comparadas a outras formas de hepatite (Koike e Miyoshi, 2006).

2.3.1 Producédo de EROS associada a infecg¢ao viral

As infecgdes cronicas sdo associadas com producdo de EROS no figado e
nas células mononucleares do sangue periférico (Larrea et al., 1998; Boya et al.,
1999;). Essas células sdo essenciais na resposta imune do hospedeiro, tanto na
apresentagédo do antigeno quanto na resposta inflamatdria, logo, a sua atuagéo pode
influenciar a progressado da infeccao pelo HCV. Assim, mondcitos, neutréfilos e
células de Kupffer sdao ativados, liberando EROS (principalmente o &nion
superoxido) com a finalidade de combater o microorganismo invasor, controlando a
sobrevivéncia celular (Bonizzi et al., 1999). A producdo de EROS pelos fagécitos
requer a ativacao da NADPH oxidase, que cataliza a reducao do oxigénio molecular
em anion superéxido, oxidando o NADPH (Babior, 1999). Dessa forma, os
monaocitos podem estar envolvidos tanto na resposta imune efetiva, mas também no
estabelecimento de estresse oxidativo no figado, contribuindo na patogénese da
infecgdo viral (Bouffard et al., 1992).

Na hepatite viral, EROS sdo também produzidas nos hepatécitos atravées da
liberagdo de citocinas pelas células inflamatérias, assim como fator de necrose
tumoral alfa e interleucina 1 (Koike e Miyoshi, 2006). Particularmente, na hepatite C,
foi evidenciado que as préprias proteinas do HCV induzem produgdo de EROS
atraves da NADPH oxidase em neutrofilos (Bureau et al., 2001).

Como mencionado na patogénese da infecgdo pelo virus C, as células
hepatic stellate desempenham um papel chave no desencadeamento da fibrose
hepética. Torna-se importante mencionar que EROS produzidas no figado, como
resultado do processo inflamatério sdo capazes de estimular essas células e a
consequente sintese de colageno, culminando com o agravamento do processo

fibrogénico (Marra et al., 2000).
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2.3.2 Estresse oxidativo causado pelas proteinas virais

Estudos experimentais, usando cultura de células e ratos transgénicos,
revelaram o envolvimento de pelo menos duas das proteinas do HCV na indugao do
estresse oxidativo e no acumulo de lipideos no figado (Moriya et al., 2001; Okuda et
al., 2002). Dentre as proteinas, destaca-se a do core do HCV, que se localiza no
reticulo endoplasmatico (Santolini et al., 1994; Moradpour et al., 1996), lipideos
(Barba et al, 1997; Sabile et al., 1999), nucleo (Yasui et al., 1998) e na mitocondria,
podendo, assim, desempenhar efeitos mdltiplos na célula. Korenaga e
colaboradores (2005) mostraram que a expressdo dessa proteina causa um
aumento da producdo de EROS mitocondrial, inibicAdo da cadeia de transporte de
elétrons e um aumento da producdo de EROS pelo complexo | da cadeia
respiratéria (Figura 2), sugerindo uma interacdo direta da proteina do core com a

mitocOndria, sendo uma importante causa do estresse oxidativo visto na hepatite C.

leakage

Inner
membrane

Intermembrane space

Figura 2 - Sistema de transferéncia de elétrons na mitocéndria
A maioria do oxigénio consumido pelas células dos mamiferos é convertida em agua, via
cadeia respiratoria. Entretanto, cerca de 5% dos elétrons que entram na cadeia podem
“escapar” e formar anion superéxido, podendo causar uma produgao exagerada de EROS.
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Ainda em relacao a proteina do core, acredita-se que exista seu envolvimento
no mecanismo da hepatocarcinogénese nos pacientes com infeccao crénica pelo
HCV; Moriya e colaboradores (2001) em um modelo com ratos transgénicos
verificaram um aumento na producdo de EROS, na auséncia de inflamacao,
sugerindo que a proteina do core do HCV per se causa estresse oxidativo,
culminando em hepatécitos suscetiveis ao dano do DNA e a conseqiente
transformac&o maligna.

Em relacdo as proteinas nao estruturais, Bureau (2001) estimulou monécitos
humanos com as proteinas do HCV, verificando que NS3 modula a produgédo de
ERQOS, através da ativacdo da NADPH oxidase.

2.3.3 Ferro e EROS

A concentracdo de ferro presente no figado é alta, e metais de transicao
facilitam a transferéncia de elétrons, desempenhando um importante papel na
producdo de radicais livres. O ferro ligado a proteinas, assim como ferritina e
transferrina é estavel, tornando-se instavel na forma livre (Radisky e Kaplan, 1998);
EROS promovem a liberacao do ferro da ferritina (Kakhlon e Cabantchik, 2002),
deixando-o livre para catalizar reagées com substratos relativamente pouco reativos
em produtos com uma alta reatividade, como na reacado de Fenton (Halliwell e
Gutteridge, 1984):

Fe** +H,0 — Fe'* + "OH + "OH

Tem sido evidenciado um aumento na concentragéo de ferro no figado de
pacientes com hepatite C crénica (Di Bisceglie et al., 1992; Riggio et al., 1997),
sendo correlacionado com o desenvolvimento de fibrose (Beinker et al., 1996), com
o grau de inflamacao e consequiente dano no tecido hepatico (Bonkovsky et al.,

1997). Entretanto, os mecanismos que envolvem esse processo ainda ndo foram
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totalmente elucidados, mas acredita-se que o ferro agiria de forma sinérgica com o
virus no desencadeamento da fibrose, pois associa-se a sobrecarga desse metal

com a severidade da infecg¢ao pelo virus C (Bonkovsky et al., 2002).

2.3.4 Marcadores de estresse oxidativo na hepatite

A evidéncia de estresse oxidativo nos mecanismos patogénicos da infeccao
pelo HCV tem sido sugerida através do resultado da andlise dos marcadores de
estresse oxidativo, tais como: (i) niveis aumentados dos produtos de lipoperoxidagao
(assim como malonaldeido - MDA) no soro (DeMaria et al., 1996; Romero et al.,
1998) e figado (Farinati et al., 1995) dos pacientes quando comparados aos
controles, e uma correlacdo significativa entre os niveis de MDA e a severidade da
doenca (Paradis et al.,1997; Romero et al., 1998; Yadav et al., 2002); (ii) niveis
hepaticos elevados da proteina carbonil (produto do dano oxidativo das proteinas)
(De Maria et al., 1996) e 8-OH-deoxiguanosina (revela o dano oxidativo do DNA) nos
individuos infectados (Shimoda et al., 1994); (iii) reducdo nos niveis sistémicos e
hepaticos de GSH (Lim et al., 1995; Bernhard et al., 1998), correlacionando-se com
a atividade da ALT, carga viral e grau de inflamagao hepatica (Beloqui et al., 1993;
Suarez et al.,, 1993); (iv) aumento da atividade da superoxido dismutase e do
turnover da GSH (Boya et al., 1999) nos pacientes em relacdo aos controles; (v)
diminuigdo nos niveis séricos dos antioxidantes (retinol, B criptoxantina, licopeno, a
e B tocoferol, a e B caroteno) nos pacientes HCV comparados aos controles (Yadav
et al., 2002); (vi) reducao dos niveis de vitamina E em pacientes nao respondedores

a terapia com interferon (Houglum et al., 1997).



3. OBJETIVOS

O tratamento da hepatite C ainda nao esta totalmente definido, visto o baixo
indice de resposta virologica sustentada observada nos pacientes. Muitos estudos
tém sido realizados com o objetivo de vincular formas alternativas a terapia
tradicional com interferon e ribavirina, inclusive com o uso de antioxidantes. Da
mesma forma, pesquisadores tém demonstrado bastante atengcdo ao modo que
esses antioxidantes poderiam influenciar no curso da infeccao pelo virus C. Dessa
forma, este trabalho visa abordar dois aspectos principais: (i) avaliar a possivel
relacao entre a atividade das aminotransferases e marcadores de estresse oxidativo
em pacientes com hepatite C; (ii) determinar se as alteragdes nos marcadores de
estresse oxidativo poderiam ser indicadores dos fatores iniciais da infecgéo.
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Abstract

Objectives: to evaluate the possible relationship between aminotransferases levels
and markers of oxidative stress in chronic hepatitis C patients.

Design and methods: Patients without treatment for hepatitis were divided in group |
(15 to 39 U/L); group Il (41 to 76 U/L); group IIl (81 to 311 U/L) of activity alanine
aminotransferase (ALT). Blood markers of oxidative stress (catalase, gluthatione
peroxidase, thiobarbituric acid-reactive species-TBARS, non-protein and protein thiol
groups and vitamin C) were determined.

Results: Protein- and non protein—SH levels, TBARS, glutathione peroxidase and
catalase were not different between groups. Vitamin C was significantly decreased in
groups Il (P=0.03) and Il (P=0.001), when compared to group | and correlated
negatively with aspartate aminotransferase (AST; r=-0.29, P=0.042).

Conclusion: Vitamin C levels were negatively associated with AST, suggesting that
vitamin C could be an additional indicator of hepatitis C severity. Therefore, whether
dietary supplementation with vitamin C could retard disease progression will need
additional studies.

Key Words: Hepatitis C; Aminotransferases; Oxidative stress; Vitamin C;
Antioxidants.
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Introduction
There are approximately 200 million people infected with hepatitis C virus

(HCV) worldwide and it is one of the most serious causes of liver disease. It was
reported that approximately 70% of those with HCV infection suffer from persistent
infection, causing active or inactive chronic hepatitis and that about 30% of patients
with chronic hepatitis are assumed to develop cirrhosis within their lifetime. Once
HCV infection develops into cirrhosis, hepatocellular carcinoma develops at an
annual rate 5-7% [1].

Hepatitis C has some striking clinical features, among others the serum
activity of alanine aminotransferase (ALT) is variable and sporadically does not
correlate with the histopathological findings of the hepatic biopsies of these patients
[2]. In spite of this, serum enzyme activity is hitherto used as the initial marker for
detection of liver injury [3] before deciding to perform liver biopsy. In addition, the
response to treatment is uncertain, since the therapeutic effect of combination of
interferon-alpha and ribavirin, leads to sustained virologic eradication and a positive
biochemical response (normalization of serum ALT levels) in about 29%—-65% of
treated patients [4]. Thus HCV infection is a relevant and unsolved health problem
worldwide [5].

The pathogenetic mechanisms for liver injury and fibrosis in chronic hepatitis C
are unclear but reported to include immunological liver damage, direct cytotoxicity

mediated by different viral products, and induction of oxidative stress [6].

Oxidative stress is a condition know as an inadequate antioxidant protection or
excessive production of reactive oxygen species, which is thought to play an
important role in the etiology of various disease and in aging [7]. Mammalian tissues

have both enzymatic antioxidant defenses (which include superoxide dismutase,
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glutathione peroxidase, catalase) and non-enzymatic antioxidants (represented by
vitamin C, vitamin E, glutathione, carotenoids, flavonoids, and other antioxidants) [8].
Of particular importance, in HCV infection, the oxidative stress may disrupt the
efficiency of the immune response against HCV [9], making cells more susceptible to
apoptosis [10], thus facilitating chronicity of hepatitis C.

The potential therapeutic use of antioxidants for the treatment of different
disorders, including chronic hepatitis C, has generated a lot of interest [11]. There
have been mixed results of antioxidant administration in patients with chronic
hepatitis C, with some studies showing beneficial effects [12, 13], whereas others
showing no benefit [14]. These conflicting results might in part be attributed to our
incomplete understanding of the role of different antioxidants in chronic hepatitis C
and the pathophysiological significance of the interrelationship between serum and
liver levels of these micronutrients [15].

The aims of our study were to evaluate the possible relationship between
aminotransferase levels and markers of oxidative stress in chronic hepatitis C
patients. Particularly, we determined whether changes in markers of oxidative stress
could be an early response to HCV infection.

Materials and Methods

Study groups

The study was approved by Human Ethical Committee of the Federal
University of Santa Maria, protocol number 070/04 and each patient provided written
informed consent. All patients with HCV infection had positive HCV RNA by PCR
(reverse transcription polymerase chain reaction) in serum. They were all patients of

the University Hospital from the Federal University of Santa Maria, RS, Brazil.
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Patients were categorized as “normal ALT” (Group 1) only if three values for
serum ALT obtained, dating back to 6 months were within the limits of normal. Group
| comprised 14 patients with ALT levels between 15 and 39 U/L (7 women, 7 men)
aged 42.92 + 3.28 (ranging between 27 and 63 years), this group has ALT activity
within the reference values. Group Il consisted of 18 patients with ALT activity
between 41 and 76 U/L (5 women, 13 men), whose mean age was 37.29 + 2.35
(ranging between 18 and 61 years), these values are higher than the normal values
but are close to the upper limit. Group Ill comprised 16 patients with notably
increase of ALT values, between 81 and 311 U/L (4 women, 12 men), whose mean
age was 35.80 + 2.17 (ranging between 19 and 53 years; Table 1). All these patients
were not treated to hepatitis C, neither underwent liver biopsies and ALT values were

the mean of at least three quantification done within six months.

Sample collection

Blood (10 mL) was collected by venous arm puncture heparinized vacutainer
tubes and the plasma and cells were separated by centrifugation at 4000xg for 10
min.; the erythrocytes were used for non-protein thiol groups (NP-SH) and catalase
(CAT) determinations and the plasma to analyze for vitamin C, gluthatione
peroxidase (GPx), protein thiol groups (P-SH), thiobarbituric acid-reactive species

(TBARS). Samples were obtained from January 2005 to December 2005.

Non-protein and protein thiol groups determination
Erythrocyte nonprotein thiol groups (NP-SH) were determined as described by
Ellman [16]. Red blood cells pellet (300 pl) obtained after centrifugation of

heparinized whole blood, was hemolizated with 100 ul triton 10% solution for 10 min.
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Then, the protein fraction was precipitated with 200 ul of 10% trichloroacetic acid
followed by centrifugation. The colorimetric assay was carried out in 1M phosphate
buffer, pH 7.4. A standard curve using glutathione was constructed in order to
calculate the non-protein thiol groups. The NP-SH level was measured at 412 nm
and expressed as nmol NP-SH/mL of erythrocyte.

Protein thiol groups (P-SH) were determined as described by Ellman [16]. The
colorimetric assay was carried out in 0.85 mL of 0.3 M phosphate buffer, pH 7.0,
using 0.05 mL of 5, 5’ dithio (bis-nitrobenzoic) acid (DTNB). A standard curve using
glutathione was constructed in order to calculate the protein thiol groups. The P-SH

level was measured at 412 nm and expressed as nmol P-SH/mL of plasma.

Measurement of thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) in plasma

TBARS were determined in plasma by the method of Ohkawa et al. [17], in
which malondialdehide (MDA), an end-product of fatty acid peroxidation, reacts with
thiobarbituric acid (TBA) to form a colored complex. In brief, samples were incubated
at 100 °C for 60 min in acid medium containing 0.45% sodium dodecy! sulfate and
0.6% thiobarbituric acid. After centrifugation the reaction product was determined at
532 nm using MDA as standard and the results were expressed as nmol MDA/ mL

plasma.

Vitamin C determination

Ascorbic acid determination was performed as described by Jacques-Silva et
al. [18]. Plasmas were precipitated with 1 volume of a cold 5% trichloroacetic acid
solution followed by centrifugation. An aliquot of 300 ul of the supernatants were

mixed with 2,4-dinitrophenylhydrazine (4.5 mg/mL), CuSO4 (0.075 mg/mL and
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trichloroacetic acid 13.3% (final volume 1 mL) and incubated for 3 h at 37° C. Then 1
mL of H,SO4 65 % (v/v) was added to the medium. The content of ascorbic acid was
calculated using a standard curve (1.5 — 4.5 umol/L ascorbic acid freshly prepared in

sulfuric acid) and expressed as pg vitamin C/mL of plasma).

Gluthatione peroxidase (GPx) assay

GPx (EC 1.11.1.9) activity determination was assayed by the method of
Pagalia and Valentine [19]. In this method, GPx catalyses the oxidation of glutathione
in the presence of hydrogen hydroperoxide. Oxidized glutathione is converted to the
reduced form in the presence of glutathione reductase and NADPH, while NADPH is
oxidized to NADP™. In brief, plasma (10ul) was added to the assay mixture (total
volume = 500 ul) and the reaction started by the addition of H>O, to give a final
concentration of 0.4 mM. Conversion of NADPH to NADP* was monitored
continuously at 340 nm for 2 min. GPx activity was expressed as pmol of NADPH
oxidized per minute per mL of plasma, using an extinction coefficient 6.22 x 10° for

NADPH.

Catalase (CAT) assay

Catalase activity was measured by the method of Aebi [20]. Packed
erythrocytes were hemolyzed by adding one hundred volumes of distilled water, then,
20 pl of this hemolyzed sample was added to a cuvette and the reaction was started
by the addition of 100 pl of freshly prepared 300 mM H>O; in phosphate buffer (50
mM, pH 7.0; total volume of incubation: 1 mL). The rate of H-O, decomposition was
measured spectrophotometrically at 240 nm during 120s. The activity of catalase was

expressed as pmol HoO,/mL erythocyte/min.
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Others laboratorial Determinations

Anti-HCV antibodies were assayed with a Enzyme Immuno Assay (EIA)-
Organon®; the presence of HCV-RNA was assessed by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). Aspartate aminotransferase and alanine
aminotransferase were determined by automated techniques - Roche®. Hemoglobin
(Hb) and hematocrit (Ht) were determined in Coulter STKS. The parameters were

obtained on the basis of a review of medical records of the patients.

Statistical Analysis

All data were expressed as mean = SE. Data were analyzed using multivariate
analysis of variance (ANOVA) and the post-hoc comparisons were done using Duncan’s
multiple test. The Pearson’s correlation (r, P) was calculated for all dependent variables.
However, we only presented the associations between AST activity and vitamin C, which
was statistically significant. A probability value <0.05 was considered the minimum level of

statistical significance.

Results

Table 1 summarizes the characteristics of the 48 patients enrolled in the
present study. No significant differences were found in age, hematocrit and
hemoglobin and in non enzymatic (protein - SH content, nonprotein — SH,
thiobarbituric acid reaction) and enzymatic (glutathione peroxidase and catalase

activities) markers of oxidative stress measured in blood of these study groups.
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One way ANOVA revealed a significant difference in ALT and AST values
between study group (P <0.05). Post-hoc comparisons indicated that ALT activity
(Figure 1A) was significantly increased in Group Il and Ill when compared to Group I.
AST activity was significantly increased only in Group Ill when compared to Group |
(Figure 1 B).

One-way ANOVA and post hoc test revealed that vitamin C content was
decreased significantly in Group Il (p=0.001) and Group Il (p=0.03) when compared
with Group | (Figure 2).

A significant negative correlation between vitamin C level and AST activity
were found (Fig. 3A; r=-0.29, P=0.042) for all patients. Positive correlation between
AST and ALT activities were also observed (Fig. 3B; r= 0.76, P= < 0.001).

Discussion

Alanine aminotransferase (ALT), a sensitive indicator of liver cell injury, has
been used to identify patients with liver disease for almost 50 years [21]. Here, we
used patients with both normal and elevated ALT without treatment to hepatitis C, to
investigate the relationship between aminotransferase levels and the oxidative stress
in these patients.

Literature data have indicated that HCV infection is associated with a
decrease in antioxidant defenses [15, 22, 23]. Here we have observed that
antioxidant enzymes (catalase and GPx), TBARS and protein and NPSH were not
modified in HCV infection. In contrast, vitamin C levels were decreased in plasma of
HCV patients. Furthermore, we observed that AST was inversely associated with
vitamin C levels. These results may indicate that the hepatoccellular damage is, at
least in part, related to a decrease in the levels of an important endogenous

antioxidant. In line with this, Yadav [15] found that increasing hepatic fibrosis is
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associated with decreased antioxidant levels. Futhermore, Bandara [24]
demonstrated a negative association between vitamin C and disease severity
determined by liver biopsies.

Taken together, these results may indicate that vitamin C is a reliable marker
for oxidative stress in HCV infection which is related to the severity of infection, as
judged by the ALT and AST in plasma. However, whether intervention with
controlled high dose vitamin C supplementation will be associated with a retardation
of hepatic fibrosis progression in persons with chronic hepatitis C is unknown, but
warrants further study. On the basis of these considerations, dietary supplementation
with vitamin C could be considered as an adjuvant in disease therapy, since vitamin

C is an important component of human nonenzymatic antioxidant defenses [25, 26].
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Table 1

Characteristics of study groups

Group | Group Il Group Il
AST (ULL) 31.05+2.14 38.42 +2.24 92.94 + 10.06
ALT (UL) 30.97 +2.03 58.64 +2.46 132.64 + 13.63

NP — SH (nmol NP-SH/mL erythrocyte)

P - SH (nmol P-SH//mL plasma)

2191.10 £ 157.24

565.86 + 32.12

2329.78 + 89.51

568.48 + 30.66

2010.66 £ 121.49

567.23 £ 37.63

TBARS (nmol MDA/mL plasma) 6.41 £ 0.79 6.40 £ 0.39 6.96 + 0.90
Catalase (umol /min/mL erythocyte) 39.45 £ 1.46 38.69 £ 2.03 38.74 £ 1.84
GPx (umol NADPH/min/mL plasma) 251.85 £ 28.92 299.42 £ 24.45 238.47 £ 14.29
Vitamin C (ug vitamin C/mL plasma) 21.16 £ 1.41 16.99 £+ 1.28* 14.74 £ 1.25*
Hematocrit (%) 41.87 £0.74 43.69 +0.79 43.13 +£1.12
Hemoglobin (g/dl) 13.90 + 0.26 14.57 +0.24 14.35+0.40
Age (years) 42.92 +3.28 37.29 +2.35 35.80 £2.17
N (M/F) 14 (7/7) 18 (13/5) 16 (12/4)

Values are the means + SEM. (*) Denoted p < 0.05 as compared to group | (one-way

ANOVA/Duncan).
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Figure legends

Figure 1 — ALT (A) and AST (B) activity in plasma of patients in different study groups.
Values are expressed as means + SEM. The line within the box indicates the median, and
the upper and lower limits of the box indicate the 75% and 25% interquartile range. Circles
- group | (n = 14); down triangles — group Il (h=18) and diamonds — group Il (n=16). (*)

Denoted p < 0.05 as compared to group | (one-way ANOVA/Duncan).

Figure 2 — Vitamin C levels in plasma of individuals of groups I, Il and lll. Values are
expressed as means + SEM. The line within the box indicates the median, and the upper
and lower limits of the box indicate the 75% and 25% interquartile range. Circles - group |
(n = 16); down triangles — group Il (n=17) and diamonds — group Il (n=15). (*) Denoted p

< 0.05 as compared to group | (one-way ANOVA/Duncan).

Figure 3 - (A) Significant negative correlation between vitamin C concentrations and AST
activity in plasma and (B) Significant positive correlation between AST activity and ALT

activity in plasma. The regression line and the 95% confidence interval are plotted.
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Figure 3
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5. DISCUSSAO

Os mecanismos patogénicos da injuria hepatica e fibrose na hepatite C
cronica ainda nao sao totalmente entendidos, mas acredita-se que inclua dano
imunoldgico, citotoxicidade direta mediada pelos produtos virais e inducdo pelo
estresse oxidativo (Koziel, 1996). O estresse oxidativo pode afetar a eficiéncia da
resposta imune (De-Haan et al., 1997), facilitando a cronicidade da infecgcdo. Um
efeito protetor para as células € dado pelos antioxidantes, destacando-se sua
importante fun¢cdo em colaborar com a defesa imune do hospedeiro. Desse modo,
vitaminas conhecidas como antioxidantes, assim como, vitaminas C e E tém sido
apontadas em promover a saude e proteger as fungdes das células imunes
(Beharka et al., 1997).

A vitamina C é o principal antioxidante do plasma, funcionando como a
primeira linha de defesa antioxidante (Yamamoto et al., 1998), tendo importante
papel na protecao dos lipideos plasmaticos contra o processo de peroxidacao (Frei
et al., 1988). Em adicao a isso, diversos trabalhos tém indicado os efeitos protetores
da vitamina C em diversas partes do sistema imune (Hemila e Douglas, 1999;
Leibovitz e Siegel, 1981), assim como nas funcdes dos fagécitos, proliferacao das
células T, na producao de interferon (Hemila e Douglas, 1999; Leibovitz e Siegel,
1981) e no aumento da liberacdo das citocinas pelos linfécitos Th1 e Th2 (Dunstan
et al., 2006). Torna-se importante ainda relatar a atividade anti-apoptética da
vitamina C, revelando sua acao na modulacao do sistema imune (Valko et al., 2005).

Os resultados deste estudo mostraram que os niveis de vitamina C tendem a
diminuir a medida que a atividade das aminotransferases aumenta. Como esta
vitamina é considerada uma das respostas iniciais contra o dano oxidativo, pode-se
sugerir que esses pacientes estariam em um estagio inicial de estresse oxidativo, ja
que os demais marcadores ndo mostraram mudangas significativas com a variagao
da atividade das aminotransferases. Neste contexto, Frei et al. (1988) sugeriram
que a vitamina C poderia ser usada como indicador inicial de estresse oxidativo “in
vivo”, baseado na oxidagcdo imediata deste antioxidante frente a estimulagéao
desencadeada por leucécitos ativados, que sao importantes células envolvidas no

processo inflamatorio.
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Na patogénese da hepatite C, além do processo inflamatério, que envolve
principalmente a atividade dos fagdcitos, soma-se a resposta imune do hospedeiro
contra a infecgao viral, recrutando principalmente as células T com suas citocinas.
Como mencionado anteriormente, as acdes da vitamina C colaboram na defesa
imune do hospedeiro em varias etapas, sendo considerada um modulador da
resposta imune. Como decorréncia disso, a medida que aumenta a ineficiéncia da
resposta imune do hospedeiro contra o HCV, ocorre a progressdo da doenga, e a
vitamina C pode ir sendo consumida, como um auxilio, na tentativa da eliminagao
viral. Como em nossos resultados houve uma associa¢cao negativa entre a vitamina
C e a atividade das aminotransferases, sugerimos a inclusédo da suplementagdo com
vitamina C ao protocolo tradicional de tratamento da hepatite C, principalmente
devido a sua fungdo imuno-moduladora. De acordo com isso, Groenbaek et al.
(2005) relataram uma inversa relagao entre a carga viral do HCV com a vitamina C,
recomendando que o aumento na dieta ou suplementacdo com antioxidantes
poderia reduzir a progressao da doenca hepatica vista na hepatite C.

Outra observacao importante deste estudo foi a inversa correlagdo entre os
niveis de vitamina C com a atividade da AST, mas ndo com a ALT. Essa correlacao
pode ser devida a AST refletir a maior intensidade do um dano hepatico quando
comparada a ALT (Gitlin, 1982), j4 que a primeira enzima é localizada na
mitocOndria, € a segunda encontra-se no citoplasma do hepatdcito (Boyde, 1961),
havendo a necessidade do consumo da vitamina C somente quando o dano
hepético fosse refletido pelo aumento dos niveis de AST no plasma. Também &
possivel que a sintese da ALT diminua nos hepatécitos que estdao sofrendo
apoptose, justificando, dessa maneira, 0 ndo correspondente aumento em seus
niveis com a extenséo da lesdo, ja que na infec¢ao pelo virus C ocorre morte celular
via apoptose e necrose (Shaib et al., 2000).

Na mesma linha de nosso trabalho, niveis diminuidos de vitamina C no
plasma tém sido verificados em pacientes com hepatite C, quando comparados a
individuos saudaveis (Jain et al., 2002). Bandara et al (2005) verificou uma
correlagdo negativa entre vitamina C, atividade inflamatéria e estagio de fibrose,
atraves da bidpsia hepatica.

Dessa forma, se a intervencdo com suplementacao com altas doses de vitamina C
pode ser associada com retardo da progressao da fibrose hepatica nestes pacientes

ainda nao é conhecido, necessitando futuros estudos.



6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicaram que os niveis de vitamina C
decrescem com a atividade aumentada das aminotransferases.

Os resultados também mostraram que, excetuando-se a vitamina C, os
demais marcadores de estresse oxidativo ndo se constituiram em indicadores

precoces do dano hepatico causado pelo HCV.



7. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para
trabalhos posteriores sao:
e Realizar estudos em pacientes com a infecgdo pelo virus C mais avancada,
com o objetivo de ver o comportamento da vitamina C nestes individuos;
e Realizar estudos em pacientes em tratamento para a hepatite C, para verificar

os marcadores de estresse oxidativo no decorrer da terapia;
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