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As hepatites virais constituem atualmente uma relevante questdo de satide publica no Brasil e
no mundo, distribuindo-se de maneira universal, atingindo varios segmentos da populacio e
causando grande impacto de morbidade e mortalidade. O tratamento padrio para a hepatite
viral C durante as ultimas décadas foi a terapia combinada de interferon alfa-peguilado (PEG-
IFN) com ribavirina (RBV), um analogo de guanosina que interrompe o metabolismo de RNA
viral. O tratamento das formas crOnicas baseia-se nesta combinagdo de farmacos, por um
periodo de 24 a 48 semanas, dependendo do genoétipo viral encontrado. A hepatite C apresenta
elevado impacto na saude publica global. Estudos recentes sugerem o envolvimento do
estresse oxidativo na patogenia da hepatite C e carcinoma hepatocelular (CHC). O dano
celular oxidativo desempenha um papel importante na fisiopatologia do virus da hepatite C
(HCV). O estresse oxidativo ¢ desencadeado quando a concentragdo de espécies de oxigénio
no ambiente extracelular ou intracelular excede as defesas antioxidantes. O mecanismo exato
pelo qual isto ocorre ndo esta totalmente compreendido, incluindo dano hepatico imunolégico,
dano diretamente citotoxico mediado por diferentes produtos virais, bem como o estresse
oxidativo, t€m sido sugeridos na patogénese da hepatite C. Nos ultimos anos tem sido
demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo na progressao da hepatite C, sendo que a
resposta imune aumenta a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Entretanto,
pouco se sabe sobre o envolvimento do estresse oxidativo nos portadores da hepatite C em
tratamento combinado com PEG-IFN e RBV. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
perfil de estresse oxidativo em portadores da hepatite C que fizeram uso da terapia combinada
com interferon alfa peguilado e ribavirina. Foram recrutados 43 portadores de hepatite viral C
no servico de referéncia do municipio de Uruguaiana e submetidos a uma coleta de sangue
venoso. Foram divididos em quatro grupos: diagnosticado com HCV (livre de tratamento
farmacoldgico combinado), tempo 1 (inicio do tratamento combinado), tempo 2 (metade do
tratamento combinado) e tempo 3 (final do tratamento combinado). Os parametros de estresse
oxidativo foram determinados por metodologias classicas. Os resultados mostram que os
portadores de HCV possuem aumento significativo dos marcadores de funcao hepatica, sendo
que as atividades da TGO (transaminase glutdmico-oxalacética) e TGP (transaminase
glutamico-piravica) sdo reestabelecidas apds o tratamento combinado. Foi observado também
que as defesas enzimaticas e ndo enzimaticas estdo diminuidas no grupo HCV em comparagao
ao grupo controle e a terapia antiviral combinada por vezes, consegue reverter esses
parametros. J4& o dano oxidativo a biomoléculas estd aumentado nesses portadores e o
tratamento combinado melhora esses parametros, porém ndo em niveis do grupo controle.



Assim, os resultados sugerem que o portador de HCV tem aumento do estresse oxidativo no
momento do diagnoéstico e o tratamento combinado parece melhorar essa condigao.

Palavras-chave: hepatite C, estresse oxidativo, interferon alfa peguilado, ribavirina, defesas
antioxidantes
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Viral hepatitis is currently a relevant public health issue in Brazil and the world; it is
ubiquitous, reaching several segments of the population and causing severe morbidity and
mortality. The standard treatment for viral hepatitis C during the last few decades has been
combination therapy with alpha-pegylated interferon (PEG-IFN) and ribavirin (RBV), a
guanosine analog that disrupts viral RNA metabolism. The treatment of chronic forms is
based on this combination of drugs, for a period of 24-48 weeks, depending on the viral
genotype found. Hepatitis C has a high impact on global public health. Recent studies suggest
the involvement of oxidative stress in the pathogenesis of hepatitis C and hepatocellular
carcinoma. Oxidative cellular damage plays an important role in the pathophysiology of
hepatitis C virus (HCV). Oxidative stress is triggered when the concentration of oxygen
species in the extracellular or intracellular environment exceeds the capacity for antioxidant
defense. The exact mechanism by which this occurs is not fully understood, and immune
hepatic damage, direct cytotoxic damage mediated by different viral products, and oxidative
stress have been implicated in the pathogenesis of hepatitis C. . In recent years, the
involvement of oxidative stress in the progression of hepatitis C has been demonstrated, and
the immune response increases the production of reactive oxygen species. However, little is
known about the involvement of oxidative stress in hepatitis C patients on combined
treatment with PEG-IFN and RBV. Thus, the objective of this study was to determine
oxidative stress profile in hepatitis C patients who used combination therapy with pegylated
interferon alfa and ribavirin. A total of 43 patients with viral hepatitis C were recruited at the
referral service in the city of Uruguaiana, and venous blood was collected. The HCV group
was divided into four groups: diagnosis (free of combined pharmacological treatment), time 1
(onset of combined treatment), time 2 (half of the combined treatment), and time 3 (final of
the combined treatment). The parameters of oxidative stress were determined by classical
methodologies. The results show that HCV carriers had a significant increase in markers of
hepatic function, and the activities of GOT (glutamic-oxaloacetic transaminase) and TGP
(glutamic-pyruvic transaminase) are reestablished after the combined treatment. Enzymatic
and non-enzymatic defenses were decreased in the HCV group relative to the control group,
and combined antiviral therapy sometimes reversed these parameters. Oxidative damage to
biomolecules was already increased in these carriers, and combined treatment improved these
parameters, but in the control group, levels remained unchanged. Thus, the results suggest that
HCV carriers have increased oxidative stress at the time of diagnosis, and combined treatment
seems to improve this condition.



Key words: hepatitis C, oxidative stress, pegylated interferon alpha, ribavirin, antioxidant
defenses
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi dividida em trés partes principais. Na parte | encontram-se a
INTRODUCAO, a REVISAO BIBLIOGRAFICA e os OBJETIVOS. Os resultados que
fazem parte desta dissertacdo, assim como as se¢des materiais e métodos, resultados,
discussdao e referéncias, estdo apresentados sob a forma de manuscrito, no item
MANUSCRITO, que esta na parte Il deste trabalho. O item CONCLUSAO, que apresenta
interpretacdes e comentérios gerais sobre os resultados mostrados nos manuscritos deste
trabalho, encontra-se na parte 111 desta dissertacdo, assim como o item PERSPECTIVAS,
onde estdo expostos 0s possiveis estudos para dar continuidade a este trabalho, e o item
REFERENCIAS, que se refere somente as citagBes que aparecem nos itens introducio e

revisdo bibliogréafica desta dissertacao.
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PARTE I

1 INTRODUCAO

As hepatites virais sdo doencas infecciosas de transmissibilidade inter-humana,
evolucdo aguda ou crdnica, que por sua alta morbidade universal constituem importante
problema de saude publica (FOCACCIA, 1998). Dentre elas, a hepatite C representa um dos
maiores problemas para a saude publica mundial devido & sua gravidade, sendo hoje a causa
mais comum de indicacdo de transplante hepatico (RODRIGUES et al., 2012). Sua evolucéo é
lenta, possui elevada taxa de cronicidade e é potencialmente fatal, caracterizando-se como a
maior causadora de 6bitos entre todos os tipos de hepatite (FOCACCIA, 2007).

O virus da hepatite C (HCV) é um virus RNA da familia Flaviviridae; foi inicialmente
isolado no soro de uma pessoa com hepatite ndo-A ndo-B em 1989 por Choo e colaboradores.
O HCV caracteriza-se pela elevada variabilidade genética, sendo atualmente classificados em
11 gendtipos (designados de 1-11) que diferem na sua sequéncia de nucleotideos, e seis dos
quais sdo os principais gendtipos (1-6) (CHAYAMA & HAYES, 2011; WANG, 2013;
SMITH et al, 2014). Os diferentes genotipos mostram padrdes de distribuicao distintos, o que
reflete diferencas na epidemiologia, incluindo os modos de transmissdo e variabilidade étnica
em diferentes paises. Os gendtipos 1, 2 e 3 sdo universalmente distribuidos, acometendo a
maioria dos casos no mundo, a0 passo que 0S outros genotipos estdo limitados as areas
geogréficas mais especificas (GOWER et al, 2014; MESSINA et al, 2015). A transmissao do
virus ocorre, principalmente, pelo contato com o sangue infectado por exposi¢do percutanea:
compartilhamento de equipamentos para uso de drogas injetaveis (18%) ou de objetos de uso
pessoal, como laminas de barbear ou depilar, escovas de dente e instrumentos para
pedicure/manicure. Além disso, pode ser transmitido por confec¢do de tatuagens e colocacdo
de piercing, transfusdo de sangue e/ou hemoderivados, transplantes de érgdos de doadores
infectados, transmissdo vertical e sexual (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2009; BRASIL, 2011). No entanto, nos casos notificados no Boletim
Epidemiologico de Hepatites Virais, observa-se um elevado percentual de via de transmisséo
ignorada (43%) (BRASIL, 2016).

Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 170 milhGes da
populacdo mundial estdo infectados pela forma cronica da hepatite C (WHO, 2012). No

Brasil, a doenca hepatica cronica € a maior responsavel por cirrose e transplante hepatico no
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mundo ocidental (FOCACCIA, 2007; RODRIGUES et al, 2012) e a infeccdo atinge
aproximadamente dois a trés milhdes da populacgéo, sendo que dos novos casos apenas 50%
sdo sintomaticos e cerca de 18.000 a 30.000 novas infeccdes crbnicas serdo produzidas
anualmente (RODRIGUES et al, 2012). Estudos realizados no Brasil confirmaram 69.952
casos de hepatite C no periodo de 1999 a 2010. Destes, 47.830 provém da Regido Sudeste e
15.095 da Regido Sul, que juntas concentram 90% dos casos confirmados no pais. Dentre as
Unidades Federadas, destacam-se Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, com 58,7% (41.033) e
13,1% (9.143), respectivamente, dos casos confirmados de hepatite C no pais (BRASIL,
2016). As areas com maior prevaléncia incluem o Norte de Africa, no Oriente Médio, e
Central e no Leste Asiatico (MOHD, 2013) Um relatério recente mostrou que, em 2007, a
infeccdo por HCV tinha substituido a infeccdo pelo HIV como uma causa de morte nos
Estados Unidos (BRASIL, 2011) No Rio Grande do Sul, na fronteira oeste do Estado, 0
municipio de Uruguaiana apresenta uma elevada prevaléncia da infeccdo pelo HCV. Dados do
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS) apontaram no periodo
de 2007 a 2015, 341 casos notificados de hepatite viral C (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O diagnostico da hepatite C pode ser realizado a partir da sequéncia de manifestacdes
clinicas, mas, na maioria das vezes, é feito de forma esporadica, no decurso da investigacdo
de alteracGes das transaminases ou de um programa de rastreio (AUGUSTO & LOBATO,
2004). O diagndstico da hepatite C baseia-se na identificacdo do virus ou dos seus anticorpos.
No seguimento clinico dos portadores da hepatite C utilizam-se dois tipos de testes
viroldgicos: testes soroldgicos e testes de biologia molecular. A definicdo do agente é feita
pelo marcador sorolégico anti-HCV, o qual é recomendado como teste inicial para pacientes
que apresentam sintomas e/ou sinais clinicos sugestivos de doenca hepatica. Indica contato
prévio com o virus da hepatite C, mas ndo define se recente ou tardio. O diagndstico de
infeccdo aguda s6 pode ser feito com a viragem soroldgica documentada. A infeccdo crénica
deve ser confirmada pela pesquisa qualitativa de HCV-RNA. (BRASIL, 2011).

O tratamento padrdo para a hepatite C durante as Gltimas décadas foi a terapia
combinada de interferon alfa-peguilado (PEG-IFN) que é uma citocina que compde a resposta
inata do hospedeiro humano com ribavirina (RBV), um analogo da guanosina que interrompe
0 metabolismo do RNA viral. O tratamento das formas cronicas baseia-se na combinacgéo de
interferon ou PEG-IFN com RBV, por um periodo de 24 a 48 semanas, dependendo do
gendtipo encontrado, obtendo-se um clearance em torno de 80% para 0s genotipos virais 2 e
3 e cerca de 40% para o genotipo 1 (GHANY et al, 2009; FERENCI et al., 2010). Ao longo
do tratamento, o portador realiza exames hematologicos, bioquimicos (funcdo hepatica e
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renal) e quantifica a carga viral para 0 monitoramento das lesdes no figado (FERENCI et al.,
2010).

Estudos tem sugerido o envolvimento do estresse oxidativo na patogenia da hepatite C
e carcinoma hepatocelular. Acredita-se que as causas do estresse oxidativo na infeccdo pelo
virus C incluem vérios fatores, como dano mitocondrial, acimulo de ferro no figado, resposta
inflamatoria via imunorreacdo e acao direta das proteinas virais. O mecanismo exato pelo qual
isto ocorre ndo estd totalmente compreendido; no entanto, possiveis mediadores da
patogénese da hepatite C como as especies reativas de oxigénio (ERO). Durante a hepatite
cronica, a resposta imune induz a producdo de ERO e 6xido nitrico (NO). O estresse oxidativo
induzido por ERO tem uma estreita associagdo com o processo inflamatorio na hepatite C
(JAESCHKE et al, 2011; CHOI et al, 2012). Os individuos saudaveis possuem mecanismos
de protecdo contra o estresse oxidativo como 0s compostos antioxidantes, a citar: a glutationa
(GSH), vitamina C e vitamina E, e as enzimas antioxidantes, tais como a superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase. No entanto, em portadores da hepatite C cronica,
esses mecanismos de protecdo parecem estar prejudicados, devido a exposicdo a longo prazo
ao estresse oxidativo durante infeccdo viral podendo evoluir para hepatocarcinoma
(FUJINAGA et al, 2011; TSUKIYAMA, 2012). Desta forma, o estresse oxidativo apresenta
um importante papel no desenvolvimento e/ou na progressdo de lesdes hepéticas, e a
avaliacdo pode ser util para melhor compreensao da patogénese nos portadores da hepatite C

em tratamento combinado com PEG-IFN e RBV.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hepatites Virais

As hepatites virais (HV) s8o um grupo de viroses sistémicas hepatotropicas que
produzem quadros de hepatite aguda (inaparente ou sintomatica). Dependendo do agente
etioldgico, da carga viral e das condi¢Ges do hospedeiro, pode evoluir para hepatite cronica,
cirrose, cancer de figado e formas agudas fulminantes (MOSLEY, 1972; GAZE et al., 2013).

As hepatites virais constituem atualmente uma relevante questdo de salide publica no
Brasil e no mundo, distribuindo-se de maneira universal, atingindo varios segmentos da
populacdo e causando grande impacto de morbidade e mortalidade (BRASIL, 2016).

A hepatite é uma inflamacdo das células que compdem o figado, as quais sdo
denominadas de hepatécitos (BRASIL, 2009). Essa inflamagdo compromete o funcionamento
regular do figado e, se ndo tratada a tempo, pode evoluir levando o paciente ao 6bito. As
hepatites podem ser de origem tdxica ou infecciosa. Quando toxica, a lesdo hepatica pode ser
causada por uso excessivo de medicamentos, bebidas alcodlicas, drogas ou outras substancias
toxicas; quando infecciosa, as hepatites sdo causadas por agente viral (COSTA PASSOS,
2003).

As hepatites virais agudas e cronicas sdo doencas provocadas por diferentes agentes
etiologicos, sendo eles virus da hepatite A, B, C, D ou E, com tropismo primario pelo tecido
hepatico, apresentando caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais semelhantes,
porém com importantes particularidades (BRASIL, 2015). A distribuicdo das hepatites virais
é universal, sendo que a magnitude dos diferentes tipos varia de regido para regido. No Brasil,
também ha grande variacdo regional na prevaléncia de cada hepatite (BRASIL, 2008).

A doenca tem um amplo espectro clinico, que varia desde formas assintomaticas,
anictéricas e ictéricastipicas, até a insuficiéncia hepatica aguda grave (fulminante). A maioria
das hepatites virais agudas é assintomatica, independentemente do tipo de virus (BRASIL,
2009).

Quando apresentam sintomatologia, sdo caracterizadas por fadiga, mal-estar, nauseas,
dor abdominal, anorexia e ictericia. A hepatite crénica, em geral, cursa de forma
assintomética. As manifestacbes clinicas aparecem quando a doenca esta em estagio
avancado, com relato de fadiga, ou, ainda, cirrose (BRASIL, 2015).

Determinados virus podem se propagar de diferentes modos e circular

simultaneamente com outros na mesma localidade, configurando natureza espectral e



22

cambiante de transmissdo no tempo e no espaco (AGGARWAL & NAIK, 2009). Isso agrega
complexidade a formulacdo de propostas de prevencdo e controle para esses agravos. A
versatilidade ecoldgica desses virus, potencializada pelo curso subclinico ora prolongado de
grande parte das infecgdes, constitui-se em um desafio epidemioldgico ( MOSLEY, 1972;
GAZE et al., 2013).

2.1.1 Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) é o agente responsavel pela inflamacdo do figado cuja
progressao leva a hepatite C. Esta enfermidade constitui um dos mais importantes problemas
de saude publica mundial da atualidade pelo fato de ser uma doenca insidiosa, de propor¢ao
elevada para cronicidade (80% dos casos), de frequente etiologia em casos de transplante
hepatico, com potencial evolutivo para cirrose, hepatocarcinoma, baixa efetividade no
tratamento (40-50%) e auséncia de uma vacina (STRAUSS et al. 2001).

De acordo com estimativas recentes, mais de 185 milhdes de pessoas em todo o
mundo foram infectadas com o HCV, dos quais 350.000 morrem a cada ano, sendo relevante
0 ndmero de individuos que desconhecem sua condicao de portadores do virus (WHO, 2014).

A transmissdo da hepatite C ocorre principalmente por via parenteral (ALTER et al.,
1990). E importante ressaltar que, em percentual significativo de casos, ndo é possivel
identificar a via de infecgdo. Sdo consideradas populagdes de risco acrescido para a infecgéo
pelo HCV por via parenteral: individuos que receberam transfusdo de sangue e/ou
hemoderivados antes de 1993, usuérios de drogas injetaveis (cocaina, anabolizantes e
complexos vitaminicos), inalaveis (cocaina) ou pipadas (crack) que compartilham os
equipamentos de uso, pessoas com tatuagem, piercings ou que apresentem outras formas de
exposicdo percutanea (consultorios odontoldgicos, poddlogos, manicures, etc., que nao
obedecem as normas de biosseguranca). A transmissdo sexual é pouco frequente — menos de
1% em parceiros estaveis — e ocorre principalmente em pessoas com multiplos parceiros e
com pratica sexual de risco (sem uso de preservativo), sendo que a coexisténcia de alguma
DST — inclusive o HIV — constitui-se um importante facilitador dessa transmissdo (AQUINO
et al., 2008; BRASIL, 2010). A transmisséo vertical e rara quando comparada a hepatite B.
Entretanto, ja se demonstrou que gestantes com carga viral do HCV elevada ou co-infectadas
pelo HIV apresentam maior risco de transmissdo da doenca para os recém-nascidos (BRASIL,
2008).
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A hepatite C é uma doenga que evolui lentamente, com uma historia natural da doenga
dividida em duas fases distintas (AUGUSTO & LOBATO, 2004):

» Aguda - com periodo de incubacdo variando de 2 semanas a 6 meses e 0s pacientes,
na maior parte, ndo apresentam sintomas clinicos ou acompanham-se de sintomas ligeiros,
muitas vezes inespecificos (astenia, anorexia, mal estar ou dor abdominal). Em 20% a 30%
dos casos pode haver ictericia, mal estar e nausea.

* Cronica — a progressao para a fase cronica depende de alguns fatores como duragéo
prolongada e idade avancada na época da infeccdo, alto consumo de alcool, infeccdo pelo
genotipo tipo 1 ou co-infeccdo com hepatite B ou HIV.

As principais complicacfes potenciais da infeccdo cronica pelo virus da hepatite C, a
longo prazo, sdo cirrose, insuficiéncia hepéatica terminal e carcinoma hepatocelular (BRASS et
al., 2007).

A historia natural precisa da hepatite C é de dificil avaliacdo, pela falta de dados
prospectivos, dificuldade de definir a data de transmisséo e associagdes com outros fatores
que alteram o curso da doenca, como co-infecgdes e uso de alcool. Entretanto, como mostra a
figura abaixo (Figura 1), a partir da infeccdo aguda 15% evoluem para cura e 85% para
cronicidade da doenga, sendo que destes 60 a 70% permanecem estaveis, e 30 a 40% evoluem
de forma progressiva para cirrose (1-7% ao ano) e hepatocarcinoma (1-4%) (RODRIGUES-
LUNA & DOUGLAS, 2004).

Infeccao Aguda

85% I 15% |

Infeccéo crénica I

Cura

30 a40% |

60 a70% l /

Estavel

-
——

1 a 7%/ano

1 a4%/ano I
40 a 50% |

Figura 1 - Historia Natural da Hepatite C
Fonte: Adaptado de Rodrigues-Luna & Douglas (2004).
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2.1.2 Virus da hepatite C

A hepatite C é uma inflamacdo causada pela infeccdo com o virus da hepatite C que
pertence a familia Flaviviridae e ao género Hepacivirus. O agente etioldgico foi clonado em
1989 de uma copia do DNA complementar, extraido do plasma de um chimpanzé infectado
experimentalmente com sangue de um portador de hepatite ndo-A, ndo-B (CHOO et al, 1989)
A partir dai foram desenvolvidos testes sorologicos para deteccdo de anticorpos especificos
anti-HCV. Estes testes permitiram constatar que a hepatite C era responsavel por cerca de
90% dos casos de hepatite pos-transfusional (FOCACCIA, 1997).

O virus é envelopado, de fita simples, possuindo genoma de RNA, de polaridade
positiva com cerca de 9.400 nucleotideos (WHO, 2014) (Figura 2).

Envelope

RNA

Capsideo

Figura 2 - Estrutura do virus da hepatite C (HCV)
Fonte: Suzuki et al., 2007.

Os nucleotideos codificam um grande polipeptidio precursor com cerca de 3.000
aminoacidos que, pela acdo das proteases virais e celulares é clivado em proteinas estruturais
(core, envelope 1(E1) e envelope 2(E2)) e proteinas ndo estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NSS5A e NS5B) (IRSHAD et al., 2013). Na extremidade amino-terminal do genoma
(extremidade 5% existe uma regido ndo codificada de aproximadamente 324 nucleotideos
precedendo a sequéncia codificada. Esta regido €, aparentemente, a regido mais conservada do
genoma viral e acredita-se que tem um papel muito importante na replicacdo do virus. Na
extremidade carboxi-terminal (extremidade 3') existe, igualmente, uma regido ndo transcrita.
Os genes estruturais estdo situados na extremidade 5' e codificam as proteinas que integram a

particula virica. O gene C codifica a proteina da capside (C). Entre as regifes estruturais e ndo
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estrutural existe uma regiéo hipervariavel E1, E2/NS1 que codifica as proteinas do invélucro,
zona particularmente importante em mutacGes. Os genes ndo estruturais codificam proteinas
cuja designacédo segue a ordem de translacdo de NS2 a NS5 (LYRA, 2004; IVANOV, 2013).
Algumas destas proteinas constituem o sistema enzimatico necessario ao crescimento e a
replicacdo virais, e outras tém funcdes de ligacdo as células do hospedeiro, desempenhando
um papel importante na persisténcia da infeccdo (MEDVEDEV et al., 2016). A figura 3
mostra as proteinas estruturais, ndo estruturais e as atividades enzimaticas requeridas para a

clivagem da poliproteina.

5'NTR I'NTR
ORF

Processamento da Poliproteina
Proteinas Estruturais

(Capsideo e Envelope) Proteinas Nao-Estruturais
T 11 1

core E1 E2 NS2 NS3 NS4A | | NS4B NS5A NS5B

Figura 3 - Representacdo esquematica da organizacdao genémica do HCV
Fonte: Adaptado de Rice (2011).

Atualmente foram identificados 11 gendtipos de HCV (designados 1-11) com varios
subtipos distintos (designados a, b, c, etc.) (HASSAN et al., 2015), e seis dos quais sdo 0s
principais genoétipos (1-6) (CHAYAMA & HAYES, 2011). Os gendtipos 1-3 tém uma
distribuicdo mundial com os tipos la e 1b responsaveis por cerca de 60% das infeccOes
globais (SBARIGIA et al., 2016). O gendtipo 1la é mais comumente encontrado no norte da
Europa e na América do Norte, enquanto o gen6tipo 1b é encontrado principalmente no sul e
no leste da Europa, bem como Japdo. O tipo 3 é endémico no Sudeste Asiatico e €
erraticamente distribuido em diferentes paises. O geno6tipo 4 é encontrado em grande parte no
Oriente Médio, Egito e Africa Central, enquanto o tipo 5 é encontrado quase que inteiramente
na Africa do Sul. Os gen6tipos 6-11 estdo distribuidos por toda a Asia (SBARIGIA et al.,
2016).

Uma das caracteristicas mais importantes do HCV é sua heterogeneidade genética,
resultante da pressdo imunoldgica gerada pelo sistema imune humoral do hospedeiro e que
determina a caracterizacdo dos diversos genotipos com diferentes subtipos, que tém
associacdo com a severidade da hepatite e influenciam alguns aspectos relativos a infeccao
como distribuigdo geogréfica, patogenia e resposta ao tratamento (MEHTA et al., 2008).

A genotipagem é de grande importancia para o manejo clinico, pois auxilia nas
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decisbes terapéuticas (RE et al., 2007). O gendtipo 3 esté associado a forma leve da doenga,
apesar de considerado citopatico, tem melhor resposta a terapia antiviral, enquanto o genétipo
1 frequentemente resulta em quadros graves com progressdo para cirrose ou CHC, e alta
resisténcia ao tratamento ( KUMAR et al., 2002; RE et al., 2007)

Um estudo realizado no Brasil sobre a distribui¢do geogréfica dos gendtipos, mostrou
que o genodtipo 1 foi o mais frequentemente encontrado em todas as regides. No Norte, foi
encontrado em 74,1% das amostras, seguido por 66,7% no Nordeste, 66,4% no Sudeste,
57,0% no Centro-Oeste e 51,7% no Sul. O gendtipo 2 foi mais prevalente na regido Centro-
Oeste (11,4), diminuindo no Sul (5,1%), Sudeste (4,7%), Nordeste (3,0%) e Norte (1,2%). A
frequéncia do gend6tipo 3 foi maior na regido Sul (43,2%) do que no Centro-Oeste (31,6%) e
Nordeste (30,4%) e significativamente menor na regido Sudeste (28,4%). Para a regido Norte,
por sua vez, a menor frequéncia de genotipo 3 (24,7%) ndo foi estatisticamente significativa.
Os genotipos 4 e 5 foram raros na populacdo estudada e todos os casos foram do Sudeste,
representando 0,3% e 0,2% de todos os casos, respectivamente (CAMPIOTTO et al., 2005).
Conforme mostrado na Figura 4, a distribuicdo de gendtipos de HCV foi estatisticamente

diferente entre as regibes brasileiras.
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Figura 4 - Distribuicdo dos principais genotipos do virus da hepatite C nas diferentes regides
brasileiras.
Fonte: Adaptado de Campiotto et al. (2005).
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2.2 Epidemiologia

2.2.1 No mundo

As estimativas indicam que trés a quatro milhdes de pessoas sdo infectadas a cada
ano, 170 milhdes de pessoas estdo cronicamente infectadas e em risco de desenvolver
doencas hepaticas incluindo cirrose e cancer de figado, e 350.000 dbitos ocorrem a cada ano
devido a todas as causas relacionadas ao HCV (HANAFIAH, et al., 2013).

De acordo com estimativas recentes, mais de 185 milhdes de pessoas em todo o
mundo estdo infectados pelo HCV, dos quais 350 000 morrem por ano. Um terco daqueles
que se tornam cronicamente infectados desenvolvem cirrose hepatica ou carcinoma
hepatocelular. Apesar da alta prevaléncia da doenca, a maioria das pessoas infectadas com o
virus ndo tem conhecimento da sua infeccdo (WHO, 2014).

A prevaléncia de hepatite C varia substancialmente em todo o mundo. A prevaléncia
estimada de infeccdo pelo HCV é mais elevada na Asia Central e Oriental e nas regides Norte
da Africa e Oriente Médio em vista das populacdes maiores na Asia, as regides do Sul da Asia
e do Leste Asiatico tém, de longe, o maior nimero de pessoas vivendo com infec¢do por HCV
(WHO, 2014).

O Egito é o pais com maior prevaléncia de HCV no mundo; Em 2008, um inquérito
demogréafico de salde Egipcia (EDHS), conduzido em uma grande amostra nacional
representativa, estimou a prevaléncia de anticorpos HCV e RNA HCV, entre os 15-59 anos,
de 14,7 e 9,8%, respectivamente. Com base no recenseamento populacional e no EDHS
realizado em 2008, estimou-se que mais de 6,8 milhdes de pessoas com idades entre 15 e 59
anos tinham anticorpos contra 0 HCV, dos quais mais de 4,5 milhdes de individuos tinham
infeccéo ativa por HCV (KANDEEL et al., 2017).

A infeccdo aguda € geralmente assintomatica. Tanto que cerca de 2 a 4 milhdes de
pessoas podem estar cronicamente infectadas nos Estados Unidos, 5 a 10 milhdes na
Europa e cerca de 12 milhdes na India, e muitos ndo sabem que estdo infectados. Cerca de
150.000 novos casos ocorrem anualmente nos EUA e na Europa Ocidental, e cerca de
350.000 no Japéo. Destes, 60 a 80% podem progredir para doenca hepatica cronica, e destes
20% desenvolvem cirrose. Cerca de 5% a 7% dos pacientes podem vir a morrer das

consequéncias da infec¢do (WHO, 2014).
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A hepatite C é um importante problema de saude publica na Regido Europeia, onde
aproximadamente 15 milhdes de pessoas sdo cronicamente infectadas com o virus da hepatite
C. As infeccdes por hepatite B e C levam a 400 mortes na regido todos os dias. (WHO, 2015).

Na América Latina, estima-se que 6,8 a 8,9 milhdes de adultos estdo infectados pelo
VHC, dos quais mais de 4 milhdes estdo no México e no Brasil, que sdo 0s Unicos paises da
América do Sul que realizaram pesquisas nacionais de estudos de base populacional. A
prevaléncia global de HCV na Ameérica Latina é de 1,5%; Varia de 0,1% -0,9% em Suriname,
Chile, Peru, Venezuela, Panama e em outros paises da América Latina para 1,0% -3,4% no
Brasil, México e Argentina (KERSHENOBICH D et al., 2011).

A populacéo total infectada com HCV na América Latina em 2010 foi estimada em
7,8 milhdes, dos quais 4,6 milhdes estao infectados com o genotipo 1 (aproximadamente 70%
com os subtipos la e 1b) e os gendtipos 2a, 2b, 2c e 3a que constituem 25% dos genotipos
restantes, enquanto que o0s outros genotipos 4 a 7 sdo menos comuns (LOZANO-
SEPULVEDA et al., 2015).

2.2.2 No Brasil

No Brasil cerca de 2% da populacao sdo considerados portadores crénicos. No periodo
de 1999 a 2015, foram notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN) 289.459 casos confirmados de hepatite C no Brasil, 64,2% foram observados no
Sudeste, 24,2% no Sul, 5,6% no Nordeste, 3,2% no Centro-Oeste e 2,7% no Norte (Figura 5).
Ao longo dos anos a taxa de deteccdo de casos de hepatite C reagente no Brasil tem mostrado
um aumento, observando 0 mesmo para todas regifes do pais. De 2002 a 2009, a regido
Sudeste apresentou a maior taxa e, a partir de 2010, a regido Sul passou a liderar o ranking.
Em quase toda a série histdrica, a regido Nordeste apresentou a menor taxa de deteccdo. Em
2015, a taxa de deteccdo da regido Sul foi de 14,1 casos para cada 100 mil habitantes, seguida
pelo Sudeste (8,1), Norte (3,5), Centro-Oeste (1,9) e Nordeste (1,2) (BRASIL, 2016).
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Figura 5 - Taxa de deteccdo de hepatite C no Brasil segundo regido de residéncia e ano de

notificacdo. 2002 a 2015.
Fonte: Brasil (2016).

A maior causa de morte entre as hepatites virais sdo pela hepatite C. O nimero de

Obitos devidos a esse agente etioldgico vem aumentando ao longo dos anos no Brasil e nas

regibes. Entre os anos de 2000 a 2014, foram identificados 42.383 @bitos associados a

hepatite C. Neste mesmo periodo foram identificados, no Brasil, pelo Sistema de Informacdes
sobre Mortalidade (SIM) (Sinan/SVS/MS), 56.335 dbitos associados as hepatites virais dos
tipos A, B, C e D. Destes, 1,8% foram associados a hepatite viral A; 21,9% a hepatite B;
75,2% a hepatite C e 1,1% a hepatite D (Figura 6) (BRASIL, 2016).

Figura 6 - Distribuicdo dos Obitos associados as hepatites virais segundo agente etioldgico.
Brasil, 2000 a 2014.
Fonte: Brasil (2016).
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Quanto a provavel fonte ou mecanismo de infec¢do, vale destacar que existe um
percentual significativo de casos em que ndo se conhece a forma de transmissdo. Apesar
disso, nos casos em que esse dado € conhecido, a maioria verifica-se entre 0s usuarios de
drogas, seguidos daqueles que receberam transfusdo sanguinea e dos que tiveram relacdo
sexual desprotegida. Em 2015, o percentual de usuarios de drogas foi de 26,7%, e o
percentual de individuos que se infectaram por via sexual foi maior que o de transfundidos,
25,0% e 19,5%, respectivamente (Figura 7) (BRASIL, 2016).
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Figura 7 - Proporcdo de casos de hepatite C segundo provavel fonte ou mecanismo de
infeccdo e ano de notificagdo. Brasil, 2002 a 2015.
Nota: (1) Outros = tratamento cirurgico + tratamento dentério + pessoa/pessoa + outras formas.

Fonte: Brasil (2016)

2.2.3 Rio Grande do Sul

A elevada incidéncia detectada no Sul do pais pode ser explicada pela heterogeneidade
geogréfica e / ou racial, bem como especificidades relacionadas a fatores de risco. Num
estudo de coorte retrospectivo de 10 anos realizado para determinar a incidéncia de carcinoma
hepatocelular (CHC) em pacientes ambulatoriais com cirrose atendidos no Complexo
Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre, RS, mostrou-se que o virus da hepatite C e 0 uso
intenso de alcool foram os principais agentes etiologicos da cirrose (APPEL-DA-SILVA, et
al, 2016).

Em um estudo realizado em Santo Angelo, RS, municipio pertencente a regido

noroeste do Rio Grande do Sul, mostrou que 0s genotipos variaram entre 1 e 3, sendo 0
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genotipo 3 o mais predominante com 55,5% das infec¢es, seguido do gendtipo 1 com 33,1%
(BERGMANN et al., 2014)

2.2.4 Municipio de Uruguaiana

Uruguaiana esté situada no extremo ocidental do estado do Rio Grande do Sul, junto a
fronteira fluvial com a Argentina e Uruguai. Pertence a Microrregido da Campanha Ocidental,
na Mesorregido do Sudoeste Rio-Grandense (PREFEITURA MUNICIPAL DE
URUGUAIANA, 2017). Um levantamento bibliogréafico realizado no periodo de 2007 a 2015
e consulta a Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica do municipio, neste periodo, 30.678
casos foram notificados no Estado do Rio Grande do Sul e 341 casos em Uruguaiana. A faixa

etaria mais acometida pela infec¢do foi de 40 a 59 anos (figura 8).
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Figura 8 - Casos de hepatite viral C notificados no municipio de Uruguaiana-RS de 2007 a
2015.
Fonte: A autora

2.3 Diagnostico

O diagndstico da hepatite C pode ser realizado na sequéncia de manifestagdes clinicas,
mas, na maioria das vezes, é feito de forma esporadica, no decurso da investigacdo de
alteracdes das transaminases ou de um programa de rastreio (GRETCH, 1997; AUGUSTO &
LOBATO, 2004).
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As hepatites virais constituem um importante problema mundial de satde pablica com
grande impacto econdmico na sociedade e sdo causadas por agentes com tropismo pelo tecido
hepatico (MINAS GERAIS, 2007). O diagnostico é realizado por meio de testes de triagem,
que detectam a exposi¢do ao virus por meio do marcador anti-HCV, seguido de testes
confirmatdrios que sdo usados para verificar, de forma direta, a presenca do virus no
organismo (GUPTA et al., 2014).

As duas principais diretrizes a Associacdo Europeia para o Estudo do Figado (EASL)
e 0 Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), atualmente recomendam a deteccéo
de anticorpos anti-HCV juntamente com a determinacdo molecular de HCV-RNA para o
diagnéstico da infeccdo pelo HCV (ZHU; CHEN; 2013). O constante avango tecnoldgico na
area de diagnostico permitiu o desenvolvimento de técnicas avancadas de imunoensaios,
incluindo o de fluxo lateral, que sdo atualmente empregadas na fabricacdo de testes rapidos
(TR) (HEIAT et al., 2014)

2.3.1 Testes sorologicos

2.3.1.1 Testes Rapidos

Séo testes utilizados para a determinacdo qualitativa do anticorpo anti-HCV, por
método imunocromatogréafico, usando antigenos sintéticos e recombinantes imobilizados na
membrana para identificagdo seletiva de anti-HCV em amostra minima de soro ou sangue
(BRASIL, 2015).

2.3.1.2 Imunoensaio

Sdo exames soroldgicos baseadas na deteccdo do antigeno viral e/ou anticorpos
especificos (SCHEUEUR, 1991). A presenca de anti-HCV ndo define isoladamente a
presenca de infeccdo ativa, deve ser interpretada como contato prévio com o0 HCV (BRASIL,
2011).

2.3.1.3 Testes Moleculares

Sdo testes de amplificacdo dos acidos nucleicos, denominados HCV-RNA, que

permitem detectar o RNA viral de todos 0s genotipos e subtipos descritos do HCV,
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comprovando a presenca do virus (NAINAN, et al., 2006). Esses séo testes confirmatorios
recomendados atualmente. Portanto, nem o teste rdpido ou imunoensaio determinam a
infeccdo ativa do virus. O teste de HCV-RNA ¢é indicado para confirmacdo do diagnostico de
hepatite C, caracterizacdo da transmissdo vertical, em casos de acidentes com materiais
biologicos e na quantificacio do HCV-RNA com o propoésito de avaliar o tratamento
(BRASIL, 2015).

O diagnostico soroldgico das doencas infecciosas pode ser realizado com, pelo menos,
dois testes, um para triagem e um segundo confirmatorio. Dois ou mais testes combinados,
formando um fluxograma, tém o objetivo de aumentar o valor preditivo positivo (VPP) de um
resultado reagente no teste inicial (BRASIL, 2015).

2.3.1.4 Genotipagem

O exame de genotipagem do HCV utiliza testes moleculares baseados em
amplificacdo do RNA viral, capazes de identificar os diversos gendtipos, subgenétipos e
populacbes mistas do HCV. A caracterizacdo genotipica apenas complementa a avaliacdo
clinico-laboratorial na definicdo da estratégia para o tratamento da hepatite crénica
(GERMER, 1999).

2.4 Tratamento

2.4.1 Tratamento Combinado

A evolucdo terapéutica para a hepatite C iniciou-se em meados da década de 1980
guando se testou o primeiro medicamento, verificando a sua atividade contra o virus
denominando-se este de interferon alfa (IFN-alfa). Os IFN-alfa sdo glicoproteinas naturais
produzidas pelas células do sistema imunoldgico em resposta aos organismos infecciosos e/ou
celulas tumorais. S&o dotados de agbes antiviral, antitumoral, antiproliferativa e
imunomoduladoras em véarios 6rgdos e linhas celulares. O IFN-alfa pertence a familia das
citocina, quando ligada ao receptor, desencadeiam uma cascata de reagdes intracelulares que
ativam varios genes induziveis pelo INF, levando a sintese de proteinas induzidas por IFN,
que parecem inibir a multiplicacdo do virus dentro de células individuais (ASSELAH et al,
2010).
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O IFN-alfa era utilizado em um protocolo por trés vezes, por 24 ou 48 semanas
dependendo do gendtipo. Foi o primeiro regime terapéutico para hepatite C cronica, mas se
alcancava apenas 10 — 20% de taxas de resposta viroldgica sustentada (RVS). A RVS ¢
definida como auséncia do RNA do HCV detectavel seis meses apds o fim do tratamento,
indicando a cura da infeccdo pelo HCV(VEZALI; et al., 2011). A baixa eficicia da
monoterapia com o IFN-alfa levou a realizagdo de ensaios clinicos, com a adi¢cdo de uma
molécula de polietilenoglicol a molécula de IFN-alfa, surgindo o interferon alfa peguilado
(PEG-IFN), portanto, prolongando a acéo, elevando a velocidade de absorcéo e aumentando
assim o tempo de meia-vida do medicamento. (FRIED et al., 2002; BRASIL, 2011).

Em meados do ano 2000, a ribavirina (RBV), um analogo de nucleosideo foi
associada ao IFN. Os mecanismos propostos para explicar a atividade antiviral da ribavirina
foram inibicdo da inosina monofosfato desidrogenase, efeito supressivo direto da RNA
polimerase viral e atividade mutagénica. Além disso, a ribavirina possui efeitos
imunomoduladores, que também podem contribuir para sua eficacia (DAVIS et al., 1998).
A terapia combinada com o interferon alfa-peguilado (IFN-PEG), e a ribavirina (RBV)
tornou-se o tratamento padrdo para HCV, que mostrou uma resposta viroldgica sustentada
(RVS) que foi associada principalmente com o genotipo do virus. A terapia combinada com
IFN-PEG e RBV mostrou de forma significativa uma melhora da resposta ao tratamento de
pacientes com infecgéo cronica pelo HCV. (ANSALDI et al., 2014).

A introducdo de IFN e RBV no tratamento do HCV proporcionou um avango
significativo na tentativa de modificar o curso natural da doenca hepatica em pacientes com
infecgdo crbnica pelo HCV (SATO et al, 2013). Varios estudos examinaram o efeito desta
terapia na incidéncia de CHC) (MORGAN et al., 2013). Os dados atuais indicam que 0s
pacientes tratados com terapéutica antiviral, que conseguem uma resposta viroldgica
sustentada (RVS), tém uma reducdo da mortalidade por todas as causas, incluindo a
progressdo da doenca hepatica. Além disso, os pacientes com RVS apresentam uma
melhora importante na inflamagdo hepatica e fibrose e consequentemente uma reducéo no
risco de desenvolver CHC (MORGAN et., 2013; SATO et al, 2013)

O tratamento medicamentoso recomendado no Brasil, pelo Ministério da Saude, de

acordo com os genotipos do VHC, até o ano de 2013, é demonstrado na figura 9.
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Gendotipos Tratamento medicamentoso recomendado

1 Associacdo de interferon peguilado (PEG-IFN) e ribavirina (RBV),
durante 48 a 72 semanas.

2e3 Associacdo de interferon (IFN) convencional e RBV, durante 24
semanas. No caso de ma resposta ao tratamento com INF
convencional os pacientes devem receber tratamento com PEG-IFN.

4eb Associacé@o de PEG-IFN alfa e RBV, durante 48 a 72 semanas.

Figura 9 - Tratamento medicamentoso recomendado de acordo com gendtipo da hepatite C
cronica, até o ano de 2013.
Fonte: Brasil (2011).

2.4.2 Tratamento atual

Em 2011, os primeiros medicamentos antivirais de acdo direta (DAAS), telaprevir e
boceprevir, foram aprovados nos Estados Unidos pelo Food and Drug Administration
(FDA). Combinado com PEG-IFN e RBV, estes DAAS resultaram em uma taxa de RVS
elevada em pacientes com HCV genétipo 1 (ZHU-CHEN, 2013; ANSALDI, et al., 2014;
NAKAMOTO, et al., 2015).

Desde 2014, novas alternativas de tratamento com o uso de medicamentos que
apresentam acao direta contra 0 HCV com atividade de inibidores de protease, como o
telaprevir e 0 boceprevir estdo sendo utilizados para o tratamento desta infec¢cdo com bons
resultados. Ambos devem ser utilizados em associagdo com o PEG-IFN e RBV,
constituindo assim uma terapia tripla. Porém, os primeiros estudos reportam a utilizacéo
desses medicamentos para individuos monoinfectados pelo HCV, gendtipo 1, com fibrose
avancada ou cirrose hepéatica compensada (BRASIL, 2013). O uso desta nova terapia nos
co-infectados somente foi liberado em situacbes especificas, tendo apresentado resultados
bastante favoraveis, devendo ser avaliado os riscos e beneficios desta recomendacao (ZOPF
et al., 2016). Estes esquemas de terapia tripla tém se mostrado eficazes para doentes
previamente tratados que ndo sdo respondedores a terapia dupla com PEG-IFN / RBV
(MULTIMER, et al., 2014)

Desde a introducédo do interferon como monoterapia, até a aprovacao do telaprevir e
boceprevir em maio de 2011 (baseado em terapias triplas com PEG-IFN e RBV), as

possibilidades de cura de pacientes infectados com HCV genotipo 1 tém melhorado,
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progredindo de menos de 10% para aproximadamente 70%. Vislumbra-se a cura de

praticamente todos os pacientes com hepatite C através de um regime terapéutico

totalmente livre do interferon num futuro muito proximo (LANGE, 2014). O

desenvolvimento e introducdo de novos medicamentos elevaram o indice de cura para até
90%, inclusive para genotipos considerados de dificil tratamento (WHO, 2014; WEBSTER,

et al. 2015).

O tratamento da infeccdo pelo HCV evoluiu ao longo dos anos com as novas opgoes

de medicamentos, acarretando uma diminui¢cdo na duracdo do tratamento e dos efeitos

adversos (GOWER et al., 2014). A Figura 10 mostra as mudangas no tratamento da infecgéo

pelo HCV e melhorias na resposta viroldgica sustentada entre 1990 e 2014.
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Figura 10 - Mudancas no padrdo de tratamento para HCV, e melhorias em nimero de

respostas virolégica sustentada.
Fonte: Adaptado de Webster et al., (2015).

A FDA aprovou 10 antivirais de agdo direta (DAA, sigla em inglés) para o tratamento

do virus da hepatite C. Estas terapias sdo combinadas em seis regimes que sdo dadas em

diferentes duracBes, com ou sem ribavirina, dependendo do gendtipo viral, a presenca ou

auséncia de resisténcia basal associada RVS, e o tipo de paciente. Os RVS podem estar

presentes antes da exposicdo a um farmaco ou podem tornar-se detectaveis durante a

exposicdo a um farmaco. As estirpes resistentes emergentes sao a causa mais comum de falha

de DAA no tratamento da HCV. Os DAA de segunda geragdo fornecem uma cobertura

superior de variantes resistentes em compara¢do com a primeira geracdo membros dessa

classe. Eles também podem cobrir uma gama mais ampla de gendtipos virais. Numerosos
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ensaios clinicos vém avaliando a seguranca e a eficacia dos DAA em uma variedade de
populagdes de pacientes, incluindo aqueles com cirrose, HIV e doenga renal (JACOBSON,
2017).

2.5 Estresse Oxidativo

Radical livre (RL) é o termo utilizado para designar espécies atbmicas ou moleculares
que contenham um ou mais elétrons desemparelhados na sua Orbita externa, tornando-as
espécies altamente reativas que agem como eletrofilos capazes de reagir com qualquer
composto que esteja proximo, assumindo o papel de agentes oxidantes (GILLHAM et al.,
1997, HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Os radicais livres incluem as Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO) e as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), sendo que as ERO
séo as mais importantes (VALKO et al., 2006).

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, sendo, os radicalares: anion
superoxido (Ooe-), radical hidroxila (OH), peroxila (ROO") e alcoxila (RO*); e as néo
radicalares: oxigénio singleto (*O), peroxido de hidrogénio (H20;) e &cido hipocloroso
(HOCI). Dentre as ERN incluem-se éxido nitrico (NO*), 6xido nitroso (N20) e peroxinitrito
(ONOO"), dentre outros (GILLHAM et al., 1997).

As espécies reativas podem ser formadas no organismo de diversos modos. O radical
anion superoxido é o principal produto formado da reducdo do O2 por meio da transferéncia
de um dnico elétron. As ERO sdo produzidas no metabolismo celular normal. Cerca de 1 a
2% do oxigénio utilizado na respiracdo mitocondrial € convertido nessas espécies, durante a
fosforilacdo oxidativa (cadeia transportadora de elétrons), que ocorre na membrana interna
das mitocéndrias (KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999).

Em condicBes fisioldgicas normais as ERO tem um importante papel em varias
funcbes vitais, como por exemplo, na resposta do sistema imune do hospedeiro frente a
infeccOes virais e bacterianas e nos mecanismos de sinalizacdo celular (AGUIRRE &
LAMBETH, 2010; GEISZT & LETO, 2004) As ERO causam varias formas de danos
teciduais, incluindo danos as proteinas, aos lipidios das membranas celulares, e até mesmo ao
DNA. Entre esses efeitos deletérios destacam-se o envelhecimento, apoptose e necrose. Além
disso, as ERO estdo relacionadas com a patogénese de uma ampla gama de doencas
infecciosas e nao infecciosas (HALLIWELL & CROSS, 1994). Entretanto, 0 aumento na sua
producdo e /ou a redugdo na sua eliminacéo gera um desequilibrio fisioldgico caracterizando o
estresse oxidativo (FINKEL & HOLBROOK, 2000; GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000).
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Visando o papel do estresse oxidativo nas diferentes patologias, € importante a agédo
dos antioxidantes na manutencéo da satde, bem como na prevencéo e tratamento de doencas
(NIKI, 2010). A producdo continua de RL durante os processos metabdlicos ocasionou o
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis intracelulares
de ERO e ERN, bem como para impedir a inducdo danos oxidativos (SIES, 1997).

O estresse oxidativo tem sido apontado como um fator importante na progresséo de
diversas patologias de etiologia viral como o virus da hepatite C, virus Influenza, virus da
Encefalite Japonesa, virus da Dengue, virus HIV, virus respiratorio sincicial e virus da
hepatite B (HBV) (AKAIKE et al.,, 1996; HOSAKOTE et al., 2009; PAL et al., 2010;
OLAGNIER et al., 2014; ZHANG et al., 2014; CAl et al., 2015; KHADEM et al., 2015).

Quando as ERO apresentam-se em niveis baixos, estes ativam a proliferacdo celular e
a maioria dos virus multiplicam-se melhor em células que estdo em mitose. Uma vez que 0s
virus necessitam de células vivas para sua replicacdo, as ERO tém um papel chave nesse
processo. No entanto, com o progresso da infec¢do, mais ERO s@o formadas a fim de conter a
multiplicacdo viral, assim, um aumento na producdo dessas espécies promove no estresse
oxidativo e seus efeitos toxicos para o hospedeiro (PETERHANS, 1997).

Nas hepatites virais, como as causadas pelo HCV e HBV, a producdo de espécies
oxidantes contribui para o aparecimento de carcinoma hepatocelular, um tumor observado em
pacientes ap6s anos de inflamacgdo cronica no figado. Ou seja, o estresse oxidativo contribui
para 0 agravamento das hepatites em pacientes infectados com os virus supracitados (ABEL
et al., 2009).

2.6 Defesas Antioxidantes

Define-se como antioxidante qualquer substancia capaz de diminuir ou inibir a
oxidacdo do substrato passivel de ser oxidado mesmo estando presente em baixas
concentracOes. Portanto sdo compostos que protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos
deletérios dos processos ou das reacGes que levam a oxidacdo de macromoléculas ou de
estruturas celulares. Os antioxidantes podem ser classificados como enzimaticos e ndo
enzimaticos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007)
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2.6.1 Defesas antioxidantes enzimaticas

O sistema enzimatico € a primeira via de defesa do organismo, onde enzimas
especificas inativam algumas das ERO. Desta forma, o sistema antioxidante enzimético
diminui as ERO e, consequentemente o dano as estruturas biologicas. A defesa enzimatica
envolve a acdo cooperativa de trés principais enzimas antioxidantes: Superéxido dismutase
(SOD), que é encontrada no citosol ou no entorno extracelular (Cu/ZnSOD) e na mitocdndria
(MnSOD); o sistema glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) que estdo presentes no
citosol e peroxissomos, respectivamente (HALLIWELL, 2006).

A CAT ¢é uma hemeproteina citoplasmatica conhecida por catalisar a eliminacdo do
H.0, formado apds a dismutacdo do anion O~ pela SOD. Essa enzima tem a capacidade de
transformar milhGes de moléculas de H202 em H.0 e O2 a cada segundo, sem formar radicais
livres. A CAT possui uma atividade bastante alta no figado e nos eritrocitos, relativamente
alta nos rins e no tecido adiposo, intermediaria nos pulmdes e no pancreas e muito baixa no
coragdo e no cérebro (VALKO et al., 2006; GOYAL & BASAK, 2010).

As enzimas SOD sdo as mais importantes do sistema antioxidante enzimatico. A SOD
converte 02" em H202 e O (FRIDOVICH, 1974). Esta enzima pertence ao grupo das
metaloenzimas, sendo encontrada principalmente sob duas isoformas, mitocondrial (MnSOD)
e citosolica (CuznSOD). A SOD tem um papel central na desintoxicacdo das ERO,
representando a primeira linha de defesa na eliminacdo do anion O»-- através da catalisacdo
de sua dismutag&o a H,O, e O (BATINIC-HABERLE et al., 2010)

A GPx é uma selenoenzima capaz de reduzir uma grande variedade de hidroperoxidos
orgénicos e inorganicos a H-O e alcool, utilizando-se de GSH que atua como doadora de
elétrons e é convertida a glutationa oxidada (GSSG). A GSH ¢ regenerada pela glutationa
redutase por intermédio da oxidacdo de NADPH a NADP+ (VANCINI et al., 2012).

2.6.2 Defesas antioxidantes ndo enzimaticas

O sistema de defesa ndo enzimatico é representado por compostos antioxidantes que
podem ter origem enddgena, como o caso da glutationa reduzida (GSH) ou serem obtidas
através da alimentacdo como a vitamina C e polifensis, e em compostos antioxidantes
lipofilicos como a vitamina E (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000).
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2.6.2.1 Glutationa reduzida (GSH)

A GSH (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) é um tripeptideo formado pelos aminoécidos
glicina, cisteina e &cido glutamico. Além de ser o principal tiol ndo-proteico mais abundante
nas células dos mamiferos, é também, o principal antioxidante endégeno. Exerce fungdes
essenciais na célula, destacando-se sua funcdo como cofator da familia de enzimas glutationa
peroxidase (GPx), em que desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua
oxidacéo a dissulfeto da glutationa (GSSG) (HUBER et al., 2008). Mais de 98% da glutationa
total se apresenta na forma de Glutationa reduzida (GSH), e o restante na forma de glutationa
oxidada (GSSG). A conversdo da GSH em GSSG é catalisada pela enzima glutationa
peroxidase (GPx) durante os periodos de estresse oxidativo (MEISTER & ANDERSON,
1983).

2.6.2.2 Vitamina C

Dentre as vitaminas antioxidantes, a vitamina C (&cido ascérbico) € a mais importante,
pois possui um potente poder antioxidante e funciona em ambientes aquosos do corpo. Ela é
um antioxidante doador e reage para produzir a estabilizacdo do radical livre ascorbato
tricarbonil (Asce). Além disso, o acido ascorbico colabora com a vitamina E para regenerar o
o-tocoferol nas membranas e lipoproteinas e pode eliminar diretamente radicais Oz--, 1Oy,
H>02, OH (VALKO et al., 2006). Atualmente, o &cido ascorbico é o suplemento vitaminico

mais amplamente usado em todo o mundo (KLIMCZAK et al., 2007).

2.6.3 Dano Oxidativo

O dano oxidativo ocorre quando ha uma geragdo aumentada de ERO e diminuicao das
defesas antioxidantes, o que acarreta na lesdo das biomoléculas. O estresse oxidativo favorece
a ocorréncia de ataques das ERO a componentes celulares, podendo resultar em lesdes
oxidativas em biomoléculas e diversas estruturas celulares que, se ndo forem reparadas,

alterardo a funcionalidade de células, tecidos e 6rgdos. As ERRO estdo presentes em uma
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grande variedade de condicbes patoldgicas e acredita-se que funcione como agente
patogenético em muitas dessas condi¢bes (VICTOR et al., 2009).

Dentre as principais formas reativas de oxigénio o Oz apresenta uma baixa capacidade
de oxidagdo, o OH" mostra uma pequena capacidade de difusdo e € o mais reativo na indugao
de lesbes nas moléculas celulares. O H202 ndo é um radical livre por ndo possuir um elétron
desemparelhado na dltima érbita da eletrosfera. Porém o H20., por ser extremamente instavel,
é fonte de deletérias formas de ROS, como o radical hidroxila, sendo considerado um radical
livre (HALLIWELL & GUTTERRIDGE, 2007).

Os seres humanos apresentam um sistema equilibrado entre ERO e as defesas
antioxidantes, permitindo assim, que algumas ERO executem fungdes Uteis enquanto reduzem
os danos oxidativos (HALLIWELL, 2011). As principais moléculas suscetiveis as ERO sdo
os lipidios presentes nas membranas celulares, as proteinas citosolica e 0 DNA (GOETZ &
LUCH, 2008).

2.6.3.1 Dano a proteinas

As proteinas e as enzimas podem ser atacadas pelas ERO, gerando assim, diversos
processos metabdlicos. Quando as proteinas sdo expostas ao ataque de ERO, resultam em
maltiplas modificacBes nestas moléculas. Estas modificagdes incluem a oxidacdo dos grupos
das cadeias laterais de aminoacidos, fragmentacdo, modificacdes na hidrofobicidade e na
conformacédo e formacdo de novos grupos reativos (como 0s grupos carbonil). Além disso,
este processo pode resultar na perda da estrutura ou atividade enzimaética das proteinas
(HAWKINS & DAVIES, 2001). A formagdo e quantificacdo da proteina carbonil pode ser
usada para mensurar a extensdo do dano oxidativo. Os grupamentos carbonilicos (CO) sdo
produzidos pela oxidacdo da cadeia lateral de aminoacidos suscetiveis, como prolina (PRO),
arginina (ARG), lisina (LIS) e treonina (TRE), ou pela clivagem oxidativa das proteinas
(DALLE-DONNE et al., 2003).

2.6.3.2 Dano a lipidios de membrana

A peroxidagéo lipidica é uma das consequéncias mais estudadas do estresse oxidativo
O dano oxidativo a lipidios € um processo complexo que envolve a interagdo entre ERO com
acidos graxos poliinsaturados (AGPI), sendo o malondialdeido (MDA) o principal produto. E

o0 resultado da peroxidacéo lipidica é a perda da fluidez, reducédo do potencial de membrana,
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aumento da permeabilidade e eventual ruptura que conduz a liberacdo das organelas
citoplasmaticas (GOODE et al., 1995; LEFREVE, 1998; TSANG & CHUNG, 2009). Este
processo resulta em desorganizacdo estrutural e consequente perda da seletividade das
membranas, podendo levar a morte celular (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000).

O processo da peroxidacdo lipidica pode ser dividido em trés etapas: (i) iniciacdo, (ii)
propagacao e (iii) terminacdo. Essas etapas séo representadas pelas seguintes reacdes, onde L

representa o lipidio como apresentado na figura 11.

LH+ OH (ouLO) — L'+ H0o0u (LOH) (i)

L'+0, — LOO (ii)
LH + LOO" ——» L"+ LOOH (ii)
LOO" + L'—> LOOL (iii)
LOO +LOO" — LOOL + 0, (iii)

Figura 11 - Etapas da peroxidacao lipidica.

Fonte: Adaptado de Ferreira et al. (1997).

2.6.3.3 Dano oxidativo ao material genético

A oxidacdo direta aos acidos nucleicos pode levar a dano ao DNA, através da quebra
das cadeias ou por ligacOes cruzadas. Quando esses mecanismos celulares essenciais sao
afetados, pode ocorrer a morte celular, ou mutacdes gendmicas sendo transmitidas para
geracOes futuras. Além do mais essas mutacfes podem gerar efeitos genotoxicos graves e
consequentemente, gerar instabilidade genémica e até o aparecimento de cancer (BERAA &
MENCK, 2006). O radical OH" é considerado a principal ERO envolvida nos danos ao DNA,
reagindo com o DNA por adi¢do de ligacdes duplas as bases nitrogenadas do DNA e por
abstracdo de um atomo de hidrogénio do grupamento metila da timina e de cada uma das
ligagbes carbono-hidrogénio da 2'-desoxirribose (COOKE et al., 2003). Existem vérias
técnicas disponiveis para a avaliacao do nivel de dano ao DNA, sendo uma delas, a frequéncia
de microndcleos, que sdo cromossomos ou fragmentos de cromossomos que ficam para tras
durante a anafase e ndo estdo incluidos no nudcleo principal, sendo menores, porém
morfologicamente semelhantes (SCHMID, 1975; MILIC et al., 2015).
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2.7 Estresse Oxidativo na hepatite C

O estresse oxidativo durante a infecgdo por hepatite C cronica foi detectada ja em
meados da década de 1990 (IVANOV et al., 2013). O acumulo de ERO e a geracdo do
estresse oxidativo estdo envolvidas no desenvolvimento de uma série de doencas
inflamatdrias, incluindo a hepatite viral. Pacientes com hepatite C crbénica apresentam niveis
sanguineos e hepaticos elevados de pro-oxidantes, niveis reduzidos de antioxidantes,
sobrecarga de ferro com aumento da peroxidagdo lipidica, diminuicdo da glutationa hepéatica
e aumento do dano oxidativo ao DNA. A andlise protebmica e de microarray de biopsias
hepéticas revelou um aumento do estresse oxidativo em amostras de portadores de hepatite C
(CHAN, 2016).

Em comparacdo com pacientes de hepatite A, B e E a replicacdo do virus da hepatite C
(HCV) esta associada ao reticulo endoplasmatico, onde o virus pode induzir o estresse celular.
O dano oxidativo possui um papel importante na fisiopatologia do HCV. O estresse oxidativo
é desencadeado quando a concentracdo de ERO no ambiente extracelular ou intracelular
excede as defesas antioxidantes (LOZANO-SEPULVEDA et al., 2015).

Acredita-se que as causas do estresse oxidativo na infeccdo pelo virus C incluem
varios fatores, como dano mitocondrial, acimulo de ferro no figado, resposta inflamatoria via
imunorreacdo e acdo direta das proteinas virais. O mecanismo exato pelo qual isto ocorre nédo
esta totalmente compreendido; no entanto, possiveis mediadores da patogénese da hepatite C
como as ERO. Durante a hepatite cronica, a resposta imune induz a producao de ERO e 6xido
nitrico (NO). O estresse oxidativo induzido por ERO tem uma estreita associacdo com 0
processo inflamatério na hepatite C (JAESCHKE et al., 2011, CHOI et al., 2012). Os
individuos saudaveis possuem mecanismos de protecdo contra o estresse oxidativo como 0s
compostos antioxidantes, a citar: a glutationa (GSH), vitamina C e vitamina E, e as enzimas
antioxidantes, tais como a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. No entanto,
em portadores da hepatite C crbnica, esses mecanismos de protecdo parecem estar
prejudicados, devido a exposicdo a longo prazo ao estresse oxidativo durante infeccao viral
podendo evoluir para hepatocarcinoma (FUJINAGA et al, 2011; TSUKIYAMA, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o perfil hematologico, bioquimico e de estresse oxidativo em portadores de hepatite

C que fazem terapia combinada com interferon alfa peguilado e ribavirina.

3.2 Objetivos especificos

Obter os parametros hematolégicos e contagem de plaquetas;

Obter os parametros bioquimicos de funcao hepética;

Determinar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
e glutationa peroxidase (GPx);

Quantificar os niveis de glutationa total (GSH);

Determinar niveis de vitamina C;

Obter os niveis de TAS;

Determinar o dano oxidativo em proteinas;

Determinar o dano oxidativo em lipidios;

Obter o dano oxidativo no material genético (DNA).



45

PARTE II

MANUSCRITO

Evaluation of the oxidative stress in hepatitis ¢ carriers that make use of the combined therapy
with pegylated interferon alpha and ribavirin

Juliana Mezzomo?, Vinicius Tejada Nunes?, Mariana Ziolkowsk™, Raqueli Bittencourt®, VVanusa

Manfredini®”

Em fase de preparacdo para submissao para Hepatology

(= Y

HEPAT L OGS

‘-—I—J

=
L e




46

Evaluation of the oxidative stress in hepatitis ¢ carriers that make use of the combined therapy
with pegylated interferon alpha and ribavirin

Juliana Mezzomo?, Vinicius Tejada Nunes®, Mariana Ziolkowsk®, Raqueli Bittencourt?, Vanusa
Manfredini®”

Affiliation

& Email: mezzomoj@yahoo.com.br, Federal University of Pampa, Uruguaiana, Rio Grande do Sul,

Brazil.

b Email: viniciustejada@hotmail.com, Federal University of Pampa, Uruguaiana, Rio Grande do Sul,

Brazil.

¢ Email: miz.poa@gmail.com, Secretary of health of the municipality of Uruguaiana - Rio Grande do
Sul, Brazil.

4 Email: r_bitt@hotmail.com, Secretary of health of the municipality of Uruguaiana - Rio Grande do
Sul, Brazil.

¢ Email: vanusamanfredini@unipampa.edu.br, Federal University of Pampa, Uruguaiana, Rio Grande
do Sul, Brazil.

* Correspondence should be addressed: Vanusa Manfredini, Universidade Federal do Pampa — Campus
Uruguaiana, Laboratorio de Hematologia e Citologia Clinica, BR 472, Km 585, Uruguaiana, RS,
Brazil, CEP: 97500-970. Tel.. (55) 3413-4321. Fax: (55) 3414-1484. E-mail address:

vanusamanfredini@unipampa.edu.br



mailto:mezzomoj@yahoo.com.br
mailto:viniciustejada@hotmail.com
mailto:miz.poa@gmail.com
mailto:r_bitt@hotmail.com
mailto:vanusamanfredini@unipampa.edu.br

47

ABSTRACT

Viral hepatitis is currently a relevant public health issue in Brazil and the world; it is ubiquitous,
reaching several segments of the population and causing severe morbidity and mortality. Hepatitis C
has a high impact on global public health. Recent studies suggest the involvement of oxidative stress in
the pathogenesis of hepatitis C and hepatocellular carcinoma. Oxidative cellular damage plays an
important role in the pathophysiology of hepatitis C virus (HCV). Oxidative stress is triggered when
the concentration of oxygen species in the extracellular or intracellular environment exceeds the
capacity for antioxidant defense. The exact mechanism by which this occurs is not fully understood,
and immune hepatic damage, direct cytotoxic damage mediated by different viral products, and
oxidative stress have been implicated in the pathogenesis of hepatitis C. The diagnosis of HCV
infection is based on clinical, laboratory, and histological data. The standard treatment for viral
hepatitis C (HCV) during the last few decades has been combination therapy with alpha-pegylated
interferon (PEG-IFN) and ribavirin (RBV), a guanosine analog that disrupts viral RNA metabolism.
The treatment of chronic forms is based on this combination of drugs, for a period of 24-48 weeks,
depending on the viral genotype found. In recent years, the involvement of oxidative stress in the
progression of HCV has been demonstrated, and the immune response increases the production of
reactive oxygen species. However, little is known about the involvement of oxidative stress in HCV
patients on combined treatment with PEG-IFN and RBV. Thus, the objective of this study was to
determine the hematological, biochemical, and oxidative stress profiles in HCV patients who used
combination therapy with PEG-IFN and RBV pegylated interferon alfa and ribavirin. A total of 43
patients with HCV were recruited at the referral service in the city of Uruguaiana, and venous blood
was collected. The hemogram and biochemical parameters were obtained from the patients’ charts, and
the parameters of oxidative stress were determined by classical methodologies. The results show that
HCV patients had decreased platelet counts and hemoglobin levels. However, they had a significant
increase in liver function markers, and the activities of glutamic oxalacetic transaminase (GOT) and
glutamic pyruvic transaminase (GPT) were reestablished after the combined treatment. Enzymatic and
non-enzymatic defenses were decreased in the HCV group relative to the control group, and combined
antiviral therapy sometimes reversed these parameters. Oxidative damage to biomolecules was already
increased in these carriers, and combined treatment improved these parameters, but in the control
group, levels remained unchanged. Conclusion: Thus, the results suggest that HCV carriers have
increased oxidative stress at the time of diagnosis, and combined treatment seems to improve this
condition.

Keywords:  Viral hepatitis, oxidative damage, combination therapy, antioxidant defenses,
pathophysiology
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1 Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is a major public health problem because of its increased
incidence in the world population. @ HCV has a high propensity to establish chronic infection. In the
long run, this can lead to advanced liver fibrosis, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma (HCC).
Consequently, HCV is the most common indication for liver transplantation in the world. @ According
to recent estimates, more than 185 million people worldwide have been infected with HCV, of which
350,000 die each year, and the number of people who are unaware of their condition is significant.

HCV is an RNA virus of the Flaviviridae family, genus Hepacivirus, which was initially
isolated in the serum of a non-A non-B hepatitis virus in 1989. ¥ HCV is characterized by high genetic
variability. ® Currently, HCV is classified into 11 genotypes (designated 1-11), which differ in their
nucleotide sequence, 6 of which are the major genotypes (1-6). ©” Genotypes show distinct patterns of
distribution, reflecting differences in epidemiology, including modes of transmission and ethnic
variability. Genotypes 1, 2, and 3 are universally distributed, affecting most of the cases in the world,
whereas the other genotypes are limited to more specific geographical areas.®® In Brazil, a higher
prevalence of genotype 1 has been observed, followed by 3 and 2. @9 HCV is transmitted through
exposure to blood and infected blood products. HCV infection can be spread through blood transfusion,
intravenous drug use, sex, surgery, and tattooing. V)

Seropositivity indicates previous contact with the HCV but does not indicate how long ago
exposure occurred. A diagnosis of acute infection can only be made with documented serological
reversal. Chronic infection should be confirmed by qualitative HCV-RNA research. 2 The standard
treatment for hepatitis C in recent decades has been combination therapy with alpha-pegylated
interferon (PEG-IFN), which is a cytokine that composes the innate human host response with ribavirin
(RBV), a guanosine analog that interrupts viral RNA metabolism. Treatment of the chronic forms was
based on the combination of interferon or PEG-IFN with RBV, for a period of 24-48 weeks, depending
on the genotype found, obtaining a clearance rate of approximately 80% for viral genotypes 2 and 3
and approximately 40% for genotype 1. 314

However, studies have suggested the involvement of oxidative stress in the pathogenesis of
hepatitis C and HCC. Oxidative stress during chronic hepatitis C infection was detected as early as the
mid-1990s. @ It is believed that the causes of oxidative stress in HCV infection include several
factors, such as mitochondrial damage, iron accumulation in the liver, inflammatory responses via
immunoreaction, and the direct action of viral proteins. The exact mechanism by which this occurs is

not fully understood; however, reactive oxygen species (ROS) are possible mediators of the
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pathogenesis of hepatitis C. During chronic hepatitis, the immune response induces the production of
ROS and nitric oxide (NO). Oxidative stress induced by ROS has a close association with the
inflammatory process in hepatitis C. %) Healthy individuals have protective mechanisms against
oxidative stress, such as antioxidant compounds, namely glutathione (GSH), vitamin C, and vitamin E,
and antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase.
However, in chronic hepatitis C patients, these protective mechanisms seem to be impaired due to long-
term exposure to oxidative stress during viral infection and can progress to hepatocarcinoma. 819 To
date, there are no scientific studies showing the involvement of oxidative stress throughout the
combined treatment. Therefore, the objective of this study was to determine oxidative stress parameters

in patients with viral hepatitis C receiving combination treatment.

2. Materials and Methods

2.1 Patient selection
2.1.1 Inclusion criteria

The study was carried out with patients with viral hepatitis C enrolled in the Viral Hepatitis
Sector of the Municipal Department of Uruguaiana, RS, Brazil which is linked to the Screening and
Follow-up Center (CTA) and Specialized Service in sexually transmitted diseases (STD)/AIDS and
Viral Hepatitis (SAE) Epidemiological Surveillance (EV). Control subjects were randomly enrolled
with the registry of the Municipal Health Department of the city. All study participants signed an

informed consent form.

2.1.2 Exclusion criteria

Patients with other associated systemic pathological conditions, such as infections or neoplasms
and autoimmune disorders, were excluded from this study; patients with clinical or biological data
indicating chronic kidney disease and those individuals who did not meet the criteria set forth in the

subsection above were also excluded.
2.2 Characterization of the sample
The total sample in this study was composed of 93 participants: 50 healthy individuals to be

included in the control group and 43 patients with HCV. All subjects in the control group were negative
for HCV, HBV, HIV, HBsAg, total anti-HBc, and anti-HCV and had normal serum transaminase
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concentrations. The HCV group was divided into four groups: diagnosis (free of combined
pharmacological treatment), time 1 (onset of combined treatment), time 2 (half of the combined
treatment), and time 3 (final of the combined treatment). Treatment time was established according to
the degree of hepatic impairment and the number of pegylated interferon alpha applications performed
in the week of 08/31/15 to 04/09/15.

Pharmacotherapeutic follow-up was carried out at the Center for the Application and Monitoring of
Injectable Drugs (CAMMI), a partnership between the state and municipality, which operates
according to Administrative Rule 554/2005 and is the Reference Center for the Region of the Western
Border (RS), serving patients with Hepatitis C according to the Clinical Protocol and Therapeutic
Guidelines for Viral Hepatitis C and Co-infections (Ordinance 221/2011) through the reception and
integral follow-up of patients during treatment.

The data to establish the sociodemographic profile of patients with viral hepatitis C from the study
were obtained from patients' charts at the CAMMI (Center of Application and Monitoring of
Injectables) (Supplement A).

For the accomplishment of this study, 5 groups were established as described below:

Control group (n = 50): healthy individuals

Diagnosis of HCV (n = 10): HCV carriers

Time 1 (n = 10): 1/3 of the treatment

- 24 weeks of treatment: 1-8 applications

- 48 weeks of treatment: 1-16 applications

Time 2 (n = 11): 2/3 of the treatment

- 24 weeks of treatment: 9-16 applications

- 48 weeks of treatment: 17-32 applications

Time 3 (n = 12): 3/3 of treatment

- 24 weeks of treatment: 17-24 applications

- 48 weeks of treatment: 33-48 applications

2.3 Parameters analyzed
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2.3.1 Hematological and biochemical profiles

The hematological parameters such as hemoglobin dosage and platelet counts and biochemical
parameters of liver function (GOT, GPT, GGT, and bilirubin) were obtained from the patient's medical
records at the Center for the Application and Monitoring of Injectable Medications (CAMMI).

2.3.2 Evaluation of the parameters of oxidative stress and antioxidant defenses
Venous blood samples (10 mL) were collected in EDTA tubes for determination of oxidative

stress parameters.

2.3.2.1. Antioxidant defenses

Catalase activity (CAT) was determined according to the method described by Aebi. ?9 The
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) were determined
using RANSOD® and RANSEL® commercial kits, respectively (Randox Laboratories, UK). The
quantification of GSH was determined by the method described by Akerboom and Sies.?Y) Plasma
vitamin C levels were quantified by spectrophotometry according to Jacques-Silva. ?? Total
antioxidant status (TAS) was obtained using the RANDOX® kit.

2.3.2.2. Oxidative damage

Oxidative damage to plasma proteins was determined by quantification of carbonyl groups
according to Levine. ®® Lipid peroxidation was quantified in plasma by measurement of thiobarbituric
acid reactive species (TBARS) according to the methodology described by Ohkawa. ?* Micronucleus
frequency was determined in peripheral blood leukocytes according to the methodology described by

Schmid @ All assays were performed in triplicate.
2.4 Statistical analysis
Results were expressed as mean * standard deviation. Two-way ANOVA analysis was used

followed by Bonferroni test, with a significance level of p<0.05. The statistical software GraphPad
Prism 5.0 Free was used, available at <http://www.graphpad.com/demos/>.
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2.5 Ethical aspects

The study was approved by the Research Ethics Committee of Unipampa (protocol number
001/2012) and authorized by the secretary of health of the municipality of Uruguaiana, RS. The
researchers followed the recommendations of resolution 466/12 of the National Health Council of the
Ministry of Health.

3 Results

The socio-demographic profile of patients with viral hepatitis C study participants is presented
in Table 1. Of the 43 patients with viral hepatitis C recruited for the study, 33 (76.74%) were male and
10 (23.56%) were female. Most of the patients (60.46%) were over 40 years of age and had no primary
education (60.46%), none of the participants were institutionalized (100%), and none had any other
Sexually Transmitted Disease (STD). The average family income was one (01) minimum wage
(62.79%).

Combined treatment causes many side effects, such as chronic non-communicable diseases. Of
the 43 participants, 9 (20.93%) reported depressive symptomatology and 19 (48.83%) did not present
any other type of illness. It has also been reported that 13 (30.23%) of these patients used medication
continuously.

The HCV genotypes 1, 1a, 1b, 2, and 3 were found among the 43 samples. The general
frequencies were 16 (37.20%) for genotype 1b, 14 (32.56%) for genotype 3, 7 (16.28%) for genotype
1a, and 5 (11.63%) for genotype 1. Genotype 2 was found in only one participant (2.32%). In this
study, 35 (81.40%) participants had a high viral load (>200,000 copies/mL) and 8 (18.60%) had a low
viral load (<200,000 copies/mL).



TABLE 1. Socio-demographic profile of viral hepatitis C bearers in the study.

Variable Classification Ne° %
<40 years 17 (39,54)
Age > 40 years 26 (60,46)
Male 33 (76,74)
Gender Female 10 (23,56)
Until 1 s.m 27 (62,79)
Family income (minimum wage) More de 1 s.m. 16 (37,21)
Yes 0 0)
Institutionalized No 100 (100)
Incomplete 1% degree 26 (60,46)
Complete 1% degree 8 (18,60)
Education Incomplete 2° degree 3 (6,97)
Complete 2% degree 6 (13,95)
Sifilis Neither 0)
HIV Neither 0)
Carriers of other STDs Hepatitis B Neither ©)
Diabetes mellitus 4 (9,30)
Acrterial hypertension 8 (18,60)
Pulmonary disease 2 (4,65)
IAM 2 (4,65)
Dyslipidemia 1 (2,33)
Non-transmisible diseases Angina 4 (9,30)
Ulcer 7 (16,28)
AVC 2 (4,65)
Depression 9 (20,93)
Anemia 4 (9,30)
Neither 21 (48,83)
Yes 13 (30,23)
Medications for continuous use
No 30 (69,77)
1 5 (11,63)
la 7 (16,28)
Genotype 1b 16 (37,20)
2 1 (2,32)
3 14 (32,56)
Below (< 200.000 I1U/L) 8 (18,60)

Viral load
Above (> 200.000 IU/L) 35 (81,40)
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The hematological parameters are expressed in Table 2. There was a statistically significant (p <
0.05) decrease in the number of platelets and hemoglobin levels in patients with viral hepatitis C at the
time of diagnosis relative to the control group. Throughout the combined treatment, no significant
change was observed.

Hepatic function markers (GOT, GPT, GGT and total bilirubin) showed a statistically
significant increase (p < 0.05) in HCV patients relative to those in the control group. During the
treatment, hepatic function (GOT and GPT) improved in HCV bearers at the end of the combined

treatment (time 3) relative to the moment of diagnosis.

TABLE 2. Hematologic and biochemical profile of patients with viral hepatitis C at the time of
diagnosis and along the combined treatment with ribavirin and pegylated interferon alpha.

Parameter Control HCV Time 1 Time 2 Time 3
Diagnosis
Hemoglobin (g/dL) 16,4+15 12 5+1 3* 12,7+25 12,8+1,9 12,8423

Platelet (10Ymm?) 345185  197,5470%  162,4+60  1675#55 1752467

GOT (U/L) 45,4+125 109,7+135% 76,18+145 72,8+12,3 59,4+13,7#
GPT (U/L) 3324115 88,7+#10,7*  74,8+98  69,6+8,6  453+10,24
GGT (U/L) 55,6+9,6  91,1462* 852456  83,1+48 81,0456
Total Bilirubin -~ 0,740,3 2,140,5% 1,0:02  09+0,2  08%0,2
(mg/dL)

*p<0,05 in relation to the control group
#p<0,05 in relation to the HCV group free of combined treatment

The activities of the antioxidant enzymes CAT, SOD, and GPx are shown in Figure 1. The
activity of the antioxidant CAT enzyme (Figure 1A) showed a statistically significant decrease (p <
0.05) in the HCV group (free of combined treatment) relative to that of the control group. Throughout
the combined treatment (PEG-INF and RBV), there was a statistically significant increase (p < 0.05) in
CAT activity relative to that in the HCV group, and CAT activity remained elevated during the whole
combined treatment.

SOD (Figure 1B) showed a statistically significant decrease (p <0.05) in the HCV group (free of
combined treatment) compared with the control group. Throughout the combined treatment, SOD
activity increased significantly (p <0.05), showing higher enzymatic activity than the control group at

the end of the treatment (time 3).
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The activity of GPx (Figure 1C) presented a statistically significant decrease (p < 0.05) in the
group diagnosed with HCV relative to that in the control group. The activity of this enzyme did not
change at treatment times 1 and 2. However, there was a statistically significant increase (p < 0.05) at

treatment time 3 relative to that in patients diagnosed with HCV.
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FIG. 1. Activity of the antioxidant enzymes of the study participants. 1A: CAT activity, 1B: SOD activity and 1C: GPx
activity.  Significantly different of the control group (p <0.05); ° Significantly different of the HCV diagnostic (p< 0.05); ¢
Significantly different of the treatment 1 (p< 0.05); ¢ Significantly different of the treatment 2 (p<0.05).

The profile of the non-enzymatic defenses is presented in Figure 2. GSH levels (Figure 2A)
presented a statistically significant decrease (p < 0.05) in the HCV group relative to those in the control
group. There was no change in this parameter at treatment times 1 and 2. However, at the end of the
combined treatment (time 3) GSH concentrations were significantly increased relative to those in the
control group.

The levels of vitamin C (Figure 2B) presented a statistically significant decrease (p < 0.001) in
the group of patients diagnosed with HCV relative to those in the control group. During the combined

treatment, vitamin C levels were reestablished; however, there was no change in the profile between

treatment times 1, 2, and 3.
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The TAS is shown in Figure 2C. In the group of patients with HCV, TAS levels decreased
significantly (p < 0.05) relative to those in the control group. At times 1 and 2 of the combined
treatment, there was no statistically significant difference. However, at treatment time 3, a statistically
significant (p < 0.05) increase in TAS was observed, showing levels similar to those in the control

group.
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FIG. 2. Non-enzymatic defenses of study participants. 2A: Glutationa total, 2B: Vitamin C e 2C: Total antioxidant status. 2
Significantly different of the control group (p <0.05); ° Significantly different of the HCV diagnostic (p< 0.05); ¢
Significantly different of the treatment 1 (p< 0.05); ¢ Significantly different of the treatment 2 (p<0.05).

Oxidative damage in biomolecules is shown in Figure 3. Levels of carbonylated proteins
(Figure 3A) showed a statistically significant increase (p < 0.05) in the group diagnosed with HCV
relative to those in the control group. Throughout the combined treatment, a statistically significant
decrease (p < 0.05) in the carbonylation levels was observed.

Plasma concentrations of TBARS (Figure 3B) show a statistically significant increase (p < 0.05)

in the group diagnosed with HCV compared with those in the control group. During treatment, a
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reduction (p < 0.05) in lipid peroxidation at treatment times 2 and 3 was observed relative to that in the
group of patients diagnosed with HCV.

Figure 3C shows the frequency of micronuclei. A statistically significant (p < 0.05) increase in the
frequency of micronuclei in the HCV group and in combination treatment (times 1, 2, and 3) was
observed relative to that in the control group. These results suggest that combined treatment with PEG-

INF and RBV does not have mutagenic activity.
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FIG. 3. Oxidative damage to biomolecules of study participants. 3A: Carbonylation of proteins, 3B: MDA levels e 3C:
Frequency of micronucleus. # Significantly different of the control group (p <0.05); ° Significantly different of the HCV
diagnostic (p< 0.05); ¢ Significantly different of the treatment 1 (p< 0.05); ¢ Significantly different of the treatment 2
(p<0.05).
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4. Discussion

In this study, a predominance of HCV in males older than 40 years was observed. In agreement
with a recent review @® also showed that male HCV patients were more prevalent than females and
71.7% were older than 40 years. These findings are also in agreement with data from the
Epidemiological Bulletin of Viral Hepatitis (2016), confirmed cases: since 1999, 152,712 cases of
hepatitis C have been reported in Brazil, with 89,858 (58.8%) cases among men and 62,796 cases
(41.2%) among women. Although the number of cases is higher among men than among women, this
proportion has been decreasing over the years. 7

Several studies report that PEG-INF and RBV therapy causes psychiatric side effects, with
depressive symptomatology being the most prevalent. 8 In this study, it was observed that among the
non-communicable diseases, depression was one of the most cited among patients with HCV
throughout the combined therapy. A study ) involving HCV patients using PEG-INF-2a, PEG-INF-2b,
and RBV antiviral therapy, showed that cases of depression increased significantly in both treatment
groups over time. Another study @® also showed that PEG-IFN is associated with a high incidence of
depressive symptoms, corroborating the findings in the literature.

Analyzing the characterization of the samples regarding the distribution of genotypes in HCV
carriers, a predominance of the type 1 genotype was observed, corroborating a study ©9 in which they
demonstrated that in Brazil, genotype type 1 is predominant in all states. A study conducted in 98
countries showed the distribution of genotypes. Overall, genotype 1 (G1) was the most common (46%),
followed by G3 (22%), G2 (13%), and G4 (13%). ®

Changes in routine laboratory test results are often seen in patients with HCV. In this study,
there was a significant decrease in platelet and hemoglobin levels in HCV patients (untreated)
compared with the control group, in agreement with recent study @Y Another study ©2 also revealed a
reduction in platelet count and hemoglobin levels in the same PEG-INF and RBV-treated patients. This
myelosuppressive effect is due to the action of interferon, since this drug interferes in medullary
hematopoiesis. However, the anemia observed during combined treatment is mainly associated with
ribavirin-induced hemolytic anemia. ¥

Hepatic function markers such as GOT and GPT showed a significant increase in patients
diagnosed with HCV compared with those in the control group. A similar study comparing healthy
subjects and hepatitis C carriers before and after combined treatment also found a significant increase

in GOT and GPT liver enzymes among HCV patients before treatment and a decrease after treatment.
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This suggests that the action of antiviral therapy decreased HCV replication, consequently decreasing
liver tissue injury. In this study, total bilirubin values showed a statistically significant increase in the
group diagnosed with HCV when compared with those in the control group, but it was not significant
relative to the other groups of patients who used combination therapy with PEG-INF and RBV. ¢4
Another study ©® also demonstrated significant changes in total bilirubin values in all patient groups
when compared with those in the control group, but there were no significant changes in mean serum
bilirubin levels between groups of patients.

Studies have suggested the involvement of oxidative stress associated with the pathogenesis of
HCV.A7 %) In this study, the enzymatic activity of CAT showed a significant decrease in the HCV
group relative to that of the control group. These results agree with the findings ©® that showed that the
mean CAT activity of children with HBV and HCV was statistically lower than that of the control
group. A decrease in SOD and GPx activity in HCV patients was also observed relative to that in the
control group. Was demonstrated ©® that SOD activity was significantly decreased in HCV patients
before combined treatment when compared with that in healthy subjects. This result may indicate a
decreased antioxidant capacity in patients with chronic viral hepatitis C.

The reduction in SOD and GPx activities reflects a decrease in the antioxidant defense power of
HCV carriers. It can be suggested that the increase in lipid peroxidation (TBARS levels) also observed
in this study may be caused by the inflammation from the virus, and the low levels of antioxidant
defense may be an early marker of oxidative stress. The lipid peroxides formed can be chemotactic for
neutrophils, causing an increase in the inflammatory process, which further boosts liver-oxidant-
mediated injury. 7

Glutathione (GSH) is a more abundant antioxidant tripeptide within the cell and plays an
important role in the defense against cell damage induced by oxidative stress. In cells, GSH is present
mainly in its reduced form ©® In the present study, we have shown that GSH levels are decreased in
erythrocytes of patients with chronic HCV. These results are in agreement with another findings that
39 showed a significant decrease in the concentration of GSH in groups of patients diagnosed with
hepatitis C with and without treatment, before supplementation with antioxidants.

In the present study, the group diagnosed with HCV showed a significant increase in the levels
of carbonylated proteins and plasma concentrations of MDA relative to those in the control group.
These findings corroborate the studies .®% which showed that serum MDA was significantly increased
in HCV patients before treatment when compared with that in healthy subjects. Therefore, the present

results confirm the involvement of oxidative stress as part of the pathophysiology of HCV.
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The pathogenic mechanisms by which HCV causes cellular damage remain unclear, although it
has been suggested that oxidative stress may play a pathogenic role in this infection. Chronic hepatitis
C patients exhibit an increased production of TNF-a, a cytokine that can produce oxidative stress by
stimulating the generation of ROS.“9 Although interferon and ribavirin are not antioxidants, their
antiviral ability may reduce viral load and inflammation and perhaps, through this mechanism, may
reduce the oxidative stress induced by the virus.

This study showed a significant increase in the frequency of micronuclei in the group diagnosed
with HCV relative to that in the control group, in agreement with the study “ in which lymphocytes
from patients chronically infected with HBV or HCV presented greater chromosomal instability,
characterized by an increase in the frequency of micronuclei. During the combined treatment, there was
no significant difference, suggesting that combined treatment with PEG-INF and RBV did not present

mutagenic activity.

5 Conclusions

Based on the results of this study, we suggest that patients with viral hepatitis C present
alterations in liver function markers, and a marked increase in oxidative stress. This may be evidenced
by the reduction of enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses and increased oxidative damage
in biomolecules. The combined treatment could sometimes restore the levels of some parameters of

oxidative stress.

Conflicts of interest statement

All authors report no conflict of interest.

REFERENCES

1) WEBSTER, D. P.; KLENERMAN, P.; DUSHEIKO, G. M. Hepatitis C. The Lancet, v. 385, n.
9973, p. 1124-1135, 2015.

2) THOMAS, D. L. Global control of hepatitis C: where challenge meets opportunity. Nature
medicine, v. 19, n. 7, p. 850-858, 2013.



61

3) WHO. World Health Organization. Guidelines for the screening, care and treatment of persons with
hepatitis C infection. 2014.

Available at: < http://www.who.int/hiv/pub/hepatitis/hepatitis-c-guidelines/en/ > Acessed in: 12 april
2016.

4) CHOO Q-L, et al. Isolation of small cDNA clone derived from a blood-borne non-A, non-B viral
hepatitis genome. Science; v. 244, p. 359-362, 1989.

5) SMITH, D.B. et al. Expanded classification of hepatitis C virus into 7 genotypes and 67 subtypes:
updated criteria and genotype assignment web resource. Hepatology, v. 59, p.318-327, 2014.

6) CHAYAMA, K.; HAYES, C.N. Hepatitis C virus: How genetic variability affects pathobiology of
disease. Journal of Gastroenterology and Hepatology, v. 26, p. 83-95, 2011.

7) WANG, L-J. et al. Treatment-emergent depression and anxiety between peginterferon alpha-2a
versus alpha-2b plus ribavirin for chronic hepatitis C. BioMed Central Psychiatry. v.16, n. 424, p. 2-
8, 2016.

8) GOWER, E. et al. Global epidemiology and genotype distribution of the hepatites C virus infection.
Journal of Hepatology, v. 61, n. 1, p. S45-S57, 2014.

9) MESSINA, J.P. et al. Global Distribution and Prevalence of Hepatitis C Virus Genotypes.
Hepatology, v. 61, n. 1, p. 77-87, 2015.

10) BUSEK, S.; OLIVEIRA, G. Molecular epidemiology of the hepatitis C virus in Brazil. Genetics
and Molecular Research, v. 2, p. 117-123, 2003

11) TAHERKHANI, R.; FARSHADPOUR, F. Epidemiology of hepatitis C virus in Iran. World
Journal of Gastroenteroly, v. 21, n.38, p. 10790-10810, 2015.

12) BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de DST, Aids e
Hepatites Virais. Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para hepatite viral C e coinfecgdes.
Brasilia, DF, 2011.

13) GHANY, M.G. et al. Diagnosis, management, and treatment of hepatitis C: an update. Hepatology,
v. 49, n. 4, p.1335-1374, 2009

14) FERENCI, P., et al. Peginterferon alfa-2a/ribavirin for 48 or 72 weeks in hepatitis C genotypes 1
and 4 patients with slow virological response. Gastroenterology, v. 138, n. 2, p 503-512, 2010.

15) IVANOV, A. V et al. HCV and Oxidative Stress in the Liver. Viruses, v.5, n. 2 p. 439-469, 2013.

16) JAESCHKE, H. Reactive oxygen and mechanisms of inflammatory liver injury: present concepts.
Journal of Gastroenterology and Hepatology, v.26, n. 1, p.173-179, 2011.

17) CHOI, J. Oxidative stress, endogenous antioxidants, alcohol, and hepatitis C: pathogenic
interactions and therapeutic considerations. Free Radical Biology Medicine, v. 52, p.1135-1350,
2012.



62

18) FUJINAGA, H., et al. Hepatocarcinogenesis in hepatitis C: HCV shrewdly exacerbates oxidative
stress by modulating both production and scavenging of reactive oxygen species. Oncology, v.81, n. 1,
p.11-17, 2011.

19) TSUKIYAMA-KOHARA K. Role of oxidative stress in hepatocarcinogenesis induced by hepatitis
C virus. International Journal of Molecular Sciences, v.13, p.15271-15278, 2012.

20) AEBI, H. Catalase in vitro. Methods Enzymol., v.105, p.121-127, 1984.

21) AKERBOOM, T.P.M., SIES, H. Assay of Glutathione Disulfide, and Glutathione Mixed Disulfides
in Biological Samples. Methods in Enzymology, V.77, p. 373-382, 1981.

22) JACQUES-SILVA, M. C. et al. Diphenyldiselenide and ascorbic acid changes deposition of
selenium and ascorbic acid in liver and brain of mice. Pharmacology & Toxicology, v. 88, n. 3, p.
119-125, 2001.

23) LEVINE, R. L. et al. Determination of carbonyl content in oxidatively modified proteins. Methods
in Enzymology, v. 186, p. 464-487, 1990

24) OHKAWA, H.; OHISHI, H. & YAGI, K. Assay for lipid peroxide in animal tissues by
thiobarbituric acid reaction. Annals of Biochemistry. v. 95, p. 351-8, 1979.

25) SCHMID, W. The micronucleus test. Mutation research, v.31, n. 9, p. 9-15, 1975.

26) ALVES, A. V. et al. Hepatite Cronica pelo Virus C com Interferon-a e Ribavirina: a experiéncia da
Secretaria de Saude do Rio Grande do Sul. Arquivos Gastroenterologia, v.40, n.4, 2003.

27) BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude Departamento de DST, Aids e
Hepatites Virais. ManualTécnico para o Diagndstico das Hepatites Virais, Brasilia, DF, 2015.

28) BANJAC, V.; ZIVLAK-RADULOVIC, N.; MISKOVIC, M. The Effect of Combination

Antiviral Therapy in the Treatment of Hepatitis C on the Occurrence of Depressive

Disorder in Patients Treated for Hepatitis C in the Republic of Srpska. Medical Archive. v. 70, n. 2, p.
127-130, 2016.

29) MEDEIROS, L. P. J. et al. Interferon-induced depression in patients with hepatitis C: an
epidemiologic study. Revista da Associacdo Médica Brasileira, v. 60, n. 1, p. 35-39, 2014.

30) CAMPIOTTO, S.; PINHO, J. R. R.; CARRILHO, F. J. et al. Geographic distribution of hepatitis C
virus genotypes in Brazil. Brazilian Journal of Medical and Biological Research. v. 38, n. 1, p. 41-
49, 2005.

31) SILVA, S.M. et al. Avalia¢do do hemograma em pacientes tratados para hepatite C. Revista
Paraense de Medicina, v. 28, n. 2, p. 9-13, 2014.

32) CHUNG, R. T. et al. Association of Host Pharmacodynamic Effects with Virologic Response to
Peginterferon Alfa-2a/Ribavirin in Chronic Hepatitis C. Hepatology, v. 52, n. 6, p. 1906-1914, 2010.



63

33) FRIED, M. W. et al. Peginterferon alfa-2a Plus Ribavirin for Chronic Hepatitis C Virus Infection.
The New England Journal of Medicine. v. 347, n.13, p. 975-982, 2002.

34) LEVENT, G et al. Oxidative stress and antioxidant defense in patients with chronic hepatitis C
patients before and after pegylated interferon alfa-2b plus ribavirin therapy. Journal of Translational
Medicine, v.4, n.25, p.1-6, 2006.

35) AHMED M.M. Oxidative status and the response to pegylatedinterferon alpha2a plus ribavirin in
chronic genotype 4 hcv hepatites. Excli Journal, v. 12, p.605-615, 2013.

36) CHROBOT A.M.; SZAFLARSKA-SZCZEPANIK, A.; DREWA, G. Antioxidant defense in
children with chronic viral hepatitis B and C. Medical Science Monitor, v.6, n.4, p.713-718, 2000.

37) DIKICI, 1. et al. Investigation of oxidative stress and some antioxidants in patients with acute and
chronic viral hepatitis B and the effect of interferon-o treatment. Clinical Biochemistry. v. 38, n. 12, p.
1141-1145, 2005.

38) BOYA, P. et al. Antioxidant status and glutathione metabolism in peripheral blood mononuclear
cells from patients with chronic hepatitis C. Journal of Hepatology, v. 31, n. 5, p. 808-814, 1999.

39) FARIAS et al. Antioxidant supplementation attenuates oxidative stress in chronic hepatitis C
patients. Gastroenterologia y Hepatologia, v. 35, n. 6, p. 386-394, 2012.

40) LARREA, E. et al. Superoxide dismutase in patients with chronic hepatitis C virus infection. Free
Radical Biology & Medicine, v.24, n. 7-8, p. 1235-1241, 1998.

41) LEITE, S.T.A.P. etal. Increased frequency of micronuclei in the lymphocytes of patients
chronically infected with hepatitis B or hepatitis C virus. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, v.
109, n.1, p. 15-20, 2014.



64

PARTE III

4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho indicam que os portadores de HCV possuem:

- Idade superior a 40 anos, na maioria s&o homens, ndo institucionalizados e a grande maioria possuli
0 gendtipo 1b;

- Alterac6es hematoldgicas como contagem de plaguetas e niveis de hemoglobina diminuidos;

- Marcadores de funcdo hepatica significativamente aumentados no momento do diagnostico e ao
longo do tratamento combinado, a atividade da TGO e TGP diminuem;

- Atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPX diminuidas e apds a terapia antiviral, as
atividades s&o reestabelecidas;

- Compostos antioxidantes como a GSH, vitamina C e TAS em niveis reduzidos e ao longo do
tratamento combinado, esses parametros sdo aprimorados;

- O dano oxidativo nas proteinas, lipideos e DNA estdo aumentados e ao longo do tratamento

combinado apresentam melhora significativa.

5 PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectivas futuras:

- Avaliar marcadores inflamatorios;

- Quantificar niveis de adiponectina sérica;

- Determinar perfil lipidico nos portadores de HCV;

- Verificar parametros de estresse oxidativo e da atividade antioxidante nos portadores de

HCV que estdo utilizando a nova terapia.
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ANEXOS
Anexo A - Ficha Farmacoterapéutica
Hepatite Viral Cronica C - Interferon Alfa Peguilado, Ribavirina e IP’s Ficha

1. DADOS DO PACIENTE

Nome:

Cartdo SUS: CPF: Identidade:
Data de nascimento: Idade:

Sexo:oMoOF Peso: Altura:

Escolaridade: Profissao:

Endereco: Bairro:
Cidade: CEP:

Telefones:

Médico responsavel: CRM:
CPF: Telefone:

Tipo de processo: 0O Administrativo o Judicial
o SUS o Particular o Convénio. Qual?

2. AVALIACAO FARMACOTERAPEUTICA

Data entrevista inicial: / / Dia da semana:
Data comeco do tratamento: / / Apresentacdo:
Data 122 semana: / /] Dose ribavirina:

Inibidor de Protease:
Data de término do tratamento: o 24semanas __ / [/
o48semanas /[
o72semanas /[

2.1. Quando foi diagnosticada a hepatite C?

2.2. Qual a via de contaminagdo?

O Transfusdo 0 Drogas EV O Tatuagem o Cirurgia O Sexual O N3do sabe o0 Outro
Confiabilidade: o Excelente o Bom o Regular o Ruim

Ano de contaminagao?

2.3. Ja fez tratamento para Hepatite C anteriormente? 0O ndo 0O sim

Tratamento Posologia Tempo de Resultado Interrompeu?
tratamento

O Recidivante o Nao
0 Ndo respondedor o Sim. Motivo:

2.4.Transplantado hepatico? © ndo 0O sim
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2.5. Paciente é mulher em idade fértil?
0O nao
O sim — apresentar exame beta-HCG

2.6. Fez vacina contra Hepatite B? o sim 0O ndo — Orientar

2.7. Possui outras doencas diagnosticadas? o0 ndo o sim — Quais?

Doenga

Data de inicio Da

ta de fim Controlada?

O

O
O
O

2.8. Faz uso de outros medicamentos? 0O ndo O sim — Quais?

Nome

Dose/dia; Via

Data inicio | Prescri¢cdo?

L] Sim [] Ndo

[JSim [J Nao

L] Sim [] Ndo

[JSim [J Nao

L] Sim [] Ndo

[JSim [J Nao

[JSim [J Nao

2.9. Ja apresentou reagdes alérgicas a medicamentos? 0 ndo 0 sim — Quais? A que medicamentos?

Nome Posologia Reagdes apresentadas
2.10. Ja fez uso de bebidas alcodlicas?
0 ndo (nunca bebeu)
osim — O sim, mas parou de beber — Quando parou?
O sim e bebe atualmente
Tipo de bebida Quantidade Frequéncia
O cerveja
o vinho
O cachaga
0 whisky

O outro:
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3. MONITORIZAGAO DO TRATAMENTO

Registro dos exames laboratoriais:
Ultima bidpsia hepética: Data

/

/

Fibrose: [JFO [JF1 [1F2 [JF3 [IF4
Atividade: JAO [JA1 [JA2 [1A3
Genotipagem:[11 [11a [11b (12 [13 Data /

1 Sem bidpsia hepatica
Motivo:
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Exames

Data

Inicial

Exames

Data

Inicial

Bilirrubina

Gama GT

Acido urico

Fosf Alc

TP

HIV

Albumina

HbsAg

Glicemia de jejum

Exames Inicial

~

1° més

2° més

3° més

Data prevista

S1

S2

S3 S4

S1 | S2

S3

S4

S1

S2 S3

S4

Data

Hemoglobina

VCM

Leucocitos

Neutrofilos

Linfocitos

Plaguetas

ALT (TGP)

AST (TGO)

Creatinina

TSH

HCG

Exames

10° més

11° més

12° més

Data prevista

Data

Hemoglobina

VCM

Leucocitos

Neutrdfilos

Linfécitos

Plaguetas

ALT (TGP)

AST (TGO)

Creatinina

TSH

HCG

Alteracgao da dose de ribavirina:
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Dose total/dia Data de inicio

Data de término

Motivo

Alteragdes de dose dos medicamentos utilizados ou novos medicamentos:

Nome

Dose/ via

Data de inicio

Data de término

Terapia adjuvante - uso do filgrastima e eritropoetina:

Nome Dose/ via Data de inicio Data de término
Monitoriza¢ao da Resposta Viroldgica:
Inicial* 4 sem* 12 sem* 24 sem* 48 sem** 72 sem**
Data
Resultado

* Detecgdo por tecnologia biomolecular de acido ribonucléico (quantitativa)
** Deteccdo por tecnologia biomolecular de acido ribonucléico (qualitativa)

4. FINALIZACAO:

Os sintomas mais dificeis durante o tratamento foram:

Encerramento do tratamento:

Periodo: a




5. REGISTRO DA INTERVENCAO FARMACEUTICA:
(Registrar data e nome do entrevistador)
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6. COLETA DE EVENTOS ADVERSOS

Reagdes: fadiga, febre, calafrios, dores musculares, dor de cabega, dor nas articulagdes, parestesias, ressecamento de pele, ressecamento de mucosas, prurido, queda
de cabelo, perda de apetite, anorexia, sintomas de depressdo, astenia, irritabilidade, ansiedade, insénia, sonoléncia, tremores, concentragdo prejudicada, diarréia,
fezes amolecidas, constipagdo, nauseas, vomitos, dor abdominal, aumento da freqliéncia urinaria, alteragdo de paladar, alteragdo de libido, perda de eregdo, alteracao
de visdo, outro

* Intensidade: (L) Leve; (M) Moderada; (A) Acentuada

¢ Freqiiéncia: (M) Muito freqliente (todos o dias ou acima de 20 dias) (F) Freqliente (3X por semana ou 10-20 dias) (P) Pouco freqliente ( 5x por més ou 1X por
semana) (R) Raramente ( 1x por més) (C) continuo (DA) dia aplicagdo até 72 horas apds

V Intervencgao: (F) farmacoldgica (indicagdo de méd. de venda livre) (NF) ndo farmacoldgica (nutrigdo, ingestdo de agua, exercicio, outros) (EM) encaminhamento ao
médico assistente (OU) outro (descrever)

Vintervengao
Data Evento *Intens. | ¢ Freq. Observagdes (descrigdo: vide evolugdo
farmacéutica)




