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BElevagdes dos niveis séricos de transaminases (AST e ALT) no refletem a
gravidade da doenga hepatica, e a bilurubina sérica, albumina ¢ tempo de
protrombina podem estar normais nos individuos que ainda ndo desenvolveram,
ou apresentam-se em estagios iniciais de cirrose.

Testes dindmicos de fungdo hepatica como clearance de verde de
indocianina, bromosulfaleina, lidocaina, galactose, tém sido utilizados para
complementar os testes bioquimicos convencionais. Contudo, estes testes néo se
alteram na presenca de lesBes histologicas minimas.

Neste trabalho, foi avaliada a razdo plasmatica hidroximetronidazol/
metronidazol em individuos com: cirrose hepatica alcodlica, classificados de
acordo com Child-Pugh nos graus A (n = 9), B (n = 9) ¢ C (n = 8), hepatite
alcodlica (n = 23), hepatite C crénica (n = 13), portadores assintomaticos de
hepatite C {n = 14), que foram comparados a um grupo controle (n=12). |

As concentragdes plasmaticas foram medidas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa com detecgdo por absorcdo ultra violeta,
Para a andlise estatistica foram utilizados os métodos de analise de varidncia
(ANOVA) ¢ o teste de Student-Newman-Keuls para multiplas comparagdes.

A razio hidroximetronidazol/metronidazol demonstrou, de modo
significativo, a redugo da capacidade dos portadores de doenga hepatica de
metabolizar o metronidazol apds sua administragdo endovenosa, quando
comparada & dos individuos sadios. Este fendmeno foi observado nas amostras
colhidas dos diversos grupos, logo aos dez minutos apds o término da infuséo de
metronidazol (voluntarios sadios 0,078 + 0,005; hepatite alcoéblica 0,045 + 0,008,
p<0,01; cirrose hepatica: Child-Pugh A 0,022 + 0,005, p<0,001, B 0,032 + 0,008,
p<0,01, C 0,013 £ 0,004, p< 0,001; portador assintomatico de hepatite C 0,043 +
0,005, p<0,001; hepatite C cronica 0,034 + 0,003, p<0,001}.
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1. Introducdo




1.1 Doenca hepatica por alcool

A cirrose hepatica é uma das principais causas de morte em muitos paises do
mundo (SHERLOCK, 1993); nos Estados Unidos é a 9* causa de morte mais
freqiiente, sendo a 6° entre os homens na faixa etdria de 35 a 54 anos (BORING et
al.,, 1993). Estima-se que o dlcool seja o agente responsavel em cerca de 41% a
95% dos casos de morte por cin'ose. hepatica (VAN THIEL et al., 1981},

O prognéstice da cirrose hepatica relaciona-se com o quadro clinico e com a
reserva funcional hepética, tendo sido observada uma sobrevida de cinco anos ou
mais em 90% dos casos de cirrose alcodlica na auséneia de ascite, ictericia,
hemorragias do trato gastro infestinal, ou quando o paciente abstem-se do uso de
alcool (POWELL et al., 1968). Por outro lado, a expectativa de vida pode cair a
zero se houver a adicfio de encefalopatia hepatica (SAUNDERS et al., 1981). A
probabilidade de sobrevivéncia por 1 e 5 anos apos o primeiro episodio de ascite
tem sido estimada em 50% e 20% respectivamente (GINES et al., 1989). Entre os
cirréticos com ascite, pacientes com insuficiéncia renal tém sobrevida menor
(GINES et al., 1989).

Muitos pacientes etilistas procuram tratamento somente apos intensa
pressio familiar ou em decorréncia de problemas legais ou profissionais, enquanto
que outros, somente apos um quadro de descompensagéio da doenga hepatica. Uma
possivel estratégia da Satde Publica para as doencas do figado provocadas por
alcool seria identificar os pacientes com alto risco de desenvolver a cirrose e suas
complicagdes, interrompendo, assim, a progressio da doenca (LIEBER, 1993).
Muitos estudos mostram que a intervencio médica precoce pode ser efetiva em
promover a abstinéncia (WALLACE et al., 1988; WALSH et al., 1991; ROSMAN
& HIELER, 1994). Devido ao fato de que a identificagfio destes pacientes niio €
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satisfatéria, torna-se necessario o desenvolvimento de testes para a caracterizagdo
dos mesmos, baseados na patogénese das doengas do figado provocados pelo
alcool (ROSMAN et al., 1994}.

A predisposiciio ao desenvolvimento da cirrose alcodlica ainda tem sua
origem desconhecida (SHERLOCK & DOOLEY, 1992), embora alguns fatores
parecam contribuir para o desenvolvimento da lesdo hepatica em individuos
susceptiveis (LEEVI, 1993). Dentre eles, parecem ter importdncia, a propria
toxicidade do etanol, a deficiéncia nutricional, a idade, o sexo, os fatores
genéticos, os fatores imunoldgicos, a associagio com infecgfes virais e a ago de

citocinas (LIEBER, 1994).
1.1.1 Deficiéncia nutricional

O alcool é rico em energia (7,1 Kcal/g) e, por isto, uma grande ingestéo de
alcool pode causar decréscimo da ingestdio de alimentos. A mal digestdo e a mal
absor¢io de nutrientes s@io complicagdes gastrointestinais associadas ao
alcoolismo, em decorréncia do envolvimento do pancreas e do intestino delgado
{LIEBER, 1994).

Por muitas décadas, a deficiéncia da colina foi incriminada como o
principal fator etiolégico na patogénese da lesdo hepatica (LIEBER, 1994).
Contudo, a suplementag#o da colina nfe impediu a produgio da esteatose hepatica
em voluntérios sadios (RUBIN et al., 1968). Em humanos, a deficiéncia da colina
tem sido documentada somente em circunstiincias de restriciio extrema deste
elemento na dieta (CHAWLA et al,, 1989},

A deficiéncia de metionina também tem sido considerada como um
importante fator na patogénese da lesdo hepéatica associada ao dlcool (SHAW et

al., 1981). Contudo, o excesso da metionina mostrou ocasionar efeitos adversos
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(FINKELSTEIN et al., 1986), incluindo o decréscimo de adenosina trifosfato
(ATP) no figado (HOROWITZ et al,, 1981). Em primatas, 0 consumo do etanol

leva a um decréscimo nos niveis de fosfolipides e fosfatidilcolina, podendo ambos
ser corrigidos com suplementagfio de fosfatidilcolina (LIEBER et al., 1994),
Alteragdes nos fosfolipides que compdem a membrana mitocondrial podem ser
responsaveis pelo decréscimo da atividade da citocromo oxidase, além de
produzirem outras alteragtes bioquimicas e morfologicas (ARAI et al., 1984). O
mecanismo pelo qual o consumo do etanol altera os niveis de fosfolipides nfo esta
claro, tendo sido relatado um decréscimo da atividade da fosfolipide

metiliransferase na cirrose (DUCE et al., 1988). Qutro mecanismo, pelo qual o

etanol altera os niveis de fosfolipides, é pela formagio de fosfatidiletanol (HOEK

et al, 1992). A administragio de preparagbes ricas em fosfatidilcolina
poliinsaturada (LIEBER et al.,, 1990), ou virtualmente pura (LIEBER et al., 1994),

parece previnir a fibrose e a cirrose induzidas pelo alcool, em primatas.

Fatores dietéticos contribuem para o dano hepético em etilistas, mas isto nfo

pode ser considerado um argumento contra a natureza hepatotdxica do dlcool

(LIEBER, 1994).

1.1.2 Fatores imunologicos, citocinas e associa¢iio com

infeccio viral,

Dentre as alteragBes imunoldgicas associadas a doenga hepatica pelo 4lcool,
podemos citar a depressio da atividade das células T, o aumento da atividade dos
macrdfagos e formaciio de complexos aldeido-proteinas (LE & VILCEK, 1987).

Estes podem agir como neoantigenos, resultando numa resposta imune e no

aumento sérico de citocinas, como o fator de necrose tumoral (ITNF «) e

interleucinas {(LE & VILCEK, 1987).
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A interleucina _1. (IL-1) e o TNF o sfo duas citocinas comumente expressas
durante a inflamagéo, a sepsis e a malignidade. S8o consideradas como sendo pro-
inflamatarias, podendo estar envolvidas na produgdo dos efeitos agudos do alcool
¢ nas fases iniciais das doencas crénicas do figado provocadas pelo mesmo,
devido a um dano tissular direto ou devido ao aumento da fibrogénese (LE &
VILCEK, 1987). Os niveis séricos de interleucina 6 (1L-6) correlacionam-se com
os pardmetros bioquimicos indicativos de lesfio hepatica em pacientes etilistas
crénicos com doenga hepatica. Apds um episodio de hepatite alcodlica aguda, os
niveis de IL-6 normalizam-se rapidamente, enquanto que os niveis de TNF o e IL-
1 permanecem elevados por meses (KHORUTS et al., 1991). Niveis elevados de
1L.-8 tém sido demonstrados na hepatite alcodlica (HILL et al.,, 1992). Isto pode
sugerir a participagio da IL- 8, a partir de estimulacfo neutrofilica que ocotre no
dano hepatico por alcool (RODRIGUEZ et al., 1995).

Mudangas dos niveis séricos de citocinas durante a evolugfio clinica da
hepatite alcoolica podem ter um importante valor prognoéstico € quanto maior ¢
mais grave a resposta imune, maior a mortalidade (RODRIGUEZ et al., 1995). O
TGE Bl (fator de crescimento ¢ transformagfo P1) inibe a proliferagio do
hepatdcito e parece ter um papel importante na estimulagio da fibrogénese pelas
células de Ito, produtoras de componentes da matriz extracelular (WEINER et al.,
1992). O TGF B1 é também um importante modulador da a¢fio de outras citocinas,
atuando como um imunossupressor (SHULL et al., 1992). O mecanismo pelo qual
o etanol estimula a sintese de TGF B1 ainda néo foi bem estabelecido (CASTILLA
et al,, 1991).

Fm muitos individuos com cirrose alcodlica nfio hé evidéncias de
antecedentes de hepatite viral, mas o alcoolismo e as hepatites B e C estlo

comumente associados (PARES et al., 1990). Em muitos etilistas, a inflamagio
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portal e/ou lobular esta fortemente associado com o anticorpo anti-HCV, mesmo

na auséncia de fatores de risco para esta infecgio (ROSMAN et al., 1993).
1.1.3 Sexo, idade e fatores genéticos

A dose de alcool capaz de promover o desenvolvimento da cirrose hepatica
¢, em média menor em mulheres (20g/dia), do que a observada em homens (40-
60g/dia) (PEQUIGNOT et al., 1978). Diferencas no metabolismo do alcool em
relacdo ao sexo tém sido deécritas tanto para o metabolismo hepético, quanto para
o gastrico (ARTHUR et al., 1984; COLE-HARDING & WILSON, 1987; MISHA
et al., 1989). Tem sido observado diminuigio da velocidade de eliminagéo,
reduciio da drea sobre a curva da concentragfio sérica de dlcool e aumento na
velocidade de eliminago durante o periodo intermenstrual, associado com o©
aumento dos niveis de progesterona, da relagio progesterona/estradiol e de
decréscimo do nivel de hormdnio foliculo estimulante (SUTKER et al., 1987). A
resposta hormonal ao etanol, no que diz respeito a prolactina e ao cortisol, também
parece ser diferente em ambos os sexos (SCHUCKIT et al., 1987; LEX, 1991).

Experimentalmente, foi observado um decréscimo linear na velocidade de
metabolizacio do etanol com o avango da idade, associado com um decréscimo da
atividade da ADH (HAHN & BURCH, 1983). No entanto, este achado nfo foi
confirmado em humanos (VESTAL et al., 1976). As mulheres tem também menor
atividade do ADH gastrico do que os homens (FREZZA et al., 1990), pelo menos
antes dos 50 anos (SEITZ et al.,1993). O consumo prolongado de etanol
esta associado com o aumento do citocromo P450 4A1 em ratos do sexo feminino,
o que parece ser menos evidente no sexo masculino (MA et al., 1993).

A variacdo interindividual na susceptibilidade dos efeitos do dlcool sobre o

figado tem sua explicacfio, também, baseada num suporte genético. Estima-se que
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entre trés etilistas tem um dos genitores etilista e o risco de se tornar etilista é de
13% comparado com 8%, quando os genitores sfo absténios (CRABB, 1994). Esta
associagdo mostra que, tanto fatores ambientais quanto genéticos sdo importantes
na génese desta condi¢fo. Muitas diferengas bioquimicas tém sido identificadas
entre etilistas, sendo que a mais significante delas € a variagfo nos genes que
codificam as enzimas que metabolizam o alcool, respectivamente a élcool- ¢ a

aldeido desidrogenase (ADH ¢ ALDH) (CRABB, 1994).
1.1.4 Toxicidade do etanol

O hepatécito contém trés vias de metabolizagdo do etanol, cada uma
localizada num compartimento subcelular diferente: a via ADH no citoplasma
(fragdo soluvel da célula), o sistema microssomal de oxidagéo do etanol (MEOS),
localizado no reticulo endoplasmaético e a catalase, localizada no peroxissomo
(LIEBER, 1994). As trés vias resultam na produgio de acetaldeido, um metabdlito
altamente toxico (LIEBER, 1994). A principal via de metabolizagdo do etanol € a
via ADH. Em condi¢des normais, cerca de 10% do alcool é metabolizado via
MEQS, mas esta via € induzida pelo uso crénico de altas doses de etanol e pode
ser responsdvel por grande parte da metabolizagdo em etilistas cronicos
{ACHORD et al., 1993). A via MEOS refere-se, especificamente ao CYP 2E1
(LIEBER, 1990), o qual ¢ induzido pelo alcool. Foi demonstrada ndo so uma alta
concentracio de CYP 2E1 na regifio centro lobular no figado de ratos, mas
também uma inducio seletiva do mesmo nesta regifio pelo etanol. Isto pode
explicar a seletividade do dano provocado pelo etanol nesta regifo (INGELMAN-
SUNDBERG et al., 1988).

0 aumento do MEOS com a ingestdio crdnica de etanol parece ser adaptativo

¢ pode levar a sérios efeitos adversos para o figado. A indugfio do citocromo P450
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pelo etanol pode contribuir para a formagfio de radicais toxicos, explicando o
aumento da vulnerabilidade de etilistas a solventes industriais como tetracloreto de
carbono (LIEBER, 1990) e a analgésicos como acetaminofen (MADDREY, 1987).
A ativagio do MEOS pode, também, explicar a susceptibilidade de etilistas
cronicos a neoplasias, o que se daria por meio da ativagio de carcinogénios
{LIEBER, 1990).

Muitos distirbios funcionais e estruturais do hepatécito, associados com a
ingestéo de etanol, podem ser resultado tanto do efeito direto, como do indireto do
acetaldeido (LIEBER, 1988; TUMA et al., 1991). O aumento do acetaldeido em
etilistas crbnicos reflete, provavelmente, tanto o aumento da produgfo, quanto a
diminuicdo do seu metabolismo pelo figado (LIEBER, 1984). Acredita-se que o
aumento da produgfo resulte da ativagio do MEOS enquanto que o decréscimo do
metabolismo do acetaldefdo reflete a diminui¢io da atividade do ALDH da
mitocondria (LIEBER, 1990). Contudo, ainda ¢ discutido se o decréscimo do
metabolismo resulta de uma supressio do ALDH mitocondrial, induzido pelo
etanol, ou se é secundario ao dano hepatico (JENKINS et al., 1984; PALMER &
JENKINS, 1985; WANG et al., 1990). Existe uma gvidéncia direta que o aumento
da produgiio do acetaldeido, associado com a ingestdo cronica de etanol, pode
alterar a fungdo mitocondrial e inibir a atividade da ALDH. Isto leva também, a
am aumento nos niveis do acetaldeido, resultando este circulo vicioso em necrose
do hepatécito (WANG et al., 1989).

Além dos efeitos do acetaldeido na mitocondria, outros efeitos adversos
sobre a fungdo hepatica tem sido descritos (LIEBER, 1988). Estes incluem as
alteracdes na reparagio do DNA e de microtibulos 0 que resulta na alteragio da
secrecdo e do transporte de proteinas (SOWELL & TUMA, 1987). Tem sido
demonstrado que o acetaldeido aumenta a peroxidagdo lipidica, a sintese de
colégeno, gera neoantigenos e se liga a proteinas do hepatécito (LIEBER, 1988).

Enquanto que alguns destes efeitos ocorrem por agdo direta do acetaldeido, a
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formagdo de complexos de proteinas com o acetaldeido e os efeitos destes sobre a
estrutura ¢ fungdo do hepatécito tem recebido considerdvel atengdo como um
possivel mecanismo de lesdo hepatica (LIEBER, 1988). Muitos estudos tem
demonstrado a presenga de anticorpos contra estes complexos no soro e no figado
de individuos com vérios graus de doenga hepatica (WORRALL et al., 1990;
NIEMELA et al., 1991; TUMA et al., 1991).

Além disto, considerdvel atengfio tem sido dada a interagfo entre a tubulina
e 0 acetaldeido, bem como aos seus efeitos na fungfo do microtibulo (TUMA et
al., 1991) e na polimerizagio da tubulina para formar microtabulos (TUMA et al.,
1991},

O acetaldeido reduz a secregdio de proteinas, podendo resultar em edema do
hepatéeito e em alteragOes estruturais e funcionais dos mesmos, isto seria um fator
que poderia contribuir para a necrose (TUMA et al., 1991).

Além de ligar-se a tubulina e a actina (SOWELL & TUMA, 1987), o
acetaldeido pode formar complexos com o citocromo P450 2E1 (BEHRENS et al.,
1988: LUCAS et al, 1990), com a calmodulina (JENNET et al,, 1989}, com a
RNAse (MAUCH et al., 1987), com o pré coldgeno tipo I (TUMA et al., 1991) e
com a glicose 6 fosfato desidrogenase (MAUCH et al., 1985).

Alguns estudes indicam que o acetato, produto da oxidagéo do acetaldeido,
¢ capaz de afetar a lipogénese, a cetogénese e a gliconeogénese, produzindo
esteatose hepatica (LIEBER, 1984).

Durante a oxidacfio do etanol, o NADH ¢ gerado como resultado da
transferéneia de hidrogénio para o NAD". O potencial redox alterado, indicado
pele aumento da média NADH/NADY', pode produzir mudancas no fluxo e no
metabolismo de vérios substratos (LIEBER, 1980), como por exemplo, o0s
lipideos, os carboidratos, as proteinas e o 4cido urico. Estas alteragdes produzidas

pelo redox tem sido associadas ao desenvolvimento de acidose latica, de cetose e

de hiperuricemia (KREISBERG et al.,, 1971; LIEBER, 1980; LIEBER, 1984);
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contudo, com a ingestdo crénica de etanol, estas alterages parecem atenuar-se,
sendo isto mediado, possivelmente, pelo sistema MEOS (LIEBER, 1984).

O etanol leva a profundas anormalidades no metabolismo lipidico, o que
pode ter um papel no desenvolvimento da esteatose hepatica (GOLDBERG et al.,
1989). Isto deve-se, em parte, ao fato de que o etanol € o principal combustivel
para o figado, diminuindo a oxidagfo lipidica (SHELMET et al., 1988). O
potencial redox alterado aumenta o o glicerofosfato, o que favorece o aumento de
trigliceridecs. O etanol aumenta, também, a velocidade de formago de
triglicerideos, estimulando enzimas envolvidas em sua sintese, e altera o
metabolismo do colesterol. A proliferacdo do reticulo endoplasmaético, sitio da sua
sintese, pode explicar o aumento visto na ingestdo crénica de etanol (LIEBER,
1984).

Os efeitos do etanol sobre o metabolismo proteico incluem o aumento de
sintese, o decréscimo na degradagfo e na secrecdio, o que provoca acimulo de
proteinas, resultando clinicamente em hepatomegalia (MATSUDA et al,, 1991;
DONAHUE et al., 1991).

A deposigio de colageno no espago de Disse e ao redor dos hepatocitos €
um importante achado morfolégico associado ao desenvolvimento da fibrose
hepatica induzida pelo alcool (LIEBER, 1984). As células de Ito sdo responsaveis
pelo aumento da sintese de coldgeno associado ao desenvolvimento da fibrose
hepatica induzida pelo etanol (TSUKAMOTO et al.,, 1990). A sintese de colageno
pelas células de [Ito requer que as mesmas sejam ativadas (FRIEDMAN, 1990;
SHIRATOTI, 1986). Possivelmente, a formacio de complexos com o acetaldeido
¢ necessaria para a estimulacdo da sintese de colageno (CASINI et al., 1991). “

Consideravel interesse tem sido dado ao papel das citocinas, como
moduladores da ativagio das células de Ito e da sintese de colageno (WEINER et
al., 1990; MATSUOKA & TSUKAMOTO, 1990). Por exemplo, o TGF f§ 1

aumenta o RNAm pré-colageno e o contettdo do mesmo nas células de Ito ativadas
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(WEINER, 1990). Outras citocinas, como a interleucina le o fator de necrose
tumoral o, estimulam a proliferagio das células de Ito (FRIEDMAN, 1990).
Qutros fatores importantes na indugdo da sintese do coldgeno ou na sua ativagdo,
na doenga alcoolica, incluem os fatores imunolégicos (SCHNABEL et al., 1991), a
hipoxia hepatica induzida pelo etanol (FRIEDMAN, 1990), a deficiéncia
nutricional (RAYSSIGUIER, 1985) e as alteragdes na matriz pericelular
(FRIEDMAN, 1990).

Acredita-se que a peroxidagdo induzida pelo etanol resulte tanto no aumento
da produgio de radicais livres quanto em alteragSes no mecanismo antioxidante
(SHAW & JAYATILLETE, 1992). Os mecanismos propostos para a geragdo de
radicais livres durante o metabolismo do etanol envolvem a participagdo do
citocromo P450 2E1, da NADPH P450 redutase (REINKE et al., 1990), da cadeia
respiratéria (KAMIMURA et al., 1992), da xantina oxidase (KATO et al., 1990}, e
da aldeido oxidase (SHAW & JAYATILLETE, 1990; SHAW & JAYATILLETE,
1992).

Assim como outras fungdes hepaticas essenciais, a regeneragfio hepatica é,
também, alterada pelo etanol, o que contribui para o desenvolvimento da doenga
hepatica alcodlica (DIEHL et al, 1990) por mecanismos  desconhecidos
(FAUSTO ET AL., 1989; MICHALPOULOUSS, 1991).

O espectro patoldgico da lesdo hepética provocada pelo éleool inclui a
esteatose hepdtica, a hepatite alcodlica e a cirrose, que podem coexistir em um
mesmo paciente (WOODS et al., 1993).

O reconhecimento e o tratamento da hepatite alcodlica, uma leséo
potencialmente reversivel, € um importante aspecto da doenga hepatica alcodlica
(ACHORD, 1993).

Os sinais e sintomas da hepatite alcodlica podem variar desde leves ate a
descompensagdo hepatica (ictericia, ascite, hipertensfio portal e encefalopatia

hepéatica). As alteragdes laboratoriais desta condi¢do incluem a leucocitose, e em
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alguns casos, leucopenia, anemia, alargamento do tempo de protrombina e
elevagiio das enzimas hepéticas, incluindo AST (aspartato aminotransferase), ALT
(alanino aminotransferase), fosfatase alcalina e bilirrubinas. A razdo AST/ALT
superior a 2,0 é comum em pacientes com hepatite alcodlica (WOODS, 1993). O
diagnéstico histolégico da hepatite alcodlica requer trés achados essenciais: lesdo
do hepatécito, infiltrado inflamatorio e fibrose. Corpasculos de Mallory,
agregados eosinofilicos de material proteindceo denso de localizagio peri nuclear,
s#io freqiientemente encontrados nestas células (TAKAHASKI et al, 1987). A
deposi¢do de tecido fibroso ocorre, inicialmente, ao redor da veia cenirolobulare a
obliteragio das mesmas pode ocorrer quando a fibrose ¢ intensa, podendo levar a
hipertensiio portal pos sinusoidal e ascite, antes do desenvolvimento da cirrose
(CAULET et al., 1989),

A cirrose hepitica caracteriza-se por dano generalizado, com formagdo de
nédulos de regeneragio e de fibrose, o que a distorgfio da a arquitetura hepética.
Secundarias a estas alteragdes anatOmicas, existem as alteragOes funcionais e os
distarbios hemodinimicos (GREENWEL et al., 1994). Em geral, o paciente
procura assisténcia médica em conseqiiéncia dos sintomas e sinais de
descompensagfio. Achados laboratoriais comuns incluem o aumento dos niveis
séricos das bilirrubinas, da gamaglobulina, da fosfatase alcalina e das
transaminases, albumina reduzida, anemia normocrdmica e normocitica leve, ou,
as vezes, do tipo macrocitico, leucéeitos ¢ plaquetas reduzidos devido ao
hiperesplenismo e tempo de protrombina prolongado (ROSMAN & HIELER,
1994},
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1.2 Doenca hepatica por hepatite C

A hepatite C, anteriormente classificada no grupo das “nfio-A, ndo-B”
(MISHIRO et al., 1990), é causada por um virus (HCV) pequeno (30 - 38 nm de
didmetro), pertencente a familia Flaviviridae, contendo uma molécula de RNA de
cadeia simples no seu niicleo e um envelope lipidico. O genoma do HCV possui
uma larga regifio de 9.300 a 9.500 nucleotideos que codifica as informagdes
geneticas para replicagio viral. Esta regifio codifica, também, poliproteinas que
posteriormente sofrem clivagem. O produto de clivagem das poliproteinas
estruturais constitui o core e o envelope, enquanto que a clivagem das
poliproteinas ndo estruturais produz as enzimas protease, helicase e RNAase
{RNA polimerase).

O genoma do HCV possui regides mutdveis (NS2, El e E2), outras
relativamente estaveis (C, NS3, NS4 e NS5) e duas regifes terminais, 5’ e 3’
Alguns segmentos estruturais e ndo estruturais podem desencadear a produgfo de
anticorpos. Dentre os antigenos ja descritos encontram-se o ¢22-3 (antigeno
estrutural, cuja codificagio se situa no genoma préximo a extremidade 5
terminal), 0 ¢33-c {(antigeno ndo estrutural) e o ¢100-3 (antigeno nfo estrutural).
Muitas vezes, os antigenos ¢33c e ¢l100-3 sfo considerados conjuntamente e
recebem a denominago de c200 (BROWN, 1995).

O HCV pode ser classificado em diversos gendtipos com base nas variages
da seqiiéncia de nucleotideos (OGATA et al,, 1991). Ao menos seis diferentes
genotipos sdo distinguidos (1 - 6), sendo que cada um compreende varios
subtipos (a, b, ¢, etc...) (SIMMONDS et al., 1993). A distribuicio dos genotipos
do HCV varia de pais para pais. Na Europa e nos Estados Unidos, os subtipos
HCV 1a, 1b, 2a, 2b e 3a sio abundantes, enquanto que no Japfio os subtipos Ia e

3a sfo virtualmente inexistentes, O gendtipo 4 é comum no norte da Africa e os
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tipos 5 ¢ 6 tém sido identificados em amostras obtidas no sul da Africa e em Hong
Kong respectivamente (DUSHEIKO ET AL, 1994). A associagdo entre
gendtipos/subtipos do HCV e niveis de viremia, com caracteristicas demograficas,
bioquimicas, histolégicas e os dados da gvolugdo clinica de pacientes com
infecgdo cronica é conflitante (SILIN] et al., 1995).

A hepatite C possui, como caracteristica marcante, a alta freqiléncia de
evolugiio para a doenga crénica apos a infecclio aguda, o que atinge em média,
50% a 62% dos casos (ALTER et al., 1992; KORETZ et al., 1993). Dos individuos
com infeccdo aguda, 40% possuem historia de exposicio parenteral (transfusfio de
derivados de sangue, uso de drogas injetaveis, hemodialise, acidentes perfurantes
com agulha), sendo o meio de transmissdo sexual controverso (KAUR et al,
1996). A hepatite C crbnica, mesmo que assintomatica em seu curso clinico,
evolui para cirrose em aproximadamente 20% dos pacientes apés 10 anos (DI
BISCEGLIE et al, 1991; KIYOSAWA et al, 1990) e para carcinoma
hepatocelular (HCC) em 3% dos casos (COLOMBO et al., 1991).

Mecanismos diretos relacionados a citopatogenicidade do HCV (YUKI et
al., 1993) e indiretos, relacionados & resposta imune celular (SCHEUER et al,,
1992), sfo aceitos como as principais causas de lesfio, seguida de morte
hepatocelular. Isto precipita outra seqiiéncia de eventos inflamatorios capazes de,
pela falta de resolucdo ou desequilibrio (deﬁnidos entre fendmenos citotoxicos
agressivos e fatores inibitorios contedores do processo), aumentar o tempo de
doenga que caracteriza sua cronificagdo.

Os linfécitos T citotdxicos CD8" (CLT) sfio células envolvidas na
imunopatogenicidade induzida pelo HCV, atuando contra as proteinas virais
expressas na superficie das células alvo (hepatécitos), o que resulta em lise das
mesmas. Contudo, sua resposta é dependente das células T CD4’, conhecidas
como linfacitos T helper, as quais possuem papel fundamental na indugfo da

resposta anti-viral. A heterogenicidade nos clones de células T CD4", ¢
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reconhecida pelos diferentes padibes de citocinas produzidos, ou seja, THI,
produtores de interferon gama (IFN gama) ¢ interleucina 2 (1L-2), e clones TH2,
produtores de 1L-4, 1L-10 e 1L-13, envolvidas na resposta humoral. Embora nao
seja completamente conhecido como a resposta inflamatoria  define-se por
determinado clone,. ha forte indicio de que o fendmeno ocorra durante a
apresentagio do antigeno. A experiéncia demonstra que a resposta THI € o
paradigma da resposta imune celular eficaz, com produgdo predominante de
interferon gama, reforgando a fungéo bactericida dos macréfagos; do mesmo modo
as citocinas com poder antiviral e citotoxico tipo TNF alfa, so produzidas em
grande quantidade. A resposta TH2 podera apresentar-se no decorrer do processo
infeccioso, 3 medida que a doenga se estenda para a cronicidade, produzindo uma
resposta imune celular menos eficaz, com produgdo de citocinas consideradas
atualmente antagonicas ao FNT alfa e ao IFN gama, como por exemplo, 1L-4 e IL-
10 (BATTEGAY, 1996; CACCIARELLI et al., 1996).

A resposta inflamatéria implica na produgio de outras citocinas
imunossupressoras, entre as quais destacase a TGF B. Seu predominio na resposta
inflamatéria desviara o equilibrio inflamatério para o lado nfo regenerativo,
agravando a perda de hepatécitos, que €, por outro lado, seguida pelo aumento da
resposta das células de Ito e miofibroblastos (SANDERSON et al., 1995).

O escape imune ¢ uma teoria atrativa que explica o alto grau de seqiiéncia
varidvel do envelope e a infecgfio naturalmente persistente do HCV, através das
mudangas nos genes E1 e E2. A alterago na antigenicidade do virus permitiria um
escape aos anticorpos neutralizantes. Neste modelo, a replicagfio viral continua é
uma competicdo entre a diversificagio do HCV e o esforgo do sistema imune do
hospedeiro em responder a estas mudancas { WEINER et al., 1992).

A citélise, que ocorre no curso do processo inflamatério, expde a face
citoplasmatica da membrana do reticulo endoplasmatico, que contém o citocromo

P450. Parece possivel que linfocitos ativados, de maneira ainda desconhecida,
Introdugio I5




reconhecam o citocromo P450 e que este mecanismo imunologico tenha
participagdo na progresso da doenga (WAXMAN et al.,, 1988). A metade dos
casos de hepatite crénica com a presenga de anticorpos anti microssomal contra
figado e rins (anti-LKMI - marcador da hepatite autoimune tipo 2 ), séo
associados a presenga da infecgfio pelo HCV (FUSCONI et al., 1990} ¢ o processo
de autoimunidade pode ser conseqiiéncia da infecgfio viral. Recentemente, foi

demonstrado que o anti-LKM]1 direciona-se contra o CYP 2D6 (LUNEL et al,,
1992). Na infecgio pelo HCV encontra-se, também, o anti-GOR, um auto-

anticorpo, que reflete a autoimunidade induzida pelo HCV (MICHAEL et al,,
1992). Por outro lado, anticorpos anti-HCV tem sido encontrados na doenga
hepatica autoimune (FUSCONI et al., 1990). Anticorpos anti-GOR e anti-LKM1
contribuem para melhor diferenciar as hepatites cronicas, um achado que pode ter
implicagdes terapéuticas (MICHEL et al., 1992). |

As alteraches histopatologicas na hepatite C incluem as lesfes
necroinflamatérias, as vezes com formacdo de foliculos linfoides e de fibrose
perivenular e pericelular (BEDOSSA et al,, 1996). O “periodo de laténcia” da
hepatite C, antes da descompensacdo cirrdtica, € de, pelo menos, 10 anos e a
maioria dos individuos s@o assintomaticos, ou possuem sintomas inespecificos
neste periodo (KORETZ et al., 1993).

Entre os métodos utilizados para a pesquisa do HCV temos o de ELISA
(ensaio imunoenzimatico}, o RIBA (ensaio de imunoblotting recombinante) e o
PCR (reagdo em cadeia da polimerase). O primeiro antigeno que foi utilizado para
a pesquisa do anti-HCV, por técnica imunoenzimaética (¢100-3), apresentava 20%
de sensibilidade e cerca de 50% de especificidade. Com este ensaio, verificavam-
se reagbes falso-positivas em algumas situagbes, como nas hepatites autoimunes,
na doenca hepdtica alcodlica, nas doengas reumaticas ou nas paraproteinemias.

Nos testes de segunda geracdo foram acrescentados o ¢22¢ e 6 ¢33c, tornando o
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teste mais sensivel (50 a 90%) e es?eciﬁco (80%). O método RIBA, utilizando
varios antigenos, estruturais e nao estrututais do HCV, eleva a especificidade do
teste a niveis superiores a de 90%. O PCR ¢ o teste que permite a identificagfio do
RNA do HCV, apos amplificagio, com sensibilidade acima de 90% ¢
especificidade de 100% (BRADLEY, 992; BROWN, 1995).

Considerdvel controvérsia existe com relagdo a0 estado de portador sadio
(PRIETO et al., 1995). Foram encontradas alteracBes histologicas em doadores de
sangue anti-HCV positives, com HCV RNA presente no soro € com nivets
normais de ALT, sugerindo a inexisténcia do estado de portador sadio (TANAKA
et al., 1991). A resolugéo das anormalidades bioquimicas pode ndo evidenciar a
resoluciio da doenga (YOUSUF et al., 1992), e sio indicadores pouco sensiveis da
severidade da lesdo histologica (DI BISCEGLIE et al., 1991).

O fato de que a hepatite C é a forma mais comum de doenga hepatica em
muitos paises € possuir evoluclo, na maioria das vezes, silenciosa, torna-se
necessario, a existéncia de um teste para caracterizar os individuos de risco para 0

desenvolvimento de doenga hepatica cronica (KAUR et al., 1996).
1.3 Citocromo P450

Os citocromos P450 constituem uma familia de hemoproteinas, localizadas
na membrana do reticulo endoplasmatico (COLIN et al.,, 1992). S0 classificados,
com base na seqliéncia homologa de aminoacidos, em familias (designadas por
nfimeros ardbicos ex: CYP 1, CYP 2.} e subfamilias (designadas por letras
maiasculas ex: CYP 2A, CYP 2B..). Membros de diferentes familias do citocromo
taém menos de 35% de semelhanga entre as seqliéncias de aminoacidos, porém
aqueles de diferentes subfamilias possuem entre 35% a 65% de semelhanga.

Componentes individuais de uma subfamilia tém mais de 65% de semelhanga ¢
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sdo designadas por niimeros ardbicos (ex: CYP 2Al, CYP 2A2..) (NERBERT et
al., 1991).

Os citocromos P450 sfo enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo de
esterdides, 4cidos graxos, prostaglandinas, leucotrienos, aminas biogénicas
{compostos endégenos), drogas e carcinogénios quimicos (compostos exogenos).
Representam a classica “fase 1” do metabolismo, onde o substrato é oxigenado
{(NERBERT et al., 1987).

As reacgbes de oxidaglo requerem a hemoproteina do citocromo P450, a
NADPH citocromo P450 redutase, o NADPH e o oxigénio molecular (NERBERT
et al,, 1987). O substrato xenobibtico reage com a forma oxidada (Fe'") do
citocromo P450 para formar um complexo enzima-substrato. A citocromo P450
redutase aceita um elétron do NADPH que, por sua vez, reduz o complexo
oxidada citocromo P450-xenobidtico; este, por sua vez, reage com o oxigénio
molecular e com um outro elétron do NADPH, doado através da mesma
flavoproteina redutase para formar um oxigénio ativado. Nas etapas finais desta
reacio, um 4tomo de oxigénio € liberado como H,O e outro ¢ transferido para o
substrato. As biotransformacOes oxidantes, catalisadas pelas monooxigenases do
citocromo P450, incluem a hidroxilagio da cadeia aromatica bilateral, a N-
oxidacdo, a sulfoxidagio, a N-hidroxilagdo, a desaminacdo, a desalogenizaglo e a
dissulfuraco. Intimeras reagdes redutoras também sdo catalisadas por enzimas do
citocromo P450, geralmente, em condigdes de baixa tensdo de oxigénio
(NERBERT et al., 1987).

No figado humano, foram identificados ao menos 12 enzimas do sistema
citocromo P450 (NERBERT et al,, 1991), sendo que cada uma delas ¢ codificada
por um Gnico gene (WATKINS, 1990). Cada enzima do citocromo P450 possui
um (nico sitio de ligagdo com o substrato ¢ um mesmo citocromo P450 pode
metabolizar varias drogas. Isto pode gerar competico entre duas ou mais drogas

para a oxidag3o pela mesma enzima, o que pode diminuir o metabolismo de um
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dos agentes (MURRAY, 1992). Os membros das familias CYP 1, 2 e 3 sdo 08
predominantemente envolvidos com o metabolismo de drogas em humano, € sua
expressio é modulada por horménios, citocinas, fatores genéticos, bem como pode
ser afetada por diferentes doengas (GEORGE et al., 1995).

O polimorfismo genético mais comum associado ao metabolismo oxidante
de drogas & o da debrisoquina (MURRAY, 1992). A deficiéncia da atividade da
debrisoquina oxidase reflete uma ou mais mutagbes no gene do CYP 2D6.
Atualmente, sabe-se que pumeros crescentes de agentes cardiovasculares,
psicoativos e derivados da morfina sdo substratos do CYP 2D6 (MURRAY,
1992).

As enzimas do sistema citocromo P450 podem sofrer inducfo, determinando
maior velocidade de biotransformagio ou inibigdo, o que pode resultar em niveis
elevados do farmaco original e maior incidéncia de toxicidade da droga. O etanol e
2 isoniazida induzem o CYP 2E1 (RYAN et al., 1986) e aumentam a toxicidade ao
acetaminofen (MURPHY et al, 1990). A ciclosporina, a eritromicina e o
cetoconazol competem pela ligagdo e metabolizacio pelo CYP 3A, sendo o
mesmo induzido pela rifampicina e por esterdides (WATKINS, 1990). O
omeprazol ¢ também um agente que induz o CYP 1A (DIAZ et al., 1990). Estas
interacBes entre drogas e o CYP podem ser relevantes para a biotransformagio de
procarcinogénios, de carcinogénios e de muitas drogas (HUMPHRIES, 1991}

Mecanismos imunolégicos envolvendo o sistema citocromo PA50 podem,
também, estar relacionados com reagdes idiossincrasicas a drogas (BEAUNE et

al., 1987) e com dano ao hepatéceito (LOEPER et al., 1990).

Introdagio 19



1.4 O metronidazol

N N
/ >\ / >\
ON CH, ON CH,0H
) i
CH,-CH,-OH CH,-CH,-OH

Metronidazol Hidroximetronidazol

O metronidazol [1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol] € um derivado
nitroimidazélico, introduzido na prética clinica, para o tratamento de infeccBes por
Trichomonas vaginaglis em 1959, E eficaz, também, no tratamento de outras
infeccdes parasitarias, como as causadas por Entamoeba histolytica (POWELL et
al,, 1966} e por Giardia lamblia (KHAMBATTA, 1971). A atividade do
metronidazol contra bactérias anaerdbias foi reconhecida em 1962 (SHINN,
1962), sendo que, dentre estas bactérias, os géneros Bacterioides, Clostridium e
Helicobacter, parecem ser particularmente sensiveis (JOHNSON, 1993).

0O mecanismo de aglo dos nitroimidazdis reflete-se na toxicidade seletiva
a0s microorganismos anaerodbios ou microaerdfilos e para células andxicas ou
hipéxicas (DOCAMPQ, 1990; JOHNSON, 1993). Logo que o farmaco se difunde
nas células, o grupamento nitro aceita elétrons das proteinas de transporte de
elétrons com potenciais redox negativos suficientemente baixos, como por
exemplo, as flavoproteinas nas células mamiferas e as ferredoxinas, ou os
respectivos equivalente nos protozoarios ¢ nas bactérias. No primeiro caso uma

nitro redutase catalisa a reagéo do radical flavina com o composto nitro; no Gltimo
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caso, a reducio ¢ catalisada pelos complexos ferro-enxofre. A fonte de elétrons
para a redugBo pode ser um dos substratos reduzidos enddgenos, como a
dicotinamida adenina dinucleotidio fosfato reduzido (NADPH) ou o sulfeto. A
atividade antimicrobiana do metronidazol resulta, provavelmente da formacso de
- intermediarios labeis, quimicamente reativos, formados durante a redugdo dos
quatro elétrons do grupo nitro & hidroxilamina correspondente (DOCAMPO,
1990). A formagfio e o desaparecimento do anion radical nitro, produto da redugio
de um elétron tanto pelos Trichomonas inté.ctos como pelos extratos livres de
células, foram bem demonstrades. Os passos moleculares pelos quais estes
intermedidrios destroem as células nfo foram elucidados, mas, provavelmente,
envolvem reagOes com macromoléculas celulares como o DNA, as proteinas e as
membranas. Um trabalho inicial estabeleceu que o metronidazol inibe a sintese do
DNA no T. vaginalis e no Clostridium bifermentans e provoca a degradacio do
DNA existente neste Oltimo microorganismo. Estudos subseqiientes com DNA de
mamifero indicam que o metronidazol reduzido compromete a estrutura helicoidal
do mesmo, com rompimento do filamento e comprometimento funcional. Estas
descobertas sBo consistentes com os efeitos antimicrobianos e mutagénicos do
metronidazol e com a sua capacidade de potencializar os efeitos da radiag¢fo nas
células tumorais hipoxicas (DOCAMPO, 1990; JOHNSON, 1993). Entretanto, ndo
existem evidéncias de que doses terapéuticas do metronidazol proporcionem
qualquer aumento significativo de risco de cincer em pacientes humanos (LAU et
al., 1992},

O metronidazol atinge concentragdo sérica méxima de 20 - 25ug/ml, com
dose de 7,5 mg/kg, quando administrados por via intravenosa. E absorvido em
80%, uma hora apds a administracio oral, sendo que o seu pico sérico, de
aproximadamente 6,0 pg/ml, ¢ obtido apés uma dose oral de 250 mg (MC
GILVARAY et al,, 1978). O metronidazol € metabolizado no figado pelo sistema

citocromo P450 (LOFT et al,, 1991), dando origem a dois metabolitos principais:
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o hidroximetronidazol, que pﬂossui cerca de 65% da atividade farmacoldgica do
metronidazol, e um derivado acético inativo (HALLER, 1982; O’KEEFE ET AL,
1982). A excregdo dos metabolitos ocorre por via renal (60 a 80% do total da
dose) e fecal (6 a 15% do total da dose). A glucuronidagfio e a excreglo da droga
in natura sfo vias de eliminagfo menos importantes (ROSENBLAT &
RANDALL, 1987).

O metronidazol foi proposto para ser empregado em um teste funcional para
o estudo do citocromo P450; porém, observou-se que diferentes cifocromos s80
responsaveis pela sua metabolizagio e os especificos nfo foram ainda bem
identificados (LOFT et al., 1991). Substratos de uma mesma enzima, atuando de
maneira competitiva, ou inibidores especificos de citocromos P430 sdo utilizados
para mapear os mesmos (BOOBIS & DAVIES, 1984). Antipirina, cimetidina,
cafeina, teofilina, mefenitoina, tolbutamida, quinidina, acetona, nifedipina, ndo
inibem ou inibem muito pouco a formagdio do hidroximetronidazol pelos
microssomos hepaticos (LOFT et al., 1991). O propranolol inibe a velocidade de
hidroxilacdo em 70%, e a fenacetina inibe a hidroxilagiio do metronidazol de
maneira competitiva, com isso conclui-se que os citocromos (CYP) 1A2, 2C9,
2C10, 2D6, 2E1 e 3A3 ndo contribuem significativamente para a hidroxilagdo do
metronidazol em humanos (LOFT et al., 1991).

Recentemente, a farmacocinética do metronidazol foi estudada em pacientes
com diversos graus de cirrose hepatica ¢ os resultados mostraram que seu
metabolismo reduziu-se progressivamente com a piora da hepatopatia

(MUSCARA et al., 1995).
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1.5 Testes quantitativos para avaliagdo da fun¢iio hepatica

A determinagdo do clearance hepatico de uma variedade de xenobidticos
temn sido utilizado para avaliar o metabolismo de drogas, medir a perfusdo
hepética, determinar o prognéstico de diversas doengas do figado, bem como
verificar a resposta ao tratamento (JURG REICHEN, 1995).

A bromossulfaleina é um corante rapidamente removido da circulagdo pelo
figado e excretado na bile. Foi introduzido em 1924 e utilizado até por volta de
1970 para detectar disfungfio hepatica na auséncia de ictericia, bem como para a
determinacfio do fluxo sangiiineo hepatico. Contudo, seu alto custo ¢ seus efeitos
colaterais limitaram a sua aplicabilidade (HACKI et al., 1976).

O verde de indocianina, €, também, um corante excretado inalterado na bile
{CHERRICK et al., 1960). A determinag¢fio de seu clearance sistémico tem sido
ptilizada hd muitos anos como um teste de fungfo hepitica (BRODY &
LEICHER, 1979). Devido 4 sua média de extracfo elevada, pode ser utilizado
como um marcador de fluxo hepatico (CAESAR et al,, 1961). Sua extracdo média
encontra-se diminuida em pacientes com cirrose hepética (SKAK & KEIDENG,
1987). |

A determinacio do clearance da antipirina (fenazona), introduzida como um
teste farmacolégico em 1950 (BRODIE & AXELROD, 1950), foi um dos
primeiros testes utilizados por hepatologistas para quantificar a reserva funcional
hepdtica na doenga crdnica do figado (.BRANCH et al., 1974; ANDREASEN et
al., 1974). O metabolismo desta droga € complexo e sabe-se que diferentes
enzimas do sistema citocromo P540 estdo envolvidas, dentre elas CYP 1A2,
CYP2C e CYP 3A (DANHOF et al, 1982). Tem sido demonstrado o valor
prognostico do teste da antipirina nas ictericias obstrutivas (NAZARETH et al,,

1990} e na avaliagfo da capacidade de novas drogas em inibir ou induzir o sistema
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de morioxigenases (DANHOF et al., 1982). Porém, esta caracteristica constitui
uma desvantagem para seu uso como prova de fungio hepatica, visto que muitos
compostos endogenos ¢ xenobidticos alteram seu clearance (JURG REICHEN,
1995), |

A aminopirina {aminofenazona), utilizada.. para estudo do metabolismo
oxidativo hepatico, era, inicialmente, administrada por via oral, mais tarde iniciou-
se a administracio endovenosa, e ultimamente, o teste respiratério tornou-se o
mais freqlientemente utilizado; porém, assim como a fenazona, seu clearance
reduz-se somente na doenga hepatica grave (MONROE et al., 1980).

A determinacfo do clearance salivar (JOST et al,, 1987}, o teste respiratdrio
(KOTAKE et al., 1982), ou a medida dos niveis em jejum (WAHLLAENDER et
al., 1985) de cafeina, t8m sido propostos para avaliar a capacidade de
metabolizacfo hepatica de drogas. Teoricamente, as vantagens destas proposigdes
incluem o fato de constituirem testes de baixo custo, nfo exibirem efeitos
colaterais nas doses utilizadas, e de ser a cafeina completamente absorvida apés a
sua administragio oral; porém seu uso é limitado pelo fato do clearance de cafeina
encontrar-se induzido em tabagistas (KOTAKE et al., 1982), depender da dieta
(JUAN et al., 1986) e exibir cinética dose dependente (CHENG et al., 1990).
Apesar do clearance de cafeina encontrar-se diminuido na cirrose hepatica
(DESMOND et al., 1980), isto néo diferencia pacientes com doenga hepatica ndo
cirrotica de individuos sadios (RENNER et al., 1984). O metabolismo da cafeina
envolve o CYP 1A1 (DESMOND et al., 1980).

O clearance de lidocaina, ¢ mais recentemente, a formacio do seu principal
metabdlito, a mono-etil-glicina-xilidida (MEGX) tm sido utilizados como testes
quantitativos de func¢do hepatica (OELLERICH, et al. 1989). A redugfo em sua
velocidade de extraglo nfo resulta somente de “shunt porfo sistémico”, mas,
também, de redugfo da atividade metabolica (COLLI et al., 1988). A enzima

primariamente responsavel por seu metabolismo é o CYP 3A4 (BARGETZI,
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1989}. O clearance desta substincia encontra-se aumentado em tabagistas (HUET
& LELORIER, 1980), relaciona-se com a idade em pacientes com doenga hepatica
(PRITCHARD, 1994) e parece haver diferengas entre sexos, que se acentua-se
com o uso de contraceptivos esteroidais (OELLERICH et al., 1994).

A galactose tem sido utilizada, hé muitos anos, como marcador quantitativo
da funcéo hepatica, estando relacionada a fungdo citosdlica (TYGSTRUP, 1963) e
sendo utilizada na medida do fluxo sangiiineo hepatico (HENDERSON et al.,
1982). Este composto nfio se liga a.proteinas plasmaticas, ¢ metabolizado pelo
figado por fosforilagfio ¢ tem seu acesso livre ao espago de Disse (GORESKY et
al., 1973); contudo, a ocorréncia de significante eliminagfio extra hepatica tem
sido sugerida (KEIDING, 1988), e além disto, sua elimina¢cfo encontra-se
prejudicada em individuos heterozigotos para galactosemia (SITZMANN et al.,

1976), o que pode associar-se a resultados falso-positivos.

ElevagOes dos nivels séricos de AST e ALT nfio refletem a gravidade da
doenca hepatica, e a bilirrubina serica, albumina e tempo de protrombina podem
estar normais nos individuos que ainda ndo desenvolveram, ou apresentam-se em
estagios iniciais de cirrose hepatica (SCHIFFMAN et al., 1994), Testes dindmicos
de fungdo hepatica tém sido utilizados para complementar os testes bioguimicos
convencionais em pacientes com cirrose. Contudo, estes testes ndo se alteram na
_presanga'de lesGes histologicas minimas (SHIFFMAN et al,, 1994). Por isso, ha
necessidade do desenvolvimento de um teste para a detecglo precoce de
individuos susceptiveis ao desenvolvimento ou agravamento da doencga hepatica, o
que pode ter implicagdes, também, no que diz respeito a introdugdo precoce da

terapéutica, visando diminuir a progressdo da doenga e das suas complica¢des.
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2. Objetivos




Avaliar a razdo hidroximetronidazol/metronidazol no plasma de individuos
com doenca hepética associada ao lcool (hepatite alcodlica e cirrose hepitica), e
ao virus da hepatite C (portadores assintomaticos e hepatite cronica), apés
administragiio venosa de dose Unica do metronidazol, fim de comparar o grau de

disfuncdo hepética com o metabolismo da droga.
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3. Materiais e
Metodos




3.1 Selecio de pacientes e de voluntarios

Pacientes e voluntdrios sadios assinaram um termo de esclarecimento ¢
consentimento previamente ao estudo. O protocolo clinico foi aprovado pelo
Comité de Btica Médica do Hospital Universitario Sdo Francisco. O estudo foi

realizado de acordo com a Declaragio de Helsinki.

Os individuos estudados, para serem classificados nos diversos grupos,
foram submetidos a avaliagfio clinica, e a uma avaliagdo complementar que inclui:
dosagem de glicemia, uréia, creatinina, transaminases (AST, ALT), fosfatase
alcalina, gama GT, colinesterase, bilirrubinas totais, proteinas totais, albumina,
4cido (rico, sédio, potassio, cloreto, hemoglobina, hematocerito, contagem total e
diferencial de células brancas, velocidade de sedimentagdo eritrocitaria, sorologias

para hepatites B e C, exame de urina e protoparasitologico.

. Voluntarios sadios - participaram do estudo, doze voluntarios do sexo

masculino, os quais eram estudantes e funcionarios do Hospital Universitario S&o
Francisco. Possuiam idade entre 19 e 48 anos (média 29,8 + 3,1), peso corporal
entre 60 e 96 Kg (média 74,6 + 3,7), altura entre 160 ¢ 180 c¢m {média 1723 +
2.2). Os mesmos ndo apresentavam historia de etilismo nem sinais ou sintomas
evidentes de doencas cardiaca, hepatica, renal, pulmonar, neuroldgica,
gastrointestinal, hematologica ou psiquidtrica, além do que, apresentavam oS

exames complementares dentro dos limites da normalidade.

- Pacientes com cirrose hepatica por ilcool - Participaram deste grupo,
vinte e seis pacientes, os quais apresentavam historia de etilismo cronico, testes

sorologicos negativos para hepatites B e C, com quadro clinico, laboratorial e
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ultrassonografico compativel com o diagnéstico de cirrose hepatica. Estes
pacientes foram classificados de acordo com Child-Pugh (INFANTE-RIVARD et
al., 1987) em: A - nove pacientes do sexo masculino com idade entre 35 ¢ 64 anos
(média 46,4 + 3,6), peso corporal entre 50 e 87 Kg (média 68,5 + 3,9), altura
entre 152 ¢ 171 cm (média 162,4 + 2,9), B - nove pacientes do sexo masculino
com idade entre 25 e 70 anos (média 45,5 + 6,1), peso corporal entre 38,5 e 102
Kg (média 71 + 7,0), altura entre 157 e 185cm (média 169,7 + 2,7), C - oito
pacientes do sexo masculino com idade entre 34 ¢ 61 anos (média 48,6 + 3,0),
peso corporal entre 45 e 74,5 Kg (média 60,3 + 3,3), altura entre 150 ¢ 175 em
{media 166,4 + 1,8).

- Pacientes com hepatite alcodlica - vinte e trés pacientes do sexo

masculino, com idade entre 18 ¢ 64 anos (média = 40,5 + 2,4), peso corporal entre
53 ¢ 113 Kg (média = 67,6 + 3,1), altura entre 155¢ 182 cm (média 168,1 + 1,5)
com testes sorologicos negativos para os virus das hepatites B e C, com histdria
de etilismo e alteracdes clinicas e Iaboratoriais compativeis com o diagnostico de
hepatite alcodlica, estudados em quadro de abstinéncia ou de intoxicagao,

participaram deste grupo.

- Portadores assintomaticos _do HCV - quatorze individuos do sexo

masculing, com idade entre 18 e 76 anos (média 35,3 + 3,9) e peso corporal entre
58 e 80 Kg (média 70,3 + 2,0), altura entre 162 ¢ 182 cm (média 170,6 + 1,6)
foram selecionados entre os doadores de sangue atendidos no Banco de Sangue da
Universidade Sdo Francisco (Hemocentro - HUSF), no periodo de 1993 a 1996 ou
encaminhados de outros servigos para a Unidade de Gastroenterologia do nosso
hospital, Eram individuos com testes sorologicos positivos para hepatite C, pelo

método EIA de segunda geragdo (ABBOTT HCV EIA 2nd Generation, ABBOTT
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Laboratories Diagnostics Division USA). Em todos os individuos com resultados.
positivos para hepatite C pelo método EIA, foi realizado o teste de aglutinagfo em
particulas de gelatina, usando antigenos recombinantes C22-3 e C200 (Serodia-
HCV, Fujirebio INC, Japan), como teste de confirmagfo diagnéstica. Foram
considerados portadores assintomaéticos os individuos, cujos testes laboratoriais
indicativos de lesfo hepatica incluindo transaminases {AST, ALT), fosfatase
alcalina e gama GT, estivessem normais em pelo menos trés ocasides diferentes

com intervalos de um mes.

- Pacientes com hepatite C crdnica - treze pacientes do sexo masculino,

encaminhados de outros servigos para a Unidade de Gastroenterologia do nosso
hospital, ¢ que ndo haviam experimentado nenhum tipo de tratamento, foram
incluidos neste grupo. Eram com idade entre 21 e 51 anos (média = 34,2 + 28),
peso corporal entre 54 e 105 Kg (média 79,6 + 4,8), altura enire 163 e 184 cm
(média 173,8 + 2,0), sem histéria pregressa de alcoolismo, com testes sorolégicos
positivos para hepatite C (EIA segunda geracgio), sem infecgdo ativa pelo virus da
hepatite B (AgHBs negativo), com testes laboratoriais sugestivos de leséio hepatica

em atividade,

3.2 Protocolo clinico

O estudo consistiu na administracdo de uma dose Unica intravenosa de
metronidazol (Flagyl - Rhodia, Sdc¢ Paulo, Brasil, 500mg em 100 ml), infundida
durante 20 minutos.

Amostras de sangue (5 ml), foram coletadas imediatamente antes do inicio
da infusfio de metronidazol e aos tempos 5, 10, 20 e 30 minutos apds o término da

administragio do mesmo, através de cateter tipo “butferfly” heparinizado,
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colocado em veia antecubital. As amostras foram colocadas em tubos contendo
EDTA como anticoagulante, e centrifugadas a 2000g durante 5 minutos, o plasma
de cada amostra foi separado e guardado a -20°C, até ser analisado.

Todas as amostras pertencentes a um mesmo individuo foram analisadas
num mesmo dia, para evitar variagles inter-ensaio.

Os participantes permaneceram na Unidade de Farmacologia Clinica, como
pacientes externos, durante a administracio do metronidazol e a coleta das

amostras de sangue.

3.3 Equipamentos

Para as analises cromatograficas foi utilizado um cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia da marca SHIMADZU (KYOTO, JAPAN]), composto de uma
bomba modelo LC-10AD, um injetor manval RBEODYNE 7125 com uma alga
dosadora de 20ul, acoplado a um detector espectrofotométrico ultra violeta
variavel modelo SPD-10A/10A1 e um registrador marca Linear, com trés canais.

As amostras foram pesadas em uma balanga analitica METTLER modelo
AFE 240 com precisdo de 0,0001 mg.

Os solventes foram desgaseificados em um Ultra Som COLE-PALMER
modelo 8852,

As filtragens dos solventes foram feitas em um sistema de filtragem
Millipore a vacuo.

Utilizou-s¢ uma coluna analitica, Spherisorb ODS com 5um de tamanho de
particula (4,6 x 250 mm) marca Sigma-Aldrich.

Para agitacio das solugBes usou-se um Vortex marca Thermolyne modelo

Maxi mix 1.
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3.4 Reagentes e Solucdes

Para o desenvolvimento deste trabalho todos os solventes utilizados foram
de pureza analitica e grau HPLC, da OmniSolv® (Merck KGaA, Darmastadt).

O sulfato de zinco e o fosfato de potassio monobésico foram da marca
Merck. e o hidréxido de sodio usado foi da marca Labsynt.

O Tinidazol usado foi Sigma Chemical CO e o Metronidazol e

Hidroximetronidazol foram doados pela Farmacologia Clinica (UNICAMP-SP).
3.5 Preparagiio das solugdes estoque

A solucdo de tinidazol (padrio interno 0,38 mg/ml) foi preparada
dissolvendo-se o sal (38 mg) em 100 m! de metanol .

A solucdo de sulfato de zinco (0,6M), foi preparada a partir do sal (17,25 g)
e 100 mL de agua.

A solucHo de hidroxido de sodio (0,4M) foi preparada a partir da dissolucsio
do sal (1,6g) em 100 ml de dgua.

A solugdo de metronidazol e hidroximetronidazol, foi preparada pela
dissolugéo de metronidazol (70 mg) e hidroximetronidazol (17 mg) em 100 ml de
agua.

A fase moével usada foi metanol:tampo K,HPQ, (fosfato de potassio) 0,05

M (15:85).
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3.6 Preparacio da curva de calibracio

Cada ponto da curva de calibragdo do metronidazol e hidroximetronidazol
foi obtido adicionando guantidades conhecidas das solugdes estoque (1,0; 2,0; 5,0;
10,0 e 20,0 mg/ml) e (0,24; 0,48; 1,2; 2,4 ¢ 4,8 mg/ml) respectivamente, em 200ml
de plasma.

Posteriormente, foram adicionados a cada ponto da curva 50ml de Tinidazol
e para desproteinizagdo 20ml de NAOH (0.4 M) e 20ml de Zn504 (0.6 M). A
mistura foi agitada no vortex durante 15 seg. e centrifugada a 2000g por 5

minutos, 20ml do sobrenadante foi entfio injetado no cromatégrafo.

3.7 Condicoes cromatograficas

A fase movel foi bombeada a um fluxo !,8ml/min e os picos do

metronidazol e hidroximetronidazol foram detectados em um A = 324nm.

3.8 Analise das concentragdes plasmaticas do metronidazol

e hidroximetronidazol dos pacientes estudados.

Para o tratamento das amostras dos pacientes, as mesmas foram preparadas
como nos padrdes, descrito no item 3.6

As concentra¢des das amostras foram obtidas das alturas dos respectivos
picos usando o método do padéo interno e derivadas a partir da equagdo da reta da

curva padrio.

Materiais e Métodos 34



3.9 Analise estatistica

Os resultados dos diferentes grupos foram expressos pela média, com
dispersdo expressa pelo erro padrio da média (SEM). Todas as variaveis foram
analisadas pelo método estatistico de anélise de varidncia seguidos pelo teste de
Student-Newman-Keuls para multiplas comparagdes. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando se constatou um valor de p

inferior a 0,03.
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4. Resultados




4.1 Doenca hepética por alcool

A tabela 1 mostra que a AST apresentou diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos hepatite alcodlica (77,7 + 10,6 UlL/ml) e grupo
controle (20,3 + 3,0 U.L/ml; p<0,01), e com o grupo cirrose hepatica Child-Pugh
A (27,8 £+ 5,1 Ul/ml; p<0,05); a ALT mostrou diferenca entre os grupos hepatite
alcodlica (57,6 + 8,5 Ul) e controle (19,6 + 2,4; p<0,01), com o grupo cirrose
hepatica Child-Pugh A (23,9 + 6,4; p<0,05), e com Child-Pugh B (28,4 + 3,2; p<
0,05). A YGT no grupo cirrose hepética Child-Pugh C (44,5 + 10,2 UJ/ml)
apresentou diferenga significativa com relagio ao grupo hepatite alcodlica (146,8
+ 32,5 Ul/ml; p<0,001). Nao houve diferenga estatisticamente significativa
quanto as bilirrubinas nos grupos hepatite alcodlica e cirrose hepética (Child-Pugh
A, B, ), quando comparados ao grupo controle. O tempo de protrombina
apresentou diferenga significativa no grupo cirrose hepatica Child-Pugh C (27,9 +
6,4 seg.} tanto em relagdo ao controle (12,9 + 0,5 seg.; p<0,01), quanto em relagio
a0 grupo hepatite alcodlica (12,1 + 0,3 seg.; p< 0,001).

A figura 1 mostra que nfo houve diferencas estatisticamente significativas
quanto as concentragdes plasmaéticas de metronidazo! entre os grupos controle,
cirrose hepatica (Child-Pugh A, B, C) e hepatite alcoélica. Por outro lado, as
concentracdes de hidroximetronidazol apresentaram-se significativamente
reduzidas em todos os grupos estudados, quando comparados ao controle como
mostra a figura 2).

A razdo hidroximetronidazol/metronidazol (figura 3) demonstrou de modo
significativo a reducio da capacidade dos portadores de doenca hepdtica em
metabolizar o metronidazol apds sua administragio endovenosa, comparada a
individuos sadios. Este fendmeno foi observado em amostras colhidas logo aos

dez minutos apos o término da infusdo de metronidazol (voluntérios sadios 0,078
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+0,005; hepatite alcodlica 0,045 + 0,008, p<0,01; cirrose hepatica: Child-Pugh A
0,022 + 0,005, p<0,001, B 0,032 + 0,008, p<0,01, C 0,013 + 0,004, p<0,001).

Tabela 1

Resultados dos testes bioquimicos de fungfio e lesdo hepatica dos grupos de

individuos com hepatopatia alcoolica e controle.

Controle Child Pugh-A; Child Pugh-B| Child Pugh-C | Hepatite
alcodlica
AST{U.L/ml) 203 + 3,0 | 278%5.1 43,4190 61,3 1216 77,7+ 10,6**
ALT (U.L/mb 196+24 | 259+64" | 284132 356487 57,6 +9.5%%
v-GT (U.L/ml) 23,9%5,6 | 564+93 |61,98120,1 |44,5% 102" |146,8+32.5
Bilirrubina Total 0,9+0,2 1.2+02 22+04 58+1,6 39421
{smg'o)
Tempo de protrombinal 12,9+0,5 1166216 14,6 £ 0,7 279+64™ | 12,1403
{seg.)
¥R REE D <0.05, 0.01 € 0,001, respectivamente, vs. grupo controle.
#, 74, #H p < 0,05, 0.01 e 0.001, respectivamente, vs. grupo hepatite alcotlica.
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figura 1

Curva das concentragdes plasmaticas de metronidazol (Met) em relagéio ao tempo,
para os grupos controle, hepatite alcodlica, cirrose hepatica por alcool, estes
altimos foram classificados de acordo com Child-Pugh em A {(CPA), B (CPB)e C
(CPC).
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figura 2

Curva das concentrag3es plasméticas de hidroximetronidazol (OHM) em relagio
ao tempo, para os grupos controle, hepatite alcodlica, cirrose hepatica por dlcool,

estes Gltimos foram classificados de acordo com Child-Pugh em A (CPA), B

(CPB) e C (CPC).

R RRR p <0.05, 0.01 e 0.001, respectivamente, vs. grupo controle.

£, 8%, ## p <0.05, 0.01 ¢ 0.001, respectivamente, vs. grupo hepatite alcodlica.
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figura 3

Curva da razdo plasmatica hidroximetronidazol/metronidazol (OHM/MET) em
relago ao tempo, para os grupos controle, hepatite alcodlica, cirrose hepatica por
4lcool, estes tltimos foram classificados de acordo com Child-Pugh em A (CPA),

B (CPB) e C (CPC).

® 0k EEE < (),05,0.01 e 0.001, respectivamente, vs. grupo controle.

#,#4, ## p <0.05, 0.01 e 0.001, respectivamente, vs. grupo hepatite alcoolica.
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4.2 Doenca hepatica por hepatite C

A tabela 2 mostra que os portadores assintométicos de hepatite C, niio
apresentaram diferencgas significativas quanto as enzimas AST, ALT e yGT,
guando comparados ao grupo controle, porém, quando comparados ao grupo
hepatite C cronica, os .resultados foram significativos (portadores assintomaticos
de hepatite C: AST - 18,9 + 1,0 Ul/ml, p<0,001; ALT - 18,5 + 1.3 U.l/ml,
p<0,01; yGT - 17,9 + 2,9 U.L/ml, p<0,001; hepatite C crénica: AST - 72,3 + 15,3
Ul/ml, ALT - 137,5 + 39,3 UL/ml; yGT 57,5 £ 6,2 U.l/ml). O grupo hepatite C
crénica quando comparado ao grupo controle, apresentou os seguintes resultados
(respectivamente), com relagfo as enzimas: AST - 72,3 + 15,3 Ul/ml, 203+30
U.l/ml, p<0,001; ALT - 137,1 + 39,3UL/ml, 19,6 + 2,4 UL, p<0,01; yGT:
575+ 621,293 + 5,6 Ul, p< 0,001. Ndo houve diferenca significativa com
relagio as bilirrubinas totais e tempo de protrombina nos grupos portador
assintomético de hepatite C e hepatite C crOnica, quando comparados ao controle.

A figura 4 mostra que ndo houve diferenca em relagdo as concentragfes
plasmaticas de metronidazol entre os grupos controle e os portadores
assintoméaticos de hepatite C, bem com entre os primeiros € os pacientes com
hepatite C cronica. Por outro lado, as concentragdes de hidroximetronidazol
(figura 5) mostraram-se significativamente diminuidas nos grupos de pacientes
estudados, quando comparados ao controle.

A razdo hidroximetronidazol/metronidazol (figura 6), j& aos dez minutos,
demonstrou de modo significativo a redugfio da capacidade de metabolizagio do
metronidazol nos individuos tanto do grupo portador assintomatico de hepatite C
{0,043 + 0,005), quanto do grupo hepatite C cronica (0,034 + 0,0603), ambos com
p<0,001, quando comparados ae grupo controle (0,078 + 0,005).
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Tabela 2

Resultados dos testes bioquimicos de fungdio e lesdo hepdtica dos portadores

assintomaticos HCV, hepatite C crénica e controle.

Controle HCV Hepatite cronica
Assinfomatico HCVY
AST(U.L/ml) 20,3 + 3,0 18,9 + 1,0 72,3 +153™
ALT (U.L/ml) 19,6 + 2,4 18,5+ 1,3" 137,1 £39,3"
y-GT (U.L/m}) 23,9+5.6 17,9 + 2,9 575+62™
Bilirrubina Total
(mg%) 0,9+ 0,2 1,0+0,2 1,L3+£0,2
Tempo de
protrombina (seg.) | 12,9+0,5 12,502 12,8+ 0,4

¥, FE AR p <0.05, 0.01 € 0.001 vs. grupo controle, respectivamente,

#, #i, ###: p < 0.05, 0.01 € 0.001 vs. grupo hepatite C crdnica , respectivamente,
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figura 4

Curva das concentragbes plasmaticas de metronidazol (Met) em relagfio ao tempo,

para os grupos controle, portadores assintomaticos de hepatite C (HCV

assintomatico) e hepatite C crénica (HC-HCV).
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figura 5

Curva das concentragSes plasméticas de hidroximetronidazol (OHM) em relacio
ao tempo, para 0s grupos controle, portadores assintomaticos de hepatite C (HCV
assintomatico) e hepatite C cronica (HC-HCV).

*ORE, R p <0.05, 0.01 e 0.001, respectivamente, vs. grupo controle.

k3

#, #H, ### p < 0.05, 0.01 e 0.001, respectivamente, vs. grupo hepatite C crénica.
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figura 6

Curva da razdo plasmatica hidroximetronidazol/metronidazol (OHM/MET) em
relaciio ao tempo, para os grupos controle, portadores assintomaticos de hepatite C

{HCYV assintomatico) e hepatite C cronica (HC-HCV).

*oRE wkk < 0.03, 0.01 e 0.001, respectivamente, vs. grupo controle,

#, #H#, #4##: p < 0.05, 0.01 e 0.001, respectivamente, vs. grupo hepatite C cronica.
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5. Discussdo




Avangos no tratamento clinico das doencas do figado e o sucesso do
transplante hepatico evidenciam a necessidade de se estimar a fun¢do hepatica em
individuos com hepatite crénica e cirrose, para a caracterizacdo de grupos de risco
de desenvolvimento de complicaces, ou com pior prognéstico a curto e médio
prazo. Infelizmente, elevages dos niveis séricos de AST e ALT nio refletem a
gravidade da doenca, e a bilirrubina sérica, albumina e tempo de protrombina
podem estar normais nos individuos que ainda néio desenvolveram, ou apresentam-
se em estdgios iniciais de cirrose hépética cirrose (SCHIFFMAN et al., 1994). A
biopsia ¢ comumente utilizada tanto para estimar a gravidade da doenca quanto
para monitorar o tratamento. Testes dinfmicos de fungo hepética tém sido
utilizados para complementar os testes bioquimicos convencionais em pacientes
com cirrose (SCHIFFMAN et al., 1994); estes testes incluem as medigdes do
clearance de verde de indocianina (HARTMANN et al., 1989; CAESAR et al,,
1961), bromossulfaleina (JABLONSKI et al., 1969), cafeina (WANG et al.,),
antipirina (ANDREASEN et al., 1974), galactose (TYGSTRUP et al., 1966) ¢
lidocaina (SHIFFMAN et al., 1992). Contudo, estes testes ndo se alteram na
presenca de lesBes histologicas minimas (SHIFFMAN et al., 1994).

A andlise da razdo metabélitos/substratos como indicadoras da fungiio
hepatica, tem crescido em importincia comparada com a avaliacio por clearance,
visto que € mais fidedigna em estimar, especificamente, a funcio enzimética
{BROCKMOLLER & ROOTS, 1994).

Recentemente, a razfo plasmatica hidroximetronidazol/metronidazol aos
dez minutos apds a infuso do metronidazol foi proposta como um teste dinimico
de fungdo hepdtica e mostrou-se sensivel o bastante para distinguir individuos
sadios de pacientes com cirrose hepatica classificados como Child-Pugh A
(MUSCARA et al., 1995).

Este estudo foi realizado com o intuito de avaliar o metabolismo do

metronidazol, através da razdo plasmatica OHMET/MET em individuos com
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doenga hepatica alcodlica (hepatite alcodlica, cirrose hepética) e doenga hepética
por virus da hepatite C ( HCV assintomatico e hepatite cronica por HCV).

Os resultados deste trabalho demonstram um decréscimo na metabolizacio
do metronidazol, com conseqilente aumento de sua meia vida no plasma dos
pacientes estudados, quando comparados ao grupo controle, A determinagfio da
concentragho do hidroximetronidazol no plasma destes pacientes confirma a
deficiéncia de metabolizagfio do metronidazol, visto que sua concentragiio ¢ tanto
menor quanto maior a gravidade da doenga hepatica.

As maiores diferengas estatisticamente significativas foram observadas ao
comparar a razdo hidroximetronidazol/metronidazol dos grupos de pacientes
estudados, com o grupo controle. Contudo, diferencas estatisticamente
significativas ndo foram observadas quando comparamos os pacientes com cirrose
hepitica classificados como Child-Pugh A, com os pacientes do grupo Child-Pugh
B. Isto pode dever-se ao fato de que as doengas cronicas do figado podem ter uma
fase de compensagio em plateau, onde os achados clinicos e pardmetros
Iaboratoriais convencionais estfo relativamente estdveis, apesar da progressio da
doenga (GREMSE et al, 1990). Este fato poderia, até mesmo, dificultar a
classificac@o destes pacientes de acordo com os critérios de Child-Pugh, visto que
o mesmo utiliza-se de par@metros clinicos e laboratoriais convencionais.

A metabolizagfo de drogas pelo figado encontra-se diminuida na doenca
hepatica (WILLIAMS, 1983). Muitos fatores contribuem para isto como as
alteragdes no fluxo sangiiineo, devido a “shunts porfo-sistémicos”, que limitam o
clearance sistémico quando da auséncia do reflexo compensatério de aumento do
fluxo através da artéria hepatica, este fato influencia principalmente o clearance
das drogas de alta extracdio. Além das alteragdes no fluxo sangiiineo, a diminuicdo
da capacidade intrinseca de metabolizagéo, por redugdo dos niveis enzimaticos, ou
da atividade enzimdtica, séo importantes (WILKINSON & SHAND, 1975). Qutros

fatores incluem: a) a diminui¢do da massa celular, b) a capilariza¢do sinusoidal,
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que ocorre em conseqiiéncia da perda da fenestragdo do endotélio,
desenvolvimento da lamina basal e deposi¢io de complexos macromoleculares no
espago de Disse; tendo como conseqiiéncia a limitagfio da difusdo de solutos, c)a
limitagdo do acesso de oxigénio para os hepatécitos, d) a diminuigdo da sintese de
proteinas, com conseqiiente diminui¢dio de sua ligagiio as drogas (MCLEAN &
MORGAN, 1991},

As proteinas do sistema citocromo P450 estdo seletivamente alteradas na
doenga crénica do figado, algumas profundamente diminuidas, outras menos
{GEORGE et al,, 1995), ou achar-se até mesmo induzidas, como as do CYP 2E1
(TSUTSUMI et al, 1989). Em adigBio, a doenga hepdtica prejudica
preferencialmente a metabolizagdo de drogas por oxidagfio enquanto que a
glucuronidacdo parece estar preservada (CALLAGHAN et al., 1993).

Uma caracteristica da doenca hepatica alcodlica é a predomindncia das
lesDes na area perivenular ou zona 3 do acino hepético (TSUTSUMI et al., 1989),
onde se encontram localizadas a maior parte das enzimas do citocromo P450,
devido a uma proliferagdo do reticulo endoplasmatico.

O indice de Maddrey, ¢ utilizado como indice prognéstico em pacientes
com hepatite alcodlica e ¢ determinado pela formula: 4,6 x tempo de protrombina
{seg.} + bilirrubina (mg/dI(MADDREY et al., 1978). Apesar de que a maioria dos
episodios de hepatite alcodlica nos pacientes estudados terem sido considerados
como leves, de acordo com o indice de Maddrey, o metabolismo do metronidazol
mostrou-se diminuido o que pode dever-se a uma disfungdo do citocromo P450. O
fato de algumas citocinas e o interferon gamma inibirem a expressio e a atividade
de algumas enzimas do sistema citocromo P450 (ABDEL-RAZZAK et al., 1993;
TAPNER et al, 1996), pode explicar a diminuicio do metabolismo do

mefronidazol observado nestes pacientes.
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Conclui-se portanto que a diminuigio do metabolismo do metronidazol, nos
pacientes com doenga hepdtica de etiologia alcodlica, pode dever-se a uma
distun¢do da enzima do sistema citocromo P450 que metaboliza o metronidazol.

Dentre os pacientes portadores de doenga hepética associada ao virus da
hepatite C, foi observado um maior impedimento do metabolismo do metronidazol
quanto maior a gravidade da doenga, fato este observado quando os grupos de
pacientes foram comparados com o grupe controle.

Os individuos classificados no grupo HCV assintomatico, eram individuos
com teste soroldgico positivo para o virus da hepatite C e com os resultados dos
testes bioquimicos convencionais dentro dos limites da normalidade. O teste de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ndo foi realizado por impossibilidade
técnica. Portanto, este grupo pode conter, na realidade, pacientes portadores
assintomaticos, pacientes com hepatite C curada e pacientes em evolugio para a
forma cronica, mas cujo dano hepatico néo se reflete nos resultados dos testes
bioguimicos convencionais.

Aproximadamente 95% dos individuos infectados pelo HCV podem ser
identificados por um teste anti HCV de segunda geragdo como EIA. Contudo este
teste nfio € capaz de diferenciar uma infecgfio pregressa de uma infecgfo ativa
{(SHINDO et al., 1995). Tem sido demonstrado que o HCV RNA foi detectado no
soro de aproximadamente 50% dos individuos anti-HCV positivos e com testes
bioquimicos de fungfo hepatica normais (ALBERT et al,, 1991), sendo que muitos
deles apresentam lesfo hepatica (ALBERT et al, 1992). Contudo, alguns
individuos HCV RNA positivos foram descritos como tendo histologia hepdtica
normal (BRILLANTI et al., 1993). Devido ao fato de que uma porcentagem de
individuos com anticorpos para o HCV, com positividade para HCV RNA,
possuirem niveis normais das enzimas hepaticas, lesSes histoldgicas minimas, ou
nfo possuirem lesdes, os niveis de HCV RNA ndo correspondem com o grau de

lesfio histologica hepatica (SHAKIL et al., 1995). Por isso, presume-se que a
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diminui¢io do metabolismo do metronidazol nfio seja somente causada pela
destruiclo dos hepatdcitos, e sim por outros mecanismos.

Muitas infecgBes virais ou bacterianas tem sido associadas com a
diminuigdo do metabolismo, mediado pelo citocromo P450, de varias drogas. Isto
tém sido atribuido, pelo menos em parte, & liberagfio de citocinas, dentre elas a
interleucina 2 (THAL et al., 1993), a interleucina 4 (ABDEL-RAZZAK et al.,
1993} ¢ o interferon gamma, que parece inibir a expressio genética e a atividade
catalitica de enzimas do citocromo P450 (TAPNER 1996). Niveis elevados destas
citocinas sfo descritas na hepatite C cronica (CACCIARELLI et al., 1996). Por
outro lado, a citdlise que ocorre no curso do processo inflamatério, expde a face
citoplasmatica da membrana do reticulo endoplasmatico, que contém o citocromo
P450 (Waxman et al.,, 1988). Auto-anticorpos formados durante a evolugio da
hepatite cronica sdo capazes de reconhecer estas formas de citocromos P450
(Waxman et al., 1988), isto aumenta a possibilidade da interferéncia do processo
de autoimunidade no metabolismo do metronidazol.

O que poderia explicar a diminuigdo do metabolismo do mettronidazol nos
pacientes com doenga hepatica associada ao virus da hepatite C seria a alteragfo
da fun¢do do citocromo P450 mediado por citocinas, ou mediado por um processo
de autoimunidade,

A determinagdo da razfo hidroximetronidazol/metronidazol mostrou-se
eficaz para a identificagfio de disfuncio hepatica, tanto nos individuos portadores
assintomaticos da hepatite C, quanto para os individuos com cirrose hepdtica
classiticados como Child-Pugh A, nos quais a lesdio histologica ¢ minima. Isto
sugere ser este um bom teste para a detecgo de individuos susceptiveis ao
desenvolvimento ou agravamento da hepatopatia, podendo ter implicagdes,
também, no que diz respeito a introdugdo precoce da terapéutica, visando diminuir

a progressdo da doenca e das suas complicacdes.
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Standart liver biochemistry tests are not useful for assessing hepatic
function or predicting development of cirrhosis. Dynamic liver function tests such
as indocyanine green clearance, caffeine elimination and lidocaine metabolism
have been used to complémem standart liver assesment In patients with liver
disease. Nevertheless, those tests are not altered in mild histologycal lesions.

In this work, the plasma hydroxymetronidazole/ metronidazole ratio was
evaluated in patients with alcoholic cirrhosis, classified according Child-Pugh to
A(n=9), B{n=9) and C (n=8), with alcoholic hepatitis {(n = 23), with chronic
hepatitis C (n = 13) and assymptomatic carriers of hepatitis C virus antibody (n =
14). The results were compared with those from a control group (n = 12).

The metronidazole and its hydroxy metabolite concentration was measured
by HPLC  reverse phase with uv. detection and the ratio
hydroxymetronidazole/metronidazole was calculated and plotted as a function of
time,

Plasma metronidazole concentrations were similar in all groups studied,
while plasma hydroxymetronidazole were significantly reduced. The
hydroxymetronidazole/metronidazole ratio was progressively reduced according to
the degree of liver damage. This phenomenon was observed in sample collected
from patients of different groups 10 minutes following the end of metronidazole
infusion (healthy volunteers 0,078 + 0,005; alcoholic hepatitis 0,045 I 0,008,
p<0,01; alcoholic cirrhosis: Child-Pugh A 0,022 + 0,005, p<0,001, B 0,032 +
0,008, p<0,01, C 0,013 + 0,004, p< 0,001; assymptomatic carriers of hepatitis C
virus  antibody 0,043 + 0,005, p<0,001; chronic hepatitis C 0,034 -+ 0,003,
p<0,001). This test seems to be sensible enough to discriminate Child-Pugh A
cirrhotic patients and healthy carrier of hepatitis C virus infection from the healthy

individuals.
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ABSTRACT

Aims: To evaluate plasma hydroxy-metronidazole/metronidazole ratio as a
dynamic liver function test in HCV-infected individuals with/without liver
disease, in the absence of liver cirthosis. Methods: Metronidazole was
intravenously administered for 20 min to healthy volunteers, asymptomatic
anti-HCV-positive blood donors, and to chronic hepatitis C patients.
Serology to HCV was determined by a second generation assay and
confirmed by gelatin particle agglutination test using recombinant antigens
(22-3 and C200. Plasma concentration of metronidazole and hydroxy-
metronidazole was measured by high performance liquid chromatography in
samples collected 5, 10, 20 and 30 min following the end of metronidazole
infusion.  Results:  Chronic hepatitis C patients had abnormal liver
enzymes, while healthy volunteers and anti-HCV-positive blood donors had
normal liver biochemistry tests. Plasma metronidazole concentration was
similar in all groups studied. Plasma hydroxy-metronidazole/metronidazole
ratio was significantly reduced in HCV-infected subjects, an effect observed
10 min after the end of drug infusion. Conclusions: Metronidazole
clearance is impaired in anti-HCV-positive blood donors and chronic
hepatitis C patients, indicating that HCV is capable of affecting liver
function at early stages of the disease. The metronidazole clearance test can
detect impaired liver function in HCV-infected individuals even in the
absence of liver cirrhosis.

Key words:  metronidazole clearance, liver function, hepatitis C,

cvtochrome P450, blood donors



INTRODUCTION

Hepatitis C virus {HCV) is the predominant worldwide cause of post-
transfusion and sporadic non-A, non-B hepatitis (1). Subclinical HCV
infection is common, without patients reporting the acute illness associated
with jaundice (2). Although the acute illness is usually mild, the most
important feature of HCV infection is its tendency to become chronic, with
increased risk of developing cirrhosis and hepatocellular carcinoma (3-4). It
has been suggested that persistence of HCV infection is invariably
associated with hepatic damage (5). However, there have been reports of
anti-HCV positive individuals in which persistent HCV viraemia was not
associated with abnormal liver chemistry (6). Therefore, considerable
controversy exists regarding the existence of a true healthy HCV carrier

state.

Dynamic liver function tests such as indocyanine green clearance (7),
caffeine elimination (8) and lidocaine metabolism (9) have been used to
complement standard liver assessment in patients with [liver disease.
Metronidazole clearance was recently proposed as a very sensitive method
for evaluating liver function (10). It consists of measuring plasma hydroxy-
metronidazole/metronidazole  ratic by  high  performance liquid
chromatography (HPLC) following intravenous administration of a single
dose of metronidazole. It assessed a decreased capacity of Child A cirrhotic
patients to metabolize metronidazole compared to healthy individuals,
indicating that detection of impaired liver function is possible in very early

stages of liver cirrhosis (10).

Since the significance of anti-HCV positivity in asymptomatic blood

donors is unclear with respect to liver disease, and the infection rate in this



group can be as high as 20% (11), evaluation of liver function in these
individuals might prove useful in detecting subgroups of patients that could
potentially develop liver injury. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the hepatic clearance of metronidazole in healthy anti-HCV
positive blood donors, éhroaic HCV-hepatitis patients and in healthy
volunteers. Using the plasma hydroxy-metronidazole/metronidazole ratio as
a liver function test (10) we have assessed the impact of HCV infection on

liver function in the absence of cirrhosis.



MATERIAL AND METHODS

Subjects

Three groups of subjects were studied: healthy volunteers,
asymptomatic anti-HCV positive blood donors and patients with HCV-
associated chronic hepatitis, All individuals gave their written informed
consent prior to the study. The clinical protocol was approved by the
Medical School Ethics Committee, and the study was conducted in

accordance with the Declaration of Helsinki.

The healthy volunteers (males = 12, females = 3; median age = 32
years [range 19-48 years]; median weight = 72 kg [range 52-96 kg]) were
determined following assessment of their medical history, absence of
alcoholism, normal physical examination and laboratory tests, including
negative serology for B and C hepatitis. Sixteen healthy, asymptomatic,
consecutive anti-HCV positive blood donors (males = 14, females = 2;
median age = 35 years [range 18-76 years]; median weight = 67 kg [range
45-74 kg]) were referred to our Gastroenterology Unit between 1993 and
1996 from the Sao Francisco University Hospital Blood Bank (Hemocentro-
HUSF)., They were tested for anti-HCV antibodies using a second
generation enzyme immunoassay (ABBOT HCV EIA pnd (Generation,
ABBOTT Laboratories Diagnostics Division, IL). All positive results were
confirmed using a gelatin particle agglutination test with recombinant
antigens C22-3 and C200 (Serodia-HCV, Fujirebio Inc., Japan). Anti-HCV
positive blood donors were considered as healthy carriers if liver enzymes
such as alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase {(AST),

alkaline phosphatase and gamma-glutamil transpeptidase, were within the



normal reference range values. Each patient was tested in three different

occasions with at least one month interval between tests.

Thirteen non-alcoholic, neon-cirrhotic, HCV-associated chronic
hepatitis patients (males=13; median age = 34 years [range 21-47 years];
median weight = 68 kg [range 50-113 kg]) were selected as having positive .
serum anti-HCV (as measured by EIA), persistently abnormal liver enzymes
but absence of other forms of viral hepatitis (negative serology for HBV).
When possible, chronic HCV hepatitis was confirmed histologically by
percutaneous liver biopsy. Absence of liver cirrhosis was determined by

clinical evaluation and ultrasonography.
Clinical laboratory analysis

Serum AST, ALT, alkaline phosphatase, g-glutamil transpeptidase,
total bilirubin, prothrombin time, haematocrit and total/differential white

cell counts were analyzed in all subjects.
Metronidazole metabolism rate determination

Metronidazole clearance test was performed as described previously
{10). Brietly, metronidazole (Fl_agyl®, 5 mg/ml; from Rhodia, SP, Brazil)
was administered intravenously as a single infusion (100 ml) over 20 min,
Blood samples (5 ml) from an antecubital vein were collected into EDTA-
containing tubes before and 5, 10, 20 and 30 min following the end of drug
infusion.  The participants remained as outpatients at the Clinical
Pharmacology Unit during the metronidazole administration and blood
sampling. The blood samples were centrifuged at 2,000 g for 5 min and the
plasma was separated and stored at -20°C until assayed for their

metronidazole (MET) and the hydroxy metabolite (OHM) concentration by



HPLC, as previously described .(1(), 12).  Individual MET and OHM
concentration, as well as OHM/MET concentration ratio, was calculated and
plotted as a function of time. The area under the OHM/MET ratio vs. time

curve was calculated by applying the trapezoidal rule.
Statistical analysis

The results were expressed as mean + SEM, unless otherwise stated.
All the variables were analyzed by one-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls test for multiple comparisons among groups.

Statistical significance was proved when p<0.05.



RESULTS

Blood analysis demonstrated that both healthy volunteers and
asymptomatic anti-HCV-positive blood donors had liver enzyme levels,
total bilirubin and prothrombin times within the reference values (Table 1).
However, chronic hepatitis C patients had significantly elevated liver
enzyme levels compared to both healthy volunteers and anti-HCV-positive
blood donors, a positive indicative that this group of subjects had active
liver disease (Table 1). However, these patients had normal total serum
bilirubin and prothrombin time (Table 1). Alkaline phosphatase, hematocrit
and total/differential white cell count were within the normal reference
range in all subjects studied (data not shown). Following the metronidazoie
infusion, the rise in plasma metronidazole concentration was similar in all
groups studied (Figure 1a), whilst plasma hydroxy-metronidazole
concentration was significantly reduced in both anti-HCV-positive blood
donors and chronic hepatitis C patients (Figure 1b). Assessment of plasma
hydroxy-metronidazole/metronidazole ratio (fig. Ic¢), an index of liver
function, demonstrated a significantly reduced capacity of anti-HCV-
positive blood donors and chronic hepatitis C patients to metabolize
intravenously infused metronidazole compared to healthy individuals, a
phenomenon observed in samples collected 10 minutes following the end of
metronidazole infusion (healthy volunteers = 0.069 + 0.029; anti-HCV-
positive blood denors = 0.044 £ 0.019, CI -0.041-0.0085, p<0.01; chronic
hepatitis C patients = 0.033 £ 0.013, CI -0.057-0.015, p<0.001). This effect

was also observed in samples collected at further time point.



DISCUSSION

Standard liver biochemistry tests are not useful for assessing hepatic
function or predicting development of cirthosis in chronic hepatitis patients
(13). Although approximately 95% of HCV-infected individuals can be
identified by second generation anti-HCV testing (EIA). This test however,
is not useful in discriminating previous and presently active infection (14).
More over, HCV is not always associated with liver injury. Since some
HCV RNA-positive subjects have been described as having normal liver
histology (6) and normal liver biochemistry tests (15). Further complicating
this issue, it has been reported that individuals with detectable serum HCV
RNA have indeed some degree of liver damage, despite producing normal
liver enzymes (5, 16). Therefore, HCV-infected individuals can present
with: 1. normal liver enzymes/ normal liver histology, 2. abnormal liver
enzymes/normal histology, 3. normal liver enzymes/abnormal liver

histology, and 4. abnormal liver enzymes/abnormal liver histology.

The development of HCV-associated cirrhosis is related to poor
prognosis. An investigation of the factors that could predict which subset of
HCV-infected patients will develop a more severe degree of liver injury in
the future is required. Some previous studies have attempted to associate
different HCV genotypes to long-term effects on liver histology (17-19).
However, the effects of HCV infection on liver function have not been fully
investigated.  The present study evaluated the impact of HCV on
metronidazole clearance in the absence of liver cirrhosis. We have
previously demonstrated the diagnostic value of metronidazole clearance as
a very sensitive, easy to perform, liver function test. This test is capable of

discriminating Child A cirrhotic patients from healthy individuals (10). Our



present results indicate that metronidazole metabolism, as measured by the
plasma hydroxy-metronidazole/metronidazole ratio following metronidazole
infusion, is progressively impaired in anti HCV-positive blood donors and
in chronic hepatitis patients when compared with healthy volunteers. These
results suggest that HCV can determine significant abnormalities on liver

function.

Metronidazole is extensively metabolized by, as yet, unidentified
cytochrome P450 isozyme(s) (20), giving rise to two principal metabolites:
the hydroxy metabolite (with about 65% of the pharmacological activity of
metronidazole), and the inactive acetic acid metabolite, (21). Several viral
and bacterial infections (22), as well as interferon-inducing agents (23) have
been associated with impaired cytochrome P450-mediated drug metabolism.
This has been attributed, at least in part, to cytokine release. Since
interleukin-2 (24), interleukin-4 (25) and interferon gamma have been
shown to down-regulate the expression and catalytic activities of
cytochrome P450 enzymes and genes (26-27). Indeed, elevated levels of
interfeukin-2, interleukin-4, interleukin-10 and interferon gamma have been
reported in chronic hepatitis C (28-29). Therefore, it is probable that an
impaired P450-dependent metronidazole metabolism exists in HCV-infected

patients.

The mechanisms involved in hepatocellular injury in chronic HCV
infection remain unclear. HCV infection may affect the hepatocytes directly
or as result of an abnormal immune response within the liver (30-31),
HCV-related factors can potentially produce cytopathic effects, and are
dependent on its replication and mutation rates, as well as by the infectious

dose. The immune response is dependent on host factors, including age and



maturity of the immune system, local and systemic cytokine production, and
humoral and cellular immune response (32). That the direct effects of HCV
infection on hepatocytes is unlikely is supported by the observation that: a)
a percentage of individuals with antibodies to HCV and HCV RNA
positivity have normal liver enzymes with no {or minimal) histological
findings; b) intrahepatic HCV RNA levels do not correlate with the degree
of liver injury; and c¢) HCV healthy carriers and chronic hepatitis patients
have similar virological characteristics (14, 33). On the other hand, a role
for anti-HCV immune mediated liver cell damage have been suggested by
immunohistochemical studies (34). It is believed that HCV is able to trigger
aberrant autoreactivity to hepatocellular antigens (35-39). Moreover,
autoantibodies produced during chronic hepatitis C are capable of
recognizing several forms of P450 cytochrome enzymesdescribed in the
plasma membrane of human hepatocytes, the specific content of cytochrome
P450 being 9% of that in microsomes. Such P450 cytochromes are
functional and were recognized by anti-cytochrome P450 autoantibodies
(40-43). Once again, this data raises the possibility of an autoimmunity-
mediated interference with the metronidazole metabolizing cytochrome

P450 enzyme in HCV-infected subjects.

We conclude that anti-HCV-positive healthy blood donors and
chronic hepatitis C patients have impaired liver function, as determined by
altered metronidazole metabolism. HCV infection can determine changes in
liver function at early stages of the disease. This phenomenon does not
seem to be associated with damaged hepatocytes, and we speculate that it is
most likely related to cytokine-mediated down-regulation of cytochrome

P450 and/or an autoimmune-mediated impairment of cytochrome P450



function. This suggests that HCV-infected individuals may have impaired
cytochrome P450-dependent drug metabolismn. The use of metronidazole
clearance test in the follow-up of HCV-infected subjects might help in

detecting those patients who may develop more severe degrees of liver

injury.
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Table 1

Healthy Anti-HCV + Chronic HCV
Volunteer Blood Donors Patients
s

AST (1U/ml) 17.1+29 18,709 723+ 153
normal (12-46 1U/ml)
ALT (IU/ml) 164 +2.6 193+1.3 137.1 % 393"
normal (3-50 1U/ml)
-GT (1U/mi) 200+4.38 17.142.7 575462
normal (6-28 [U/ml)
Total bilirubin (mg%) | 0.88 + 0.16 0.90 +0.12 1.15+0.20
normal (-1.0 mg¥%}
Prothrombin time 13.5+0.5 12.8+0.2 129+0.3

(sec)
control (13.5 sec)
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LEGEND TO FIGURE

Mean + SEM plasma concentration vs. time curves obtained for plasma
MET (panel a), OHM (panel b) and OHM/MET ratio (panel c) from the
three groups of subjects studied: healthy volunteers (solid circles), anti-
HCV-positive blood denors {(open circles) and chronic C-virus hepatitis
patients (open triangles). Asterisks denote significant difference compared
to healthy volunteers (*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001).

LEGEND TO TABLE

Results of liver biochemistry tests from the three groups of subjects studied.
There were no differences in total bilirubin and prothrombin time among the
groups studied, while chronic hepatitis C patients had abnormal liver
enzymes compared to healthy individuals and asymptomatic anti-HCV-
positive blood donors. Asterisks denote significant differences compared to
healthy volunteers (*p<0.05, #*p<0.01 and ***p<0.001).



