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Summary
Antioxidant enzymes and microelemets in chronic viral hepatitis C patients

The study involved 102 chronic viral hepatitis C patients to whom there was determined
the concentration of Cu, Zn and Ceruloplasmine depending on the viral infection phase
(reactivation, latent phase) and on the activity of the hepatic inflamatory process. The
investigation results revealed high concentrations of Cu and Ceruloplasmine in both phases of
viral C infection and high level of Cu in patients with a moderate-maximum activity of the
hepatic inflamatory process comparative to patients with a minimum activity.

Rezumat

Studiul a cuprins 102 pacienti cu hepatita cronica virala C, la care s-au apreciat
concentratia Cu , Zn si a ceruloplasminei in dependenta de faza infectiei virale (reactivare,
latenta) si activitatea procesului inflamator hepatic. Rezultatele investigatiilor au pus in evidenta
concentratii sporite a cuprului si ceruloplasminei la bolnavi in ambele faze a infectiei virale C si
nivel sporit al cuprului la bolnavii cu activitatea moderat-maximala a procesului inflamator
hepatic, comparativ cu bolnavii cu activitate minimala.

Actualitatea temei

Infectia virala C este problema de sanatate publica la nivel mondial. Din datele
epidemiologice ale OMS se apreciazd, ca la scara mondiald infectia virala C afecteaza 3% din
populatie, ce constituie aproximativ 170 milioane subiecti. VHC provoacad leziuni hepatice
direct, prin mecanism citopatic si indirect, mediat imunologic. Deaceea, evolutia hepatitei
cronice virale C depinde atit de patogenitatea virusului cit si de reactivitatea imunologica a
organismului.[5]

Persistenta virusului C este legata de factorii ce depind de virus cat si de gazda: prezenta
steatozei, consumul de alcool, diabetul zaharat- acesti factori sunt bine determinati ca fiind
comorbizi si de progresie in hepatita cronica virala tip C. Dereglarea homeostaziei
microelementelor (Cu, Zn) si intensificarea peroxidarii lipidelor, insotite de acumularea sporita a
produselor oxidarii peroxistice a lipidelor si depresia sintezei glutationului, conduc In consecintd
la predominarea proceselor de oxidare cu formarea excesiva a radicalilor liberi, asupra sistemului
antioxidant, avind astfel un efect direct citopatic in hepatita cronica virala C. Speciile reactive de
oxigen, produse de celulele macrofage activate si aldehidele reactive rezultate din peroxidarea
lipidica au o actiune activatoare asupra celulelor hepatice stelate, pe care le transforma in
miofibroblasti, favorizind sinteza de matrice extracelulara, fibroza si ciroza. Reactiile oxidative
favorizeaza eliberarea din celulele Kupfer a citokinelor profibrogeneticeTGF-f. [5,8]

Exista studii care sugereaza utilizarea in tratamentul bolnavilor cu hepatita viralda C, a
Cu Zn superoxiddismutazei, care scade expresia TGF-p, astfelincetinind fibrogeneza si
progresarea hepatitei cronice si influentind astfel pronosticul maladiei. [ 4]

In organismul uman microelementele intrd in componenta diversilor compusi biologic
activi. Cuprul intra in componenta urmatoarelor enzime: ceruloplasmina, superoxiddismutaza,
dopaminhidroxilaza, uratoxidaza, citocromoxidaza,tirozinaza etc. Una dintre cele mai importante
este ceruloplasmina - care este o proteina multifunctionala cu rol in homeostaza cuprului si cu rol
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de reactant de faza acutd in procesul inflamator, ce apdra membranele lipidice de oxidarea
peroxidica. Dupa datele cercetdrilor cristalografice molecula de ceruloplasmind contine 6 ioni de
cupru. Concentratia ceruloplasminei in sange creste in cazul: inflamatiei, infectiilor, in rezultatul
activarii transcriptiei genei ceruloplasminei indusa de y-interferon si citochine . Receptori pentru
ceruloplasmina au fost depistati pe celulele aortei si cordului, eritrocitelor, monocite si limfocite,
endoteliul ficatului si celulele Kupffer .

Ionii de cupru fiind captati de catre enterocite patrund in patul sanguin, aflindu-se Tn
complecsi cu proteinele serice, peptidele si aminoacizii, patrund in hepatocite cu ajutorul
transportorului de cupru (hCtrl), activitatea caruia este inhibata de catre ionii Cd2+, Mn2+, Zn2+,
Co*. In citoplasma, ionii de cupru se afla in complex cu glutationul, care preintampind actiunea
toxicd a formelor active al oxigenului.

Alt microelement esential pentru organismul uman este zincul. Tn organismul adultului se
gaseste cca 1,8g zinc. Zincul indeplineste roluri structurale si functionale datoritd faptului ca
intrd in componenta mai multor metaloenzime implicate in toate categoriile de metabolisme. Din
metaloenzimele cu zinc, fac parte : superoxiddismutaza, anhidraza carbonica,
lactatdehidrogenaza, glutamatdehidrogenaza, fosfataza alcalina, timidinkinaza. [ 10]

Perturbarile in echilibrul cuprului si zincului Tn organismul uman, au ca urmare sinteza
deficientd a antioxidantilor hepatici, in special a ceruloplasminei si CuZnsuperoxidismutazeli,
care protejeaza hepatocitele de actiunea nefavorabila a radicalilor liberi, ce au efect direct
citopatic in hepatita cronica virala C[2,4,5].

Scopul lucrarii

Aprecierea concentratieci microelementelor (Cu, Zn) si a ceruloplasminei in serul
bolnavilor cu hepatita cronica virala C (HCV C) in dependentd de stadiul infectiei virale C si
activitatea procesului inflamator hepatic.

Materiale si metode de cercetare

Studiul a cuprins 102 paciensi cu hepatitd cronica virala C. Repartizarea bolnavilor in
loturi a fost efectuatd in conformitate cu urmatoarele principii: in functie de faza infectiei virale
(faza de reactivare si faza latenta), in functie de gradul activitatii procesului inflamator hepatic,
bolnavii au fost divizati: grad minimal si grad moderat-maximal.

Caracteristica clinica a pacientilor s-a efectuat in baza urmatoarelor sindroame clinice:
asteno-vegetativ, dispeptic, algic si simptoame: hepatomegalie, splenomegalie, semnele de
hipertensiune portala. Pentru evaluarea gradului de alterare hepatica s-a efectuat un complex de
teste ce reflecta sindromul citolitic (ALT, AST), colestatic ( bilirubind totala si conjugata,
fosfataza alcalind, colesterolul total, gama -—glutamiltranspeptidaza, hepatopriv (proteina
generald, albumina, indicele protrombinic), sindromul imuno-inflamator (analiza generala a
séngelui, nivelul de imunoglobulina IgA, IgM, IgG, CIC, limfocitele T totale si subpopulatiile
lor: T act., T tfs., si T tfr. prin metoda rozetirii cu teofilind). In scopul constatirii etiologiei HCV
s-au determinat marcherii hepatitelor virale B, C, D. Pentru detectia marcherilor de hepatite virale s-
a utilizat metoda analizei imunoenzimatice: anti HCVsumar a fost apreciat prin folosirea ELISA generatia
IV, iar ceilalti anticorpi (anti HBs, anti HBcor sumar, anti HBcor IgM, anti HCV IgM, anti D sumar, anti
D IgM) — prin ELISA generatia VI. ARN HCV a fost apreciat prin reactia de polimerizare in lant prin
metoda calitativa si cantitativa.

Faza infectiei virale C a fost apreciatd dupa urmatoarele criterii: faza latenta a infectiei HCV
- prezenta anticorpilor anti HCV sumari (anti HCV IgM negativi), ARN HCV negativ. In faza de
reactivare a infectiei virale- prezenta anticorpilor anti HCV IgM, ARN HCV pozitiv.

Determinarea concentratiei microelementelor si enzimelor antioxidante a fost efectuata prin
metoda spectrofotometriei cu ajutorul analizatorului ,,Rayto”.

Cercetarea statutului functional al ficatului s-a completat prin efectuarea ecografiei
abdominale cu determinarea ecostructurii parenchimului si dimensiunilor ficatului, splinei si a
ECO doppler, cu aprecierea dimensiunilor venei porte §i venei splenice. De asemenea
diagnosticul s-a confirmat prin utilizarea gama-scintigrafiei hepatosplenice cu izotop de Tc™.
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Lotul martor a fost constituit din 20 persoane practic sanatoase, farda anamneza ereditara
agravatd, in absenta patologiei hepatice si gastrointestinale, bolilor sistemului cardiovascular si
tesutului conjunctiv, a dereglarilor autoimune si endocrine.

Rezultatele obtinute

Analiza datelor conform criteriului de virsta si sex au aratat, ca in lotul de studiu Vvirsta
medie a constituit 42,21£2,04 ani. Din numarul total de bolnavi, persoanele de gen feminin au
constituit 55,9% (n=57), iar de gen masculin- 44,1% (n=45).

Bolnavii cu HCV C au fost divizati in 2 loturi de baza. I lot (n=68) a fost alcatuit din pacienti cu
faza de reactivare a virusului C si Il lot (n=34) a fost alcatuit din bolnavi cu faza latenta a
infectiei virale C.

In baza cercetirilor efectuate s-a stabilit o concentratic mai inaltd a cuprului(Cu) la
bolnavii cu faza replicativa a infectiei virale C- 41,27 £6,0umol/l (p<0,001), cit si la bolnavii cu
faza latenta a infectiei virale- 35,15 £5,2umol/l (p<0,001), comparativ cu lotul martor-

15,96 +3,01 umol/I.

Aprecierea concentratiei zincului (Zn) la bolnavii cu HCV C —(11,20+4,5umol/l),
comparativ cu lotul martor (11,72+2,12umol/l) nu a aratat diferente semnificative statistice, insa
analiza rezultatelor obsinute a depistat la 47% (n=48) dintre bolnavii examinati nivel scazut al
Zn comparativ cu lotul martor. Valori crescute ale zincului comparativ cu lotul martor au fost
constatate la 21,5% (n=22), ceea ce denota o tendinta de scadere a concentratiei Zn la bolnavii cu
hepatitd cronica virala C.

Lotul martor Lotul | Lotul Il

ECu OZn

Figura 1. Concentratia microelementelor: cupru(Cu), zinc(Zn) la bolnavii cu hepatitd cronica
virald C in dependenta de faza infectiei virale

Tn rezultatul studiului s-a remarcat hipertransaminazemie in ambele loturi de pacienti. In
| lot: ALT - 107,68+10,0 Un/l (p<0,001), AST -71,43+15,4Un/l (p<0,01); Il lot: ALT -
61,88+4,5 Un/l (p<0,001), AST -45,7+£4,6 Un/l (p<0,001) comparativ cu lotul martor: ALT —
29,52+1,8 Un/l, AST -20,62+1,7Un/l.

Dupa gradul activitatii procesului hepatic, bolnavii au fost divizati in: activitate
minimala- 74,5% (n=76) si activitate moderat-maximala -25,5% (n=26). La bolnavii cu activitate
moderat-maximala au fost depistate concentratii crescute a Cu- 45,63 +3,62umol/l, comparativ
Cu bolnavii cu activitate minimala -36,37 +2,20umol/l (p<0,05), si comparativ cu persoanele
sandtoase din lotul martor 15,96 +3,01umol/l (p<0,001).

Studierea concentratiei enzimelor antioxidante hepatice a pus in evidentd concentratii
crescute a ceruloplasminei la bolnavii din I lot -177,45 +£14,36 mg/l (p<0,01), si la cei din Il lot -
186,64+14,84 mg /I (p<0,001), comparativ cu lotul martor (116,42+11,87 mg /l).
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Discutii

Datele prezentate au pus in evidentd dezechilibru in homeostazia microelementelor la
pacientii cu HCV C in ambele faze virale, atit in cea replicativa cit si in cea latenta.

Actiunea concentratiilor sporite ale cuprului (hipercupremia) este putin studiata in plan
patogenetic. Cuprul fractiei albuminice este usor accesibil pentru tesuturi, astfel aflindu-se in
cantitati sporite, treptat se acumuleaza in ele, provocind o serie de procese patochimice, cum ar
fi: inhibarea ATP-zei membranare, precum si a unor enzime si cofactori ce contin grupuri
sulthidril(glutation, acid lipoic), ce la rindul sdu duce la incetinirea oxidarii in tesuturi a acidului
piruvic si altor metaboliti ai metabolismului glucidic. . [ 1,5]

In calitatea sa de prooxidant, cuprul catalizeaza procesul de formare a radicalilor liberi si
declangeaza procesul de oxidare peroxidica a lipidelor. Aceasta in consecintd duce la deteriorarea
membranei plasmatice si membranei mitocondriilor, patrunderea enzimelor lizosomale 1n celula,
dereglarea functiondrii ADN-ului si a proteinelor, scdderea concentratiei de antioxidanti.
Dialdehidul malonic, format in urma oxidarii peroxistice a lipidelor, stimuleazd sinteza
colagenului, favorizind astfel procesul de fibrogeneza. [ 1,4]

Intr-un studiu efectuat de bakynun W.I'.g i coaut. in 2006, pe un lot de 102 pacienti, au
fost apreciate concentratiile microelementelor in serul bolnavilor cu hepatita cronica virala C,
care au pus in evidentd niveluri crescute ale cuprului seric, care este considerat ca un criteriu
prognostic nefavoabil de evolutie spre ciroza hepatica si totodata au fost depistate concentratii
scazute ale zincului, care poate fi considerat ca un criteriu de evolutie aspre steatoza hepatica
non-alcoolica. [ 12]

Ipoteza ca virusul hepatitic C este nemijlocit implicat Tn dezechilibrul microelementelor
este confirmata de cercetarile recente in studierea detaliata a structurii genomului VHC
[ 3,6,7,10]. Un interes sporit in ultimul timp este manifestat fata de peptidul p7 (viroporina), care
este localizat la jonctiunea dintre proteinele structurale(core, E1, E2) si cele non-structurale(NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). P7 contine 63 aminoacizi, ce formeaza 2 segmente
transmembranare hidrofobe, care sunt unite printr-un sector hidrofil scurt. Ca urmare a
procesului de oligomerizare a proteinei p7, se formeaza un por heptamer. [ 6,11]

Viroporina p7 functioneaza pe membranele artificiale ca un canal ionic cation-selectiv de
dimensiuni medii. La baza actiunii lor toxice, se afld dereglarea homeostazei ionice celulare si
balanta ei osmotica. Ca urmare apare citoliza si necroza tesuturilor. Chiar daca, celula este
capabila sa reziste Tn urma disbalantei osmotice, cresterea concentratiei unor ioni in citoplasma,
poate conduce la alte consecinte dramatice- declansarea proceselor de exocitoza, endocitoza sau
apoptoza.

Mutatiile peptidului p7 in genomul viral, pot duce la scaderea producerii virionilor, dar
nu influenteaza infectiozitatea, ceea ce indica asupra faptului, cd proteina p7 este necesard in
stadiile tardive a replicarii virale si nu participa la etapa de patrundere a virusului in celula gazda.
Astfel, viroporina p7 reprezinta o posibild tinta pentru terapia antivirald, in cazul pacientilor cu
hepatita C. [ 6,7,11]

Putem presupune ca modificarile depistate in cadrul studiui efectuat, sunt provocate atit
de VHC, cit si de factorii ce tin de gazda, dar posibil si de factorii mediului ambiant.

Variatia larga a conditiilor geografice, actiunea exprimatd a conditiiolor de repartizare si
migrare a microelementelor a dus la variatie larga a concentratiei lor in solul diferitor regiuni: de
la insuficientd la surplus. Dupa datele lui Chiriliuc V.P.; in solurile Moldovei se constata
concentratii crescute a 14 elemente chimice (B, Zn, Pb, Mo, Sr, Co, Cu etc.) si este scazut
nivelul a 10 elemente (Bo, Be, Cr, Mn, V etc.), ce este cauzat de conditiile geochimice de
formare a teritoriului Moldovei. Poluarea solurilor Moldovei decurge mai lent comparativ cu
Europa si este mai exprimatd dupa continutul Ag, Cu, Pb, ce sunt crescute de 5-15 ori
comparativ cu valorile medii. Compusii de cupru(Cuprozan, Carbonatul de cupru, Cuprocinl si
2, Triclorfenolatul de cupru etc.) sunt utilizati pe larg in silvicultura si viticultura . [ 13,14]

Nu este posibil de a exclude din viata cotidiana substantele poluante, dar este posibil,
dupa studierea minutioasa a toxicitatii anumitor elemente chimice de monitorizat utilizarea
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corectd si rationald a lor. Pentru fiecare element chimic existd anumite limite de concentratii,
trecand de care elementul ,,util” poate deveni toxic. Deaceia, clasificarea unui sau altuia element
chimic in grupul celor toxice poate fi relativa si poate relata doar, probabilitate inalta de a actiona
negativ asupra organismului uman in lumea contemporana.

Dezechilibrul in statutul microelementelor, are ca consecintd afectarea sistemului

antioxidant hepatic, care poate influenta nefavorabil evolutia hepatitei cronice.

10.

11.

12.

13.
14.

Concluzii

Hepatita cronica virala C decurge cu concentratii evident sporite ale cuprului seric in
ambele faze ale infectiei virale C: in faza replicativa- 41,27 £6,0umol/l (p<0,001), cit si
la bolnavii cu faza latenta a infectiei virale- 35,15 £8,2umol/l (p<0,001), comparativ cu
lotul martor- 15,96 +3,01 umol/I.

Concentratii sporite ale cuprului au fost depistate la bolnavii cu activitate moderat-
maximald a procesului inflamator hepatic- 45,63 £3,62umol/l comparativ cu bolnavii cu
activitate minimala -36,37 +2,20umol/l (p<0,05) si comparativ cu persoanecle sanatoase
din lotul martor -15,96 £3,01umol/l (p<0,001).

Nivelul ceruloplasminei a fost constatat ridicat la bolnavii in ambele faze ale infectiei
virale C: la bolnavii cu faza replicativa -177,45 +14,36 mg /I (p<0,01), si la cei cu faza
latentd-186,64+14,84 mg /I (p<0,001), comparativ cu lotul martor 116,42+11,87 mg /I.
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