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RESUMO

O virus da hepatite C é um agente infeccioso responsavel pela inflamagéo do figado
e cuja progresséao leva a hepatite C podendo produzir complicacbes como a cirrose,
insuficiéncia hepatica e hepatocarcinoma. A infeccdo pelo VHC progride com
inflamacédo, provocando danos no parénquima hepatico, no metabolismo de
nutrientes neste o6rgdo, aumento de espécies reativas de oxigénio e a diminuicédo
das concentragfes plasmaticas de antioxidantes. Este processo favorece a
persisténcia da replicagdo viral e a cronicidade podendo levar a ineficiéncia da
resposta imune e agravamento do quadro clinico do paciente. A vitamina C
plasmatica atua na primeira linha de defesa do organismo inativando as espécies
reativas de oxigénio e protegendo os constituintes celulares contra possiveis danos,
pois estimula a producéo do interferon e citocinas antiinflamatorias, proliferagdo dos
linfécitos T, aumento da atividade anti-apoptoética, entre outras. Uma das principais
fontes de vitamina C na dieta humana séo as frutas citricas, em especial o suco de
laranja. O objetivo deste estudo foi avaliar o estado nutricional, bioquimico e
oxidativo de pacientes com hepatite C cronica. Os pacientes ingeriram 500 mL/dia
de suco de laranja durante 8 semanas. No inicio e final do protocolo proposto foram
realizadas avaliacfes dietéticas, antropométricas, bioquimicas e do estresse
oxidativo. Os resultados mostraram que a ingestédo regular de suco de laranja néao
alterou as variaveis antropométricas mas reduziu algumas variaveis bioquimicas,
sendo o colesterol total, LDL-c, insulina, destacando-se a reducdo da proteina C
reativa, que houve aumento da capacidade antioxidante e reducdo da peroxidagao
lipidica no soro dos pacientes. Pelos resultados observa- se que a ingestao do suco
de laranja pode contribuir positivamente para reducao do processo inflamatério e do
estresse oxidativo e tem efeito hipocolesterolémico em pacientes com hepatite C

cronica.

Palavras chaves: hepatite C, vitamina C, suco de laranja



ABSTRACT

Hepatitis C virus is an agent responsible for liver inflammation and the progression
can leads to hepatitis C and complications such as cirrhosis, liver failure and
hepatocellular carcinoma.VHC infection progresses to inflammation, causing damage
in the liver parenchyma, metabolism of nutrients, increase reactive oxygen species
and decrease plasma concentration of antioxidants. This process favors the
persistence of viral replication and chronic liver disease and lead to inefficiency of the
immune response and aggravation of the clinical status of the patients. The plasma
vitamin c acts as the first line of defense by inactivation reactive oxygen species and
protecting cellular components potential damage and stimulates the production of
interferon and anti-inflammatory cytokines, proliferation of T linphocytes increase of
anti-apoptotic among others. The greatest sources of vitamin C in the human diet are
citrus fruits, especially orange juice. This study is aimed to evaluate the nutritional,
biochemical and oxidative status of patients with chronic hepatitis C infection. The
patients ingested 500 mL/Day of orange juice for eight weeks. At the beginning and
end of the study were avaluated dietary, anthropometric, biochemical and marcs of
oxidative stress. The study showed that regular intake of orange juice did not change
the nutritional status, reduced some biochemical variables, and increased the
antioxidant capacity and decrease lipid peroxidation in the serum of the patients. This
study summarizes that the ingestion of orange juice can contribute positively to
reduce inflammation oxidative stress have effect to hypocholesterolemic effect to

chronic hepatitis C patients.

Keywords: hepatitis C, vitamin C, orange juice
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1. INTRODUCAO

A infeccéo pelo virus da hepatite C (VHC) € um problema mundial de saude
publica, pois afeta cerca de 170 a 250 milhdes de individuos no mundo podendo
levar as complicagbes como a cirrose e o0 hepatocarcinoma (World Health
Organization, 2008). A infeccdo pelo VHC progride com inflamag¢do que induz ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a diminuicdo das concentracdes
plasmaticas de antioxidantes. Este processo favorece a persisténcia da replicacao
viral, cronificacdo da mesma, ineficiéncia da resposta imune e agravamento do
quadro clinico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006; GRONBAEK et al. 2006).

O organismo possui dois sistemas de defesa contra o estresse oxidativo, o
sistema de defesa enzimatico e sistema de defesa ndo enzimatico, constituido por
antioxidantes dietéticos, como a vitamina C, vitamina E e compostos polifendlicos,
dentre eles os flavonodides (YILMAZ et al. 2004).

A vitamina C plasmatica atua na primeira linha de defesa do organismo
inativando os radicais livres e protegendo os constituintes celulares contra possiveis
danos, pois estimula a producdo do interferon e citocinas antiinflamatérias,
proliferacdo dos linfécitos T, aumento da atividade anti-apoptotica, dentre outras
(LEITE e SARNI, 2003; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). Algumas das principais
fontes de vitamina C na dieta humana séo as frutas citricas, em especial o suco de
laranja, cujo consumo tem se tornado cada vez mais prevalente pelo seu teor de
vitamina C, folato, além de ser fonte de flavonoides citricos (CESAR et al. 2010).

Estudos reportam que os flavondides citricos tem propriedades anti-
inflamatadrias, anticarcinogénicas e reduzem o risco de desenvolvimento de doencas
cronicas, prevenindo doencas cardiovasculares (GARCIA, 2008; TERAO, et al.

2009; RISO, et al. 2005; TAPIERO et al. 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Este estudo teve como objetivo avaliar o estado nutricional, bioquimico e

oxidativo, de pacientes com hepatite C crbnica, antes e ap0s a intervencgao dietética

com 500 mL/dia de suco de laranja durante oito semanas.

2.2. Especificos

Avaliar a influéncia do consumo regular do suco de laranja sobre os
parametros nutricionais através de medidas antropométricas: peso, estatura,
dobras cutaneas, percentagem de gordura corporal, medidas de
circunferéncias (abdémen e cintura);

Avaliar a ingestéo dietética por meio de registro alimentar de duas semanas e
recordatorio de 24 horas;

Avaliar parametros bioquimicos: colesterol total, LDL-C, HDL-C, triglicérides,
glicemia, insulina e proteina C- reativa ultrasensivel.

Avaliar biomarcadores do estresse oxidativo: capacidade antioxidante pelo
método difenilpicril-hidrazil (DPPH) e peroxidacao lipidica pelo método de

substancias reativas do &acido tiobarbitdrico (TBARS).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que entre 170
e 250 milhdes de individuos, correspondendo a 3% da populacdo mundial, estejam
infectados pelo VHC e que aproximadamente 3 a 4 milhdes de individuos tornam-se
infectados a cada ano, sendo relevante o numero de individuos que desconhecem
sua condicao de portadores do virus (WHO, 2008; FOCACCIA et al. 2003; SEEFF et
al. 2002).

O VHC foi identificado e caraterizado pela primeira vez por CHOO et al
(1989) da Chiron Corporation em colaboracdo com o Center for Disease Control
(CDC), que através dos avancos da biologia molecular conseguiram extrair e
identificar o RNA viral em chimpanzés infectados com soro de pacientes, permitindo

efetuar a genotipagem do virus (CHOO et al. 1989).

3.1. O virus da hepatite C (VHC)

3.1.1. Estrutura do virus
Taxonomicamente o VHC pertence a familia Flaviviridae, género Hepacivirus
e tem como hospedeiro natural o homem e o chimpanzé (PYBUS et al. 2009;

FOCACCIA et al. 2003). O virion é uma particula esférica com um tamanho que



Revisdo bibliografica-Pagina |4

oscila entre 50-70 nm de diametro, constituida por um invélucro lipidico na qual
estdo ancoradas as glicoproteinas estruturais do virus E1 e E2. No interior se
encontra o nucleocapsideo constituido pela proteina core (C) que protege o0 RNA

viral no seu interior (LINDENBACH e RICE, 2005).

3.1.2. Organizacdo genémica do virus

O genoma do VHC é formado por uma fita simples de RNA de polaridade
positiva contendo cerca de 9.600 nucleotideos. Esta fita contém uma Unica e longa
fase de leitura aberta (ORF-Open Reading Frame), a qual codifica uma poliproteina
precursora com cerca de 3010 a 3033 aminoacidos, dependendo do gendtipo,
flanqueada em ambas as extremidades por pequenas regides nao traduzidas e com
extensa estrutura secundaria denominadas 5 UTR e 3'UTR. Pela acao
autoproteolitica e proteolitica da célula hospedeira, a poliproteina precursora €
clivada em proteinas estruturais (core, E1 e E2) e proteinas ndo estruturais (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (CHOO et al. 1989).

Entre as proteinas estruturais e ndo estruturais existe uma pequena proteina
(proteina p7) que regula a permeabilidade dos ions na membrana e apresenta um
importante papel na maturacdo e liberacdo da particula viral (PAVLOVIC et al.
2003). A proteina estrutural do core é a principal constituinte do nucleocapsideo, e
esta envolvida nos mecanismos de montagem e secrecao das particulas infecciosas
do virus (PAWLOTSKY et al. 2007, GOTTO et al. 2004). Estudos tém indicado que
esta proteina apresenta outras fungdes tais como, modulacéo da transcricdo génica,
proliferacdo, morte e sinalizacdo celular, podendo interferir com o metabolismo
lipidico e suprimir a resposta imune do hospedeiro via mecanismos ainda nao

conhecidos (MCPARLAND et al. 2009).
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As glicoproteinas E1 e E2 do envelope sdo essenciais para a entrada do
virus na célula hospedeira e no ciclo replicativo. As proteinas nao estruturais (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B), na extremidade amino da poliproteina possuem
acOes helicasica, proteasica e RNA polimerasica. A figura 1 mostra a organizacao
gendmica do VHC (DUBUISSON, 2007; COCQUEREL et al. 2006; OKUDA et al.
2002; WARIS e SIDDIQUI, 2005). As proteinas NS5A e a do core, interferem no
metabolismo intracelular dos lipideos e de lipoproteinas, com efeito direto no
desenvolvimento da esteatose a qual € comum em individuos infetados pelo VHC

(PEARLMAN et al. 2007).

. Structural proteins Non-structural proteins g
p NE [
. C E1| E2 "NS2| NS3 |)° NS4b NS5b -, —tp

Figura 1. Representacdo esquematica da organizacdo do RNA gendémico do VHC. O
genoma é constituido por 9.600 nucleotideos. As regides 5’'UTR que contém IRES (Internal
RibossomeEntry Site) e a 3'UTR flanqueiam a ORF (Open Reading Frame), cuja
poliproteina correspondente € clivada em proteinas estruturais e nao estruturais
(ROINGEARD et al. 2004).

3.1.3. Variabilidade genética

O VHC possui a capacidade de se diversificar dentro de um individuo
infectado ao longo do tempo, resultando em quasispecies, isto €, uma populacdo de
variantes virais distintas, mas estreitamente relacionadas, pertencentes a um unico
individuo. Geralmente parte da variacado genética do VHC é devida a ocorréncia de
uma elevada taxa de mutacdes resultante de erros na incorporacédo de nucleotideos
durante a replicacéo viral e auséncia de mecanismos de reparacdao (DOMINGO et

al.1998; FREEMAN, 2001, SIMMONDS, 2004). Este fato tem importante papel no
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desenvolvimento da infeccdo viral, permitindo a sele¢cdo de variantes mais
resistentes sob a presséo da resposta imunolégica do hospedeiro (NEUMANN et al.
1998; FOCACCIA et al. 2003; ALBERTI, 2003).

A partir da analise filogenética das cepas do VHC foi possivel distinguir
varios tipos virais em diferentes regides do mundo que sao classificadas como
genotipos. Existem seis tipos principais, enumerados de 1 a 8, e aproximadamente
100 subtipos identificados por letras minusculas do alfabeto por ordem de
descoberta. (SIMMONDS et al. 2004).

Dados de estudos epidemiolégicos mostram que 0S genotipos estdo
geograficamente distribuidos, registrando-se grandes assimetrias no mesmo
continente, entre paises e areas distintas. Os genotipos 1, 2 e 3 estdo amplamente
distribuidos, sendo o gendtipo 1 predominante nas Américas, Japao e Europa e esta
associado com a forma mais severa da doenca, evolucdo para cirrose, carcinoma
hepatocelular e alta resisténcia ao tratamento antiviral (WASLEY et al. 2000). O
genotipo 3 é mais prevalente na América do Sul e em alguns paises da Europa,
onde esta muitas vezes associado ao uso de drogas endovenosas. O gendtipo 4 &
endémico no Egito e encontrado em outros paises da Africa e Oriente Médio. O
gendétipo 5 ocorre principalmente na Africa e o genétipo 6 e seus variantes s&o
encontrados principalmente na Asia (CAMPIOTTO et al. 2005; MURPHY et al.

2007). A figura 2 mostra a prevaléncia da distribuicdo da hepatite C no mundo.
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Figura 2. Mapa de distribuicao da Hepatite C no mundo (WHO 2008)

3.2. Patogenia da hepatite C

3.2.1. Imunopatogénese da infec¢cao pelo VHC

Apés a infecgdo, o VHC se difunde rapidamente para os hepatdcitos, pois
estes sdo as principais células-alvo. Contudo existem evidéncias da presenca do
virus em células do sistema imune, como linfocitos, mondcitos e células dendriticas,
do epitélio intestinal e sistema nervoso (FARCI et al. 2000; MACPARLAND et al.
2009). Estas infeccdes das células ndo hepéticas poderdo ser potenciais
reservatorios, contribuindo para a sele¢cdo de variantes e persisténcia viral
(FREEMAN et al. 2001).

A primeira etapa do ciclo replicativo consiste na ligacdo do virion a célula
hospedeira através da interacdo entre a glicoproteina E2 que se liga com alta
afinidade a molécula CD81, uma tetraespanina encontrada na superficie de algumas

células incluindo as do figado (MacPARLAND et al. 2009). Outras moléculas da
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célula hepética sdo também apontadas como receptores para entrada do VHC.
Dentre elas, os receptores de lipoproteina de baixa densidade (LDLr) e receptor
scavenger tipo B classe | (SR-BI), que se liga e funciona como receptor de
lipoproteina de alta densidade (HDL) de alta expressdo no figado, aumentando
desta forma a entrada de particulas virais na célula (SABAHI, 2009).

Nos pacientes infectados pelo VHC, as particulas virais podem estar
associadas as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e de baixa densidade
(LDL). Deste modo, podem ser reconhecidas tanto pelos receptores do tipo LDLr,
quanto pelos receptor do tipo SR-BI, que se liga a varias lipoproteinas incluindo
HDL e VLDL. O SR-BI caracteriza-se por ser uma proteina cuja expressao ocorre no
figado e sua funcédo é facilitar a absorcdo de lipideos (RIGOTTI et al. 2003;
KAPADIA et al. 2007).

O RNA viral liberado no interior da célula apresenta trés funcdes: (1)
traducdo das proteinas estruturais e ndo-estruturais e replicacao sob a acdo da RNA
polimerase, (2) empacotamento e montagem do virus e (3) a saida das particulas
virais da célula por exocitose (PAWLOTSKY et al. 2007; DUBUISSON et al. 2007).

Os mecanismos responsaveis pelo dano aos hepatécitos ndo estdo bem
elucidados.

A infeccdo pelo VHC induz a uma resposta imune efetiva do hospedeiro,
tanto especifica como inespecifica contra o antigeno viral (FOCACCI et al. 2003). Na
fase inicial o organismo é defendido pela resposta imune inespecifica que controla a
replicacdo viral induzindo a producédo de Interferon (IFN) do tipo | (a, B) (CHISARI,
2005). A resposta imune nao especifica envolve células de imunidade inata,
macrofagos natural killer e células dendriticas que produzem IFN-I e fator de

necrose tumoral (TNF-a).
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Os macrofagos e células dendriticas imaturas do parénquima hepético
infectados sdo capazes de processar fragmentos antigénicos do VHC (SZABO e
DOLGANIUC, 2006) e apresenta-los a outras células do sistema imune. Na
presenca de antigenos virais, as células dendriticas imaturas sao induzidas a migrar
para ganglios linfaticos regionais, transformando-se em células maduras com
capacidade de ativar linfocitos T e influenciar a polarizacéo da resposta de linfocitos
T CD4 em tipo Thl, secrecdo de IL-2, IFN, TNF-a) que facilitam a resposta imune
celular ou citotoxica ou Th2 (ativacédo de linfocitos B e citocinas: IL-4, IL-5, IL-10, IL-
13) que leva a estimulacdo da imunidade humoral (GUTCHER e BECHER, 2007,
SKINNIDER et al. 2002).

A ativacdo das células B induz a producdo e secrecdo de anticorpos,
capazes de se unir as particulas virais circulantes, impedindo a entrada do virus nas
células e deste modo limita a expanséo viral. Porém, este tipo de resposta tem sido
incapaz de atuar sobre as células infectadas (GOTTO et al. 2004). Uma vez a célula
infectada, a resposta imune celular se torna crucial para a eliminacéo ou persisténcia

da infeccéo por VHC (SKINNIDER et al. 2002).

3.2.2. Mecanismos de Persisténcia Viral

A persisténcia e o clareamento viral dependem da interacdo virus-
hospedeiro, porém, o mecanismo responsavel nao esta bem elucidado (FOCACCIA,
2003). Contudo, diferentes mecanismos incluindo o dano hepatico imunoldgico,
citotoxicidade mediada por diferentes produtos virais e inducdo do estresse
oxidativo, tem sido sugeridos como papel importante na persisténcia e patogénese

da hepatite C (STRAUSS et al. 2001).
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Vérios estudos reportam que além das quasispécies, a grande capacidade
mutagénica do virus propicia seu constante escape a intensa resposta imunologica
desenvolvida pelo hospedeiro. A via de contaminagcédo parece influenciar a historia
natural da hepatite C, pois individuos infectados com produtos de sangue por via
parenteral evoluem em maior proporcao para a forma crénica em relagdo a outras
vias de contaminacdo. Estudos realizados em individuos com hepatite C pos
transfusional, demonstram indices de cronificacdo de 74 a 85%. Em outros tipos de
contaminacdo a evolucdo para forma cronica pode ocorrer em percentagens
menores, ao redor de 55% (FOCACCIA et al. 2003).

Outros fatores podem condicionar a progressao da lesdo hepatica, como
sexo, idade, consumo de alcool ou concomitédncia de outros virus. Fatores
hormonais bem como fatores genéticos podem influenciar na historia natural da
hepatite pelo VHC, sendo que a enfermidade progride mais rapidamente no sexo
masculino, provavelmente por néo existir um efeito protetor do horménio estrégeno
(STRAUSS et al. 2001).

Estudos experimentais mostram que doses de alcool superior que 60 g/dia e
o VHC tém efeitos inibitorios aditivos sobre a resposta imune antiviral e que ambos
interagem na ativacdo dos hepatdcitos, com aumento da apoptose celular e indugéo
da resposta inflamatoria. Todos estes mecanismos, além de induzirem o
aparecimento mais precoce de cirrose hepatica, parecem estar também implicados
no desenvolvimento do carcinoma hepatocelular. A co-infeccdo do VHC com outros
virus, aumento da hepatotoxicidade e elevacédo da viremia secundaria, induz a uma
progressao mais rapida da doenca devido a cargas virais elevadas (THOMAS et al.

2000; LAUER e WALKER, 2001).
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Individuos com idade superior a 40 anos no momento da infeccédo tém rapida
progressao da doenca. Entre criancas e jovens adultos a eliminacédo espontanea do
virus ocorre em torno de 40 a 45% e o desenvolvimento de cirrose em 2 a 4% apos
20 anos de infeccdo (FOCACCIA et al. 2003). A etnia apresenta-se também como
um fator adicional que influencia a progresséao para fibrose. Estudos sugerem que
afro-americanos podem apresentar doenca histolégica mais branda comparada aos
caucasianos, mas comprovam uma maior taxa de evolucdo para carcionoma

hepatocelular (SUGIMOTO et al. 2003).

3.3. Histoéria natural

Estabelecer a historia natural da infec¢do pelo VHC é complexo, pela falta
de dados prospectivos, dificuldade em definir a data de transmisséo, associagbes
com outros fatores que alteram o curso da doenca e pela auséncia de sintomas na
maioria dos casos (AUGUSTO e LOBATO, 2004). Normalmente os sintomas nao
sédo detectados antes de 20-30 anos ap0s a infeccdo, quando o quadro pode ser
mais grave. Por se tratar de uma doenca insidiosa, possui um grande namero de
individuos infectados portadores do virus e uma ampla distribuicdo (SHEHAB, 2004).
A historia natural da hepatite C esta dividida em duas fases distintas, fase aguda e

fase cronica Figura 3.
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Figura 3. Historia Natural da Hepatite C adaptada de Rodrigues-Luna e

Douglas (2004).

Fase Aguda: Com periodo de incubacdo de 2 semanas a 6 meses apos a
infeccdo. A maioria dos pacientes ndo apresenta sintomas clinicos nesta fase ou
guando presentes sdo: cansaco intenso, colulria, acolia fecal, febricula, mal estar
gastrointestinal e ictericia encontrados em cerca dos 30% dos pacientes (AUGUSTO
e LOBATO, 2004). Apesar da infeccdo aguda ser ligeira ou inaparente, a cura
espontanea da hepatite C aguda verifica-se em apenas cerca de 15% dos casos e
parece ocorrer com maior probabilidade em individuos jovens, do género feminino,
caucasianos e/ou com baixos niveis de carga viral (THOMAS et al. 2000; CHEN e

MORGAN, 2006; BLACKARD et al. 2008).

Fase Cronica: Observada em aproximadamente 85% de individuos sem
cura espontanea. Nesta fase ocorre replicacdo viral persistente com deteccdo de
RNA viral no soro ou tecido hepatico, na presenca de resposta imune (BLACKARD
et al. 2008). Uma vez a cronicidade estabelecida, ndo existe cura espontanea. Os
individuos cronicamente infectados podem durante muito tempo apresentar fadiga

cronica, desconforto referido ao hipocéndrio direito, sendo estas as queixas mais
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frequentes, embora muitos doentes se mantém assintomaticos até desenvolverem
formas avancadas de doenca hepatica (LEVENT et al. 2006). As principais
complicacfes potenciais da infec¢do cronica pelo virus da hepatite C a longo prazo
sao a cirrose, insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular (CHC) (LEVENT et
al. 2006). Portanto, 15% dos individuos com infeccdo aguda evoluem para cura
espontanea e 85% para cronicidade da doenca, sendo que destes 60 a 70%
permanecem estaveis, e 30 a 40% evoluem de forma progressiva para cirrose (1-7%
ao ano) e hepatocarcinoma (1-4%) (FERREIRA, 2004; RODRIGUES-LUNA e

DOUGLAS, 2004).

3.4. Mecanismos de Transmissao

Existem trés vias principais de transmissdo do VHC: percutéanea, nao

percutanea e esporadica.

3.4.1. Transmissao percutanea

A via percutanea consiste na via mais importante de transmissao do VHC.
Fazem parte deste tipo de transmissdo a transfusdo sanguinea e hemoderivados,
inoculagéo por picada de agulhas contaminadas durante a acumpuntura, piercing,
rituais de escarificagdo, tatuagens e procedimentos médicos (CHEN e MORGAN,
2006; ACEIJAS e RHODES, 2007; LAVANCHY et al. 2009). Qualquer material
perfuro-cortante pode ser veiculo transmissor do virus de um individuo para outro,
como o alicate da manicure, a lamina do barbeiro ou mesmo a escova de dentes,
compartilhada (WASLEY et al. 2000; ALTER, 2007; LAVANCHY et al. 2009).

A partir de 1991, houve obrigatoriedade em realizar- se exames sorolégicos

para pesquisa de anticorpos contra o VHC (anti-VHC) aos doadores de sangue,
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reduzindo deste modo a hepatite pos-transfusional. Contudo sua transmissao
continua sendo disseminada por outros meios parentais e nao parentais (CHEN e
MORGAN, 2006; ACEIJAS e RHODES, 2007; LAVANCHY et al. 2009). Atualmente
a via mais importante de transmissdo esta relacionada ao uso de seringas
contaminadas por usuarios de drogas sendo que a prevaléncia do anti-VHC pode

alcancar 90% e esta populacdo permanece como reservatorio permanente.

3.4.2. Transmissao ndo percutanea

Neste tipo de transmissao destaca-se a transmissdo sexual e a vertical. A
transmissdo sexual do VHC pode ocorrer, mas € pouco eficiente, e ocorre
principalmente em pessoas com atividade sexual precoce, promiscua, sem protecao,
com co-infeccdo pelo HIV e com traumatismos durante a relacdo sexual
determinando o risco aumentado de infec¢cdo pelo virus (WASLEY et al. 2000;
ALTER, 2007). A transmisséo vertical revela-se pouco significativa na hepatite C,
podendo ocorrer particularmente no momento do parto, dependendo principalmente
da carga viral da mée e do tipo de genotipo. Sua incidéncia oscila entre 4-7% e ao
redor de 20% se a mae for co-infectada pelo HIV. Aparentemente a transmissao
intra-uterina € incomum tornando-se maior o risco durante o parto normal que na
cesariana (ROBERTS et al. 2001). Particulas virais foram demonstradas no colostro
e leite materno, mas nao ha até agora evidéncias conclusivas de aumento do risco a
transmissdo, exceto na ocorréncia de lesbes ou sangramento nos mamilos

(ROBERTS et al. 2001).
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3.4.3. Transmissao esporadica

Séo designados casos esporadicos quando ndo se conhece a via de
aquisicdo do VHC, podendo ocorrer por via percutanea ou por via ndo percutanea
predominantemente nao identificada (SEEFF et al. 2002; ALTER, 2007). Sendo
assim, é importante a forma nosocomial, pois muitos individuos tém antecedentes de
hospitalizacdo com cirurgias, atendimentos médicos de urgéncia em pronto-socorro
ou contaminacdo médica durante o ato cirargico. Esta forma de contaminacdo pode
ocorrer de doente para doente, de médico para doente e de doente para médico e
sao responsaveis por 2,3-4,7 milhdes de novas infec¢cdes anuais em varios paises
(ALTER, 2008; LAVANCHY et al. 2009).

3.5. Diagnéstico da hepatite C

O diagnéstico da infeccdo pelo VHC é baseado em dados clinicos,
laboratoriais e histologicos. Os testes laboratoriais sdo constituidos por: testes
bioquimicos, imunoenzimaticos, biologia molecular e histolégicos (JEROME e

GRETCH, 2004)

3.5.1. Testes imunoenziméticos

O diagndstico inicia com a pesquisa de anti-VHC dirigidos contra antigenos
virais, estruturais e ndo-estruturais no plasma do individuo infectado. Os anticorpos
sdo detectados por varios métodos, sendo o mais utilizado o teste imunoenzimatico
de imunoabsorcéo por ligacdo enzimatica (ELISA) de terceira geracdo (OKAMOTO
et al. 1992). O teste ELISA é bem adaptado a triagem de um grande numero de
amostras, podendo detectar mais de 98% de pacientes infectados, sendo facil de
proceder e apresentar baixo custo. Entretanto, o teste ndo possibilita distinguir

infeccdes agudas, cronicas ou resolvidas (JEROME e GRETCH, 2004).



Revisdo bibliografica-Pagina |16

No sentido de melhorar o diagnostico em populacbes de baixo risco,
evitando resultados falsos positivos foram desenvolvidos testes complementares de
confirmacdo. O teste complementar mais usado na pesquisa de anti-VHC que
apresenta alta sensibilidade e especificidade o Recombinant Immunobloting Assays
(RIBA), de facil execucdo, mas apresenta custo elevado (JEROME e GRETCH,
2004; ALTER et al. 2008).

A sensibilidade do teste ELISA tende a diminuir em pacientes
hemodialisados, com crioglobulinemia mista associada a infeccdo pelo VHC no
periodo de janela imunoldgica, e imunocomprometidos (portadores de HIV em fase
adiantada da doenca e transplantados de 6rgaos ou tecidos), por apresentam titulos
de anti-VHC abaixo do limiar de deteccdo dos testes sorologicos, resultando em
sorologia falso-negativa. A deteccdo dos anticorpos ndo fornece indicacdes da
resposta ao tratamento, pois estes continuam por tempo indeterminado no individuo,
mesmo depois da eliminacdo do virus. Nas criancas recém nascidas ndo é
recomendado a execucdo de testes soroldgicos pelo fato de haver transferéncia
passiva de anticorpos da mae para o filho durante o periodo de gestacédo atravées da
placenta. Ap0s os 18 meses de vida recomenda-se o diagnéstico através de

técnicas de biologia molecular (PAWLOTSKY et al. 2007).

3.5.2. Testes de biologia molecular

Os testes moleculares incluem: analise qualitativa, realizada através da

deteccdo de RNA do VHC, analise quantitativa, através da medida da carga viral e a

genotipagem (STRAUSS et al, 2001). A deteccdo do RNA do VHC atraves do PCR é
considerada hoje a técnica mais acurada na caracterizacdo do estado de infeccao

porque detecta com rapidez pequenas quantidades do genoma viral em amostras
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clinicas e sdo utilizadas também na monitorizacdo da resposta ao tratamento ou
para acompanhamento de casos nao tratados (FREEMAN et al. 2001; STRAUSS et
al. 2001). O método utiliza sequéncias iniciadoras ou primers, complementares a
uma regido gendmica viral a ser amplificada (BRANDAO et al. 2001; STRAUSS et al.
2001).

Os testes qualitativos informam a presenca ou ndao do RNA viral em
individuos infectados pelo VHC que ainda ndo desenvolveram anticorpos,
discriminam pacientes com infec¢cdo cronica, daqueles com infeccdo aguda ou
resolvida, auxiliam no diagnéstico da infeccdo em recém nascidos de maes
portadoras do virus, confirmam resultados sorologicos indeterminados, monitoram
pacientes em tratamento antiviral e identificam o VHC em individuos
imunocomprometidos (FREEMAN et al. 2001; PAWLOTSKY et al. 2007). Testes
moleculares que quantificam os niveis de RNA no soro de pacientes infectados séao
utilizados para verificar as taxas de replicacéo e eliminacdo do virus na avaliacdo do
estado do paciente. Os niveis de RNA do VHC no soro (carga viral) podem estar
correlacionados com o estagio da doenca e também com a resposta ao tratamento
(PAWLOTSKY et al. 2007). A genotipagem do VHC tem grande importancia na
distincdo de variantes gendmicos do virus e prescricdo terapéutica e ndo para o

diagnoéstico (FREEMAN et al. 2001; MARCELIN et al. 2002).

3.5.3. Teste histologico

A avaliacdo histolégica através da bidpsia tornou-se o0 método padrao para
determinar a progressédo da doenca. E considerado o melhor procedimento para
determinar a presenca de cirrose, intensidade do processo inflamatério e o estagio

de fibrose no tecido hepatico. E um exame de custo elevado e invasivo, requer
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profissionais especializados e esta associado a riscos e complicacdes (FREEMAN et

al. 2001; PAWLOTSKY et al. 2007).

3.6. Tratamento

O tratamento disponivel atual para a hepatite C cronica baseia-se numa
combinagédo de interferon alfa peguilado (IFN-a) e ribavirina (RBV) cuja resposta
virolégica sustentada é avaliada pela auséncia de RNA viral seis meses apés o
tratamento (PAWLOTSKY et al. 2007; MACPARLAND et al. 2009; SABAHI, 2009). O
objetivo do tratamento antiviral na hepatite C cronica consiste na erradicagdo da
infeccdo nas primeiras fases da doenca mediante a extingdo da viremia, com
finalidade de prevenir as complicagbes da infec¢ao pelo virus que séo a cirrose e 0
carcinoma hepatocelular (AUGUSTO e LOBATO, 2004). A infec¢céo por VHC mostra
ser susceptivel ao tratamento, mas este acarreta custos elevados, requer
monitorizagdo a longo prazo e esta associado a varios efeitos colaterais de dificil
tolerancia por parte de alguns pacientes (PAWLOTSKY et al. 2007).

O tratamento tem sido eficaz em aproximadamente 80% dos pacientes
infectados com o gendtipo 2 ou 3 e menos de 50% com o gendtipo 1. No tratamento
da infeccdo pelo gendtipo 1 recomenda-se uma maior dose de RBV e tempo mais
prolongado (1,0-1,2 g/dia, 48 semanas) que na infeccao pelo gendtipo 2 ou 3 (0,8
g/dia, 24 semanas). Para os pacientes com genotipos 4, 5 e 6 existem ainda poucos
estudos clinicos, aplicando-se portanto o protocolo terapéutico utilizado para o
gendtipo 1 (PAWLOTSKY et al. 2007).

O farmaco IFN-a € uma proteina sintética idéntica a natural, da familia das
citocinas com amplo espectro de efeitos: (1) antivirais, mediante a inibicdo da

replicacdo viral nas células infectadas, (2) inducdo da secrecdo de citocinas, (3)



Revisdo bibliografica-Pagina |19

antiproliferativos, (4) imunomoduladores ao estimular a resposta antiviral especifica
do hospedeiro, aumentando a producdo de células T helper do tipo Thl e (5)
reduzindo a producdo de células supressoras o que acelera a morte de células
infectadas (FRIED et al. 2002; ACRAS et al. 2004).

A ribavirina € um analogo sintético da guanosina, com atividade direta contra
o VHC por mecanismo de inibicdo da RNA polimerase virus dependente.
Administrada oralmente tem uma vida média longa e apresenta excrecdo renal
(FRIED et al. 2002). E teratogénica e por isso é recomendado evitar a gravidez
durante o tratamento até 6 meses depois da suspensdo do tratamento

(PAWLOTSKY et al. 2007).
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Cap itulo 1T

INFLUENCIA DA INTERVENCAO DIETETICA COM SUCO DE LARANJA NO
ESTADO NUTRICIONAL E VARIAVEIS BIOQUIMICAS EM PACIENTES COM
HEPATITE C CRONICA
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INFLUENCIA DA INTERVENCAO DIETETICA COM SUCO DE LARANJA NO
ESTADO NUTRICIONAL E VARIAVEIS BIOQUIMICAS EM PACIENTES COM
HEPATITE C CRONICA

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da ingestéo regular do suco de laranja sobre
0 estado nutricional e bioquimico de pacientes com hepatite C crdnica. Participaram do
estudo 23 pacientes voluntarios, 13 homens e 10 mulheres, atendidos no Servico Especial
de Saude de Araraquara (SESA), SP. Os pacientes foram voluntarios para consumir 500
ml/dia de suco de laranja industrializado durante 8 semanas, sendo avaliados no inicio e ao
final da intervencao dietética. Os resultados mostraram que o consumo regular do suco de
laranja ndo alterou o estado nutricional dos pacientes, porém reduziu o colesterol total
(7,8%), o LDL-c (11,4%), a insulina (23,5%) e a proteina C reativa (81%). Em conclusao, foi
verificado que a ingestéo regular de 500 mL/dia de suco de laranja melhorou a sensibilidade

a insulina e mostrou propriedade hipocolesterolémica e antiinflamatéria.

Palavras Chave: Hepatite C, suco de laranja, LDL-c, insulina, Proteina C reativa

ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effect of regular intake of orange juice on the nutritional and
biochemical status of patients with chronic hepatitis C infection. The study enrolled 23
patients, 13 men and 10 women treated at the Special Health Service of Araraquara (SESA).
They were volunteers to consume 500mL/day of commercial orange juice for 8 weeks, and
they were evaluated at the beginning and at the end of the experiment. Results showed that
the regular consumption of orange juice not changed the nutritional status of patients,
althought it reduced significantly total cholesterol (7.8%), LDL-c (11.4%), insulin (23 5%) and
C Reactive Protein (81%). In conclusion, it was shown that the regular consumption of 500
mL/day of orange juice improved the insulin sensitivity and showed hypocholesterolemic and

anti-inflammatory properties.

Keywords: Hepatitis C, orange juice, LDL-c, Insulin, C Reactive Protein
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1. Introducéo

O virus da hepatite C (VHC) é o agente infeccioso responsavel pela
inflamacéo do figado e cuja progresséo leva a hepatite C. Esta enfermidade constitui
um dos mais importantes problemas de saude publica mundial da atualidade pelo
fato de ser uma doenca insidiosa, de proporcdo elevada para cronicidade (80% dos
casos), de frequente etiologia em casos de transplante hepéatico, com potencial
evolutivo para cirrose, insuficiéncia hepatica hepatocarcinoma (STRAUSS et al.
2001). Em condicdes fisiolégicas normais, o figado assegura a homeostase do
metabolismo lipidico e de lipoproteinas pois a maioria das apolipoproteinas, lipideos
e lipoproteinas enddgenas sdo sintetizadas neste orgdo. Danos as células do
parénquima hepatico prejudicam esses processos, levando a alteracdes no
metabolismo lipidico (BROOK et al. 2004).

Diversos estudos relatam a associagcao presente entre a infeccdo do virus e
o metabolismo de lipideos no figado. Particulas do VHC circulantes mostram
densidade heterogénea, o que poderia refletir a ligacdo destes virus ao VLDL
(lipoproteinas de muito baixa densidade) e LDL (lipoproteina de baixa densidade).
Os estudos suportam ainda a teoria de que as lipoproteinas poderiam proporcionar
acréscimo da infectividade por certos componentes do soro humano (LAVILLETTE
et al, 2005) e que a relacdo do VHC com LDL parece aumentar a entrada deste virus
mediada pela SR-Bl e LDL-recetores e proteger as particulas virais de anticorpos
neutralizantes (BARTOSCH et al. 2005).

Sendo assim, a infeccdo pelo VHC esta associada a niveis de colesterol
total, LDL-c, triglicérides e HDL-c significativamente mais baixos quando
comparados aos individuos normais. Um baixo nivel de colesterol sérico esta
associado com uma maior taxa de mortalidade em pacientes com cirrose hepatica

(CARVALHO et al. 2006). A analise do perfil lipidico de pacientes com hepatite C
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cronica pode refletir o estado de lesdo celular hepatica e também pode ser usado
como um indicador do progndstico do paciente.

A hipocolesterolemia pode surgir também pela inflamacao crénica devido ao
efeito cronico de citocinas pro-inflamatérias. O metabolismo de lipides e
lipoproteinas pode ser influenciado por citocinas. Por exemplo, a interleucina-6 (IL-
6), fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-1 podem inibir a sintese de triglicerideos
(TG), (OHATA et al, 2003). As células tumorais sédo conhecidas por produzir grandes
quantidades de citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez, podem suprimir 0s
niveis plasmaticos de TG. Shepherd et al. (2004) relataram que a IL-1 afeta
profundamente o metabolismo lipidico.

A IL-2, por sua vez, pode induzir hipocolesterolemia grave que é mediada
pela inibicdo da enzima lecitina colesterol acil transferase (LCAT). A
hipobetalipoproteinemia associada ao VHC é mediada pela proteina do core do VHC
que reduz o metabolismo dos triglicerideos levando a esteatose hepatica
(YAMAGUCHI et al. 2005). Clinicamente, a hipocolesterolemia no genoétipo 3 esta
associado a uma esteatose mais grave e maior grau de fibrose apontando para uma
doenca mais agressiva (PETITI et al. 2003). Tem sido demonstrado que
triglicerideos plasmaticos se encontam diminuidos de 20 a 30% nos pacientes com
carcinoma hepatocelular (YAMAGUCHI et al. 2005).

Uma avaliacdo do estado nutricional em pacientes com hepatite C crbnica €
de extrema importancia para se obter uma reversdo do quadro de desnutricdo em
pacientes desnutridos, para manutencao de peso em pacientes eutroficos e reducao
de peso em pacientes obesos. Doencas hepaticas cronicas tem efeito fatal sobre a
composicdo corporal e o estado nutricional, porque ocorrem alteracbes no

metabolismo de carboidratos, gorduras, proteinas, vitaminas e minerais (FAINTUCH
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et al. 2000; LIEBER et al. 2003; DUTRA et al. 2006). O figado exerce papel
fundamental no gerenciamento e metabolizacdo de nutrientes, fornecendo-os ao
organismo para desempenho de funcbes especificas. Sendo assim agrava-se 0
quadro na presenca da desnutricdo frequentemente observada em pacientes com
doencas hepaticas avancadas.

A proteina C-reativa (PC-R) é uma proteina plasmatica que participa da
resposta inflamatoria sistémica, podendo aumentar sua concentracdo mais de 100
vezes durante o processo inflamatorio. Ela apresenta um padrdo de reconhecimento
molecular, ligando se as moléculas especificas, que séo tipicamente expostas
durante a morte celular ou encontradas na superficie de microorganismos
patogénicos. O rapido aumento na sua sintese apos lesdo tecidual demonstra
claramente que ela contribui para a defesa do organismo através de resposta imune
nao especifica (BLACK et al. 2004). Dentre suas funcdes, além das ja citadas pode
se destacar a opsonizacdo, com consequente aumento da fagocitose, protecéo
passiva, ativacdo da via classica do complemento, serve para limpeza de
fragmentos de cromatina, inibe o crescimento e metastase de células tumorais e
ainda modula a funcdo de leucdcitos polimorfonucleares (CAPPELLI et al. 2006).
Assim, a PC-R é um marcador importante do estado inflamatorio, especialmente
aqueles desenvolvidos durante os processos de infeccdo cronica, como a Hepatite

C.
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2. Casuistica e métodos

Participaram do estudo 23 pacientes voluntarios, 13 homens e 10 mulheres,
de 24 a 64 anos, com hepatite C cronica seguidos regularmente pelo setor de
infectologia do Servico Especial de Saude de Araraquara (SESA). A selecédo dos
participantes foi realizada por entrevista individual, explicando-se os objetivos e
procedimentos do protocolo de pesquisa, de acordo com as normas do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de
Araraquara, documento: CEP/FCF/CAr n° 20/2010. Apdés a aceitacao e assinatura do
termo de consentimento foram realizadas as avaliagcbes do estado nutricional e

colheita de sangue dos pacientes.

2.1. Avaliacédo Dietética

Foi aplicado o recordatério de 24 horas e o questionario de frequéncia
alimentar no inicio e no final do estudo, de acordo com o Dietary Assesment
Resource (THOMPSON e BYERS, 1994). A andlise da ingestdo de energia,
macronutrientes e micronutrientes foi realizada através do programa NutWin versao

3.1, 2005, da Escola Paulista de Medicina — UNIFESP, SP, Brasil.

2.2. Avaliacdo Antropomeétrica

Foram tomadas medidas da estatura (cm), peso corporal (kg), circunferéncia
da cintura (cm), circunferéncia do abdémen (cm), circunferéncia do quadril (cm) e
gordura corporal (%). As medidas foram tomadas no inicio e no final do estudo e
classificadas de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (2004), Janssen et al,

(2002) e Rexrode et al (1998). A percentagem de gordura corporal foi estimada pelo
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exame de bioimpedancia elétrica, com o equipamento Biodynamics, Modelo 310, da

Biodynamics Corp, EUA.

2.3. Avaliacdo Bioquimica
Colheita de sangue

Foram colhidos 40 mL de sangue de cada pacientes em jejum de 12 horas em
duas ocasifes, uma no inicio do estudo e outra apdés 8 semanas. Em seguida foram
transportados em caixas de isopor com gelo para o Laboratorio de Analises Clinicas
e Imunologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP onde foram

processadas, armazenadas e analisadas.

Dosagem das Variaveis Bioguimicas

As variaveis bioquimicas foram medidas no soro sanguineo dos pacientes
por kits comerciais, descritos a segquir: triglicerideos e colesterol total por método
enzimatico Trinder (LABTEST, Brasil), HDL-C por inibicdo seletiva (LABTEST,
Brasil), LDL-C (equacéo de Friedwald et al, 1972), glicose (GOD-Trinder, LABTEST,
Brasil) e insulina por imunoensaio de electroquimioluminescéncia (ROCHE, USA),
proteina C reativa ultra-sensivel por nefelometria (BEHRING, USA) e a resisténcia a
insulina foi calculada pela equacdo HOMAL-IR = glicemia (mmol/L) x insulinemia
(uU/mL)/22,5 (MATTHEWS et al. 1985) e o ponto de corte do indice HOMAL1-IR

considerado para a populacao brasileira é > 2,71 (GELONEZE et al. 2006).

2.4. Andlise Estatistica
A andlise dos resultados foi realizada pelo software Sigma Stat, verséo 3.11,

2004, San Jose, CA, EUA, através do teste t pareado que comparou o0s resultados
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do periodo antes e apos intervencdo com suco de laranja. O nivel de significancia

estatistica foi de 5% (p<0.05) em todas as comparacdes efetuadas.

3. Resultados
3.1. Populacéao do estudo

Os 23 patrticipantes deste projeto finalizaram todas as etapas do estudo,
mostrando elevada aderéncia a intervencao dietética e a programacao dos exames
fisicos, dietéticos e bioquimicos. Durante o periodo experimental os voluntarios
foram acompanhados semanalmente pelos pesquisadores diretamente envolvidos
neste projeto e pelos médicos responsaveis de cada paciente e enfermeiros do
SESA em Araraquara. Todos estavam sob medicacéo para o controle da infeccao
com o VHC. A analise da distribuicdo dos gendtipos do VHC entre os pacientes
mostrou que a maioria deles (82,6%) apresentava infec¢do viral pelo gendtipo 1,
enquanto 4,3% estavam infectados com o genétipo 2 e 13% com o gendtipo 3. Os

dados da genotipagem foram fornecidos pelo SESA.

3.2. Variaveis antropométricas e bioquimicas basais

As caracteristicas antropométricas basais dos voluntarios sdo apresentadas
na Tabela 1, de acordo com o IMC e o género. A distribuicdo das caracteristicas
antropométricas apontou variacdo do estado nutricional entre as tres classes de IMC
consideradas: abaixo do peso (IMC< 18kg/m?), n=5; peso normal (18,5 <IMC<
24,9kg/m?), n=12; e pré-obesidade (25 <IMC< 29,9 kg/m?), n=6. E interessante notar
gue o IMC aumentou com a idade e que a circunferéncia da cintura e a gordura
corporal aumentaram com o IMC e a idade, tanto em homens como mulheres.

A analise das variaveis bioquimicas basais mostrou que todos os voluntarios

apresentavam 0s niveis normais de glicose, insulina, colesterol total e LDL-C
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(Tabela 1). A maioria dos individuos, em todos os grupos de IMC, apresentou teores

de HDL-C e triglicérides normais. A variavel que mais foi afetada pela infeccéo viral

foi a PC-R, pois todos os grupos apresentaram valores extremamente elevados

sugerindo a presenca de estresse oxidativo e inflamacao, presumivelmente causada

pela infeccdo do VHC (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas basais de homens e mulheres com hepatite C

cronica classificados de acordo com o IMC e género.

Abaixo do Peso? Normal® Pré-Obeso®

Variaveis
Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres

N 3 2 7 5 3 3
Antropométricas
Idade, anos 40,7+55 435+276 457+116 480+90 580+3,6 52,7+9,3
IMC, kg/m* 16,6 +0,4  16,8+14 224+16 21,7+18 256+06  265+13
Gordura Corpor, % 19,2 + 6,4 350+52 349+120 40,6+91 446+27 479+55
Circ. Cintura, cm 75+4,5 68+2,1 94+7,2 85+ 11 106 + 1,3 108 + 6,4
Cir. Quadril ,cm 89+2,6 96 +2,1 102 + 4,9 104+49  109+3,5 112 +0,7
Bioquimica
Glicose, mg/dL 81+8 88+9 106 + 14 104 + 29 105 + 17 98 + 14
Insulina, pUI/mL 1,8+0,4 56+0,8 7,9+38 85+5,9 7,8+8,8 10,6 +7,3
Colesterol Total, mg/dL 134 + 12 118+ 21 134 +51 135428 133+2 159+21
LDL-C, mg/dL 59 + 15 55 + 19 67 + 41 60+21 66 + 12 79+18
HDL-C, mg/dL 56 + 10 50 + 4 40+9 56 + 11 51+9 42 +18
Triglicérides, mg/dL 97 £ 45 66 + 10 140 + 67 98 +19 83+14 190 + 150
Prot C reativa, mg/dL 50+ 2,4 275+1,10 50+26 410+1,20 4,0+1,0 109+7,8

Valores expressos como médias + dp; ® IMC<18,5; ® 18,5<IMC<24,9; ¢ 25<IMC<29,9 kg/m?

3.3. Ingestdo de energia e nutrientes

Apbs o periodo de suplementacdo com o suco de laranja foi observado um

aumento significativo na ingestdo média de energia, vitamina C e folato em mulheres

(27, 211 e 53%, respectivamente) e nos homens (19, 190 e 52%, respectivamente).
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De acordo com a analise dietética, estes resultados se devem em grande parte a
adicao do suco de laranja na dieta dos pacientes que acrescentou 240 kcal e 58g de

carboidratos por dia (Tabela 2).

3.4. Analise dos dados antropométricos e bioquimicos

Apesar da suplementacdo com o0 suco de laranja incrementar
significativamente a ingestdo de energia no grupo de homens e mulheres, como
observada pela avaliacdo dietética (Tabela 2), nado foi verificado, entretanto,
modificacdo do estado nutricional dos pacientes abaixo do peso, normais e pre-
obesos (Tabelas 3). Da mesma forma, ndo foram observadas alteracbes para
gordura corporal, circunferéncia da cintura e circunferéncia do quadril em homens ou
mulheres (Tabelas 4).
Tabela 2. Estimativa da ingestéo de energia e nutrientes de homens e mulheres com

hepatite C cronica antes a ap0s a suplementacdo por 8 semanas com 0 suco de

laranja

Mulheres (n=10) Homens (n=13)
Nutrientes Antes Apébs Antes Apés
Energia, kcal/dia 1584 + 380 2024 + 309* 1793 £ 600 2135 + 676*
Carboidratos, g/d 148 £ 54 175+ 74 193 £124 208 + 80
Proteinas, g/d 52+21 58 £ 22 79 £ 39 94+71
Lipides,g/d 29 + 13 31+16 36 £ 23 54 + 50
Calcio, mg/d 350 + 198 436 + 222 396 + 192 292 + 177
Ferro, mg/d 8,023 11 +5,8 11,4+5,0 129+4,9
Vitamina E, mg/d 24+1.2 24+0,8 2313 3,3+1,6
Vitamina C,mg/d 89+091 278 £ 90* 93 £ 46 270 + 259*
Folato, pg/d 147 + 82 226 + 185* 212 + 256 322 +127*

*p<0.05 entre o periodo antes e apos ingestdo do suco de laranja (teste t pareado)
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Apés o periodo de suplementacdo com o suco de laranja foram verificadas

diferentes respostas das variaveis bioquimicas de acordo com o estado nutricional e

0 género (Tabelas 3). Por exemplo, pacientes com estado nutricional normal (18,5

<kg/m?IMC<24,9) reduziram colesterol total e todos os grupos reduziram a PC-R. As

outras variaveis ndo foram modificadas pela suplementacdo com suco de laranja

(Tabela 3).

Tabela 3. Varidveis antropométricas e bioquimicas de homens e mulheres com

hepatite C cronica, classificados de acordo com o IMC, antes apds a suplementacao

por 8 semanas com o suco de laranja.

Variaveis Abaixo do Peso® (n=5) Normal®(n=12) Pré-Obeso® (n=6)
Antes Apobs Antes Apobs Antes Apobs
Antropométricas
IMC, kg/m2 16,6 £+0,9 16,9+0,7 224+20 224+19 265+06 26,2+0,6
Gordura Corporal, % 25,6 +10 252+8,1 38,0+10 348+7,1 445499 450+10
Circunferencia Cintura,cm  722+54 724+55 919+10 933+11 109+3,8 108+3,8
Circunferencia Quadril, cm 916+4,2 91,8+4,2 103+4,8 102 + 3,9 111 +31 109 +2,3
Bioquimicas
Glicose, mg/dL 828+75 866+18 103+19 92+124 104+16  100+13
Insulina, pUI/mL 33+20 22+03 84+50 55+20 98+61 7,2+6,0
Colesterol Total, mg/dL 127 £ 16 125+ 11 136 + 37 120 + 37* 146 + 22 142 +31
LDL-C, mg/DI 57+14 50+ 10 63+ 30 57+25 78 + 16 67 + 30
HDL-C, mg/dL 53 +8 52+12 46 + 13 43+ 10 48 + 40 44 + 33
Triglicérides, mg/dL 84 + 36 117+ 21 137+79 126 +71 93+ 16 144 + 105
Prot C reativa, mg/dL 41+21 0,8+1,0* 40+3,1 0,2 £0,2* 93+7,0 5,9 +4,8*

Valores expressos como médias + dp; * IMC<18,5; P 18,5<IMC<24,9; ¢ 25<IMC<29,9 kg/m? * p<0,05; teste

t pareado entre grupos de IMC
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Devido ao pequeno tamanho amostral quando se considerou os grupos de
homens e mulheres classificados pelo IMC, foi realizada uma nova analise com 0s
dados antropométricos de todos os individuos (Tabela 4). As determinacfes da
circunferéncia do quadril e a razdo entre as circunferéncias da cintura/quadril
também nado mostraram modificacbes significativas ao longo do periodo
experimental para todos (Tabela 4). De forma semelhante, a porcentagem da
gordura corporal avaliada pela bioimpedancia elétrica também nao verificou

alteracao significativa apos a suplementacdo com suco de laranja (Tabela 4).

Tabela 4. Variaveis antropométricas de mulheres e homens com hepatite C crbénica

antes e apos a suplementacéo por 8 semanas com suco de laranja.

Variaveis Mulheres (n=10) Homens (n=13)
Antropométricas Antes Apébs Antes Apébs
IMC, kg/m2 22,1 +39 220+3,7 218%£35 21,8+ 3,3
Gordura corporal, % 446+96 394+91 335+128 31,8%£9,7

Circunferencia da cintura, cm 885+17,3 88,6+17,0 92,3+12,2 92, 7+12,7

Circunferencia do quadril, cm 108 +7,0 102 £ 5,7 100+ 7,8 99,8+7,6

Valores expressos como média + dp

Buscando obter um quadro mais geral da influéncia do suco de laranja sobre
todos os individuos, independente do género e IMC, os dados bioquimicos foram re-
analisados considerando o conjunto de todos os pacientes (Tabela 5), desde que
nao ha valores de referéncia diferenciais para género e ou estado nutricional, exceto

para a HDL-c. De acordo com esta analise, houve reducdo significativa na
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concentracdo de colesterol total (7,8%), LDL-colesterol (11,4%) e insulina de jejum
(23,5%). Além disso, foi observada reducédo altamente significativa para a PC-R

indicadora de estado inflamatorio (81%), como mostrado na Figura 1.

Tabela 5. Variaveis bioguimicas dos pacientes com hepatite C crénica antes apds a

suplementacdo por 8 semanas com suco de laranja.

Todos Pacientes (n=23)

Variaveis Bioquimicas

Antes Apés
Glicose, mg/dL 99 +18 93+12
Insulina, pUIl/mL 75+5,0 5,8 £ 5,6*
Colesterol Total,mg/dL 136 + 31 126 + 32*
LDL-C, mg/dL 65 + 26 57 + 23*
HDL-C, mg/dL 48 £ 12 43+ 12
Triglicérides, mg/dL 118 + 67 127 + 68
Prot C reativa, mg/dL 46x21 0,9 £1,4*

Valores expressos como médias + dp; * p<0,05; **p<0,01; teste t pareado entre

grupos
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Figura 1. Niveis de proteina C-reativa de pacientes com hepatite C crénica em homens (n=13) e
mulheres (n=10), (p>0,05), quando comparados ao periodo antes e apds ingestdo regular de 500
mL/dia suco de laranja por 8 semanas. BP (baixo peso), PN (peso normal), PO (pré obeso), TP (total

dos pacientes).

4. Discusséo

No presente estudo foi observado entre os pacientes uma predominancia de
infeccdo crénica com o VHC gendtipo 1 (82,6%), seguida pelo VHC gendtipo 3
(13%) e VHC gendtipo 2 (4,3%), respectivamente. Estes resultados séo
semelhantes ao estudo feito no Brasil por Campiotto (2005) com 1688 pacientes
infectados pelo VHC. Ele verificou que 64,9% dos individuos estavam infectados
pelo VHC gendtipo 1 e mostrou diferencas regionais para a distribuicdo dos
genotipos. Demonstrou ainda que no estado de Sao Paulo, a infeccdo pelo VHC
genotipo 1 foi mais prevalente para o genotipo 1 (62,5%), seguida pelo gendtipo 3

(32,3%), gendtipo 2 (4,6%), gendtipo 4 (0,4%) e gendtipo 5 (0,2%). Outro estudo
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verificou que no Brasil existe maior prevaléncia do VHC genétipo 1 e que os
genotipos 4 e 5 sdo incomuns (PERONEL et al. 2008).

A avaliacdo antropométrica dos pacientes no inicio do estudo (Tabela 1)
mostrou variacfes no estado nutricional, com pacientes abaixo do peso (21,7%),
estado nutricional normal (52,1%) e pré-obesos (26%). Foi observado também que
em média, homens e mulheres apresentavam ingestdo inadequada de energia e
macronutrientes em relacdo as recomendacdes nutricionais (DRI, 2005) Portanto
parece razoavel supor que a presenca de individuos com baixo peso e menor
proporcao de indiviudos pré-obesos refletiu a deficiéncia na ingestdo de energia e
nutrientes, talvez decorrente da inapeténcia gerada pela infeccéo viral cronica ou
uso cronico dos medicamentos antivirais.

De forma semelhante, em um estudo de avaliacdo nutricional por analise
subjetiva (ANSG) e afericdo de aperto de méo nédo dominante (FAM) em 34 adultos
de ambos os sexos com cirrose devido a infec¢ao pelo VHC, Gottschall et al (2004)
verificaram que 22 (64,7%) pacientes apresentavam-se bem nutridos e 12 (35,3%)
com desnutricdo leve, quando avaliados pelo método ANSG, e que 27 (79,4%) dos
pacientes se apresentavam em risco nutricional e apenas 7 pacientes se
apresentavam bem nutridos pelo método FAM. Dutra et al (2007) avaliaram o estado
nutricional de 13 pacientes portadores do VHC, verificando IMC médio igual a
25,8kg/mz para mulheres e 23,7kg/m2 para homens. Segundo esta avaliacéo, 38,5%
eram eutroéficos (n=7), 23,1% apresentavam sobrepeso (n= 3), 15,4% eram obesos
(n=2) e 23,1% eram desnutridos (n= 3).

Maia (2006) avaliou pacientes portadores de hepatite C, em relacdo aos
indicadores antropomeétricos do estado nutricional e observou que a maioria dos

individuos (50,9%) apresentava-se eutrofico, 26,9% com sobrepeso, 13,7% com
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obesidade, 5,1% abaixo do peso. Carvalho et al (2008) avaliaram o estado
nutricional de 300 pacientes cirréticos adultos e encontraram sinais de desnutricao
protéico-calorica em 75,3% dos pacientes avaliados. (RITTER e GAZZOLA 2006),
relataram que em uma amostra de 43 pacientes cirréticos hospitalizados, 30,2% de
obesos, 20,1% com sobrepeso, 46,5% de eutroficos e apenas 3,2% com baixo peso.

Estudos reportam que frequentemente se observa estado nutricional abaixo
do peso em individuos com hepatopatias e que a avaliacdo em individuos com esta
enfermidade é dificultada pela falta de um padréo-ouro que permita avaliar o estado
nutricional, pois os indices que envolvem o peso corporal ndo sdo 0s mais
adequados para afirmar o comprometimento nutricional nos hepatopatas crénicos
pelo fato de muitas das vezes os pacientes apresentarem retencao hidrica, edemas
e ascite (RITTER e GAZZOLA 2006).

A literatura reporta ainda que podem ser varios os fatores que contribuem
para a desnutricdo caldrico-protéica na doenca hepatica, como as deficiéncias de
vitaminas e minerais, ingestdo insuficiente de macro e micronutrientes devido a
anorexia, nauseas, vomitos, mudancas de paladar induzidas pelos medicamentos ou
por disturbios bioquimicos, comprometimento na digestdo e absor¢cdo ocasionados
por reducdo de fluxo biliar, causando ma absorcdo de gorduras, vitaminas
lipossoluveis, deficiéncia de acidos graxos essenciais e pela enteropatia devido a
hipertenséo portal. Todos estes fatos representam um comprometimento do estado
nutricional de pacientes com hepatite C crénica e portanto devem ser considerados
fatores de risco para aumento da morbi e mortalidade, sendo por isso indicado um
cuidadoso e constante monitoramento do estado nutricional destes pacientes
(RITTER e GAZZOLA 2006; GOTTSCHALL et al, 2004; DUTRA et al, 2007;

CARVALHO et al, 2008).
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No presente estudo com suplementacdo de suco de laranja foi observado
um aumento significativo na ingestdo média de energia, vitamina C e folato para
mulheres (27, 211 e 53% respectivamente) e para os homens (19, 190 e 52%
respectivamente). Era esperado que devido a quantidade de 240 kcal de energia e
58 g de carboidratos acrescidas pela ingestdo de suco a dieta diaria dos pacientes
apos o consumo de laranja durante as 8 semanas, ocorresse uma variacdo nas
medidas antropométricas (peso, gordura corporal, circunferéncia abdominal). Porém,
nao foram observadas alteragdes em nenhum grupo de pacientes (abaixo do peso,
normais e pré obesos) com relacdo a estas medidas. N6s sugerimos que o periodo
de suplementacdo com o suco de laranja (8 semanas) talvez ndo tenha sido
suficiente para refletir uma melhoria significante no estado nutricional dos individuos
em risco, mas certamente, devido ao aumento da ingestao total de energia da dieta,
assim como de vitamina C e folato, o suco de laranja melhorou o consumo
nutricional dos individuos analisados.

Os resultados deste estudo corroboram com o de Garcia et al. (2008) e
Basile et al. (2010), nos quais ndo foram observadas alteragcbes no estado
nutricional apés o consumo regular de suco de laranja. Segundo Bonifacio e César
(2009), que investigaram a influéncia de suco de laranja sobre a composi¢cao
corporal de 141 homens saudaveis que consumiam esporadicamente ou
regularmente o suco de laranja por um ano, observaram que aqueles que ingeriram
suco de laranja regularmente apresentavam menor percentagem de sobrepeso e
obesidade (25%) e tiveram um aumento significativo de vitamina C em relacdo aos
que nao ingeriam (37%). Em outro estudo, Aptekmann e César (2010) verificaram
que mulheres de meia idade que ingeriram 750 mL/dia durante 12 semanas

enquanto participaram de um programa de exercicio fisico aerdbico, reduziram o
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peso corporal, o IMC e gordura abdominal, e que esta reducdo foi devido ao
exercicio fisico e ndo a ingestédo de suco de laranja.

Murakami et al. (2005) avaliaram o efeito da suplementacdo com 750 mg de
vitamina C e 500 mg de vitamina E em pacientes com hepatite C crénica em
tratamento. Apds 2 semanas eles observaram aumento de niveis plasmaticos de
vitamina C e reducado significativa de transaminases. Kurowska et al. (2000)
mostraram que a dieta de individuos suplementada diariamente com suco de laranja,
aumentava a concentracdo dos niveis sericos de folato e de vitamina C.

No presente estudo foi possivel observar que os pacientes com hepatite C
cronica tinham niveis séricos abaixo do limiar de risco para o colesterol total (136
mg/dL), triglicérides (118 mg/dL), LDL-c (65 mg/dL), e niveis normais de HDL-c (48
mg/dL). Estes resultados sdo proximos aos reportados por Ehab et al (2010) onde
observaram alteracbes no metabolismo lipidico presentes em individuos infectados
pelo VHC. Neste estudo, os pacientes apresentaram niveis significativamente baixos
de colesterol total (162 mg/dL) em relacdo aos individuos nao infectados (209
mg/dL), de LDL-c (95 mg/dL) em comparacéo aos individuos néo infectados (118
mg/dL) e de triglicérides (115 mg/dL) em relacdo aos nao infectados (164 mg/dL). Os
niveis de HDL-c ndo mostraram diferenca entre pacientes infectados e nao
infectados pelo VHC.

Estudos realizados por outros autores também observaram niveis mais
baixos dos lipideos séricos em pacientes com hepatite C crénica em relacdo a
populacdo nao infectada (SERFATY et al. 2001; MOORE et al. 2007; MARZOUK et
al. 2007; JARMAY, 2005). Contudo, Corey et al (2009) observou niveis de lipideos
Séricos cinco vezes maior em pacientes com hepatiite C em relacdo a sua populacéo

de referéncia (néo infectada).
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Vérios estudos reportam que niveis séricos do perfil lipidico se encontraram
reduzidos provalmente porque as particulas virais estariam atuando como o0s
farmacos pravastatinas que inibem a sintese de colesterol intracelular por
competicdo com a enzima HMG-CoA redutase, impedindo a transformacao do acido
mevaldnico em colesterol. Ao ocorrer reducao intracelular do colesterol, ha estimulo
a formacéo de LDL-receptores na membrana da célula. A presenca de maior nimero
de LDL-receptores determina maior captacdo das LDL em circulacdo, com
diminuicdo de seu nivel plasmatico e aumento de colesterol HDL (EHAB et al. 2010).

Por outro lado, os flavonoides (hesperidina e narigina) e vitamina C
presentes no suco de laranja favorecem a reducdo dos lipideos séricos nos
individuos saudaveis (GARCIA et al. 2008; BASILE et al. 2010; BONIFACIO e
CESAR, 2009 e 2010). O mecanismo provavel parece ser a acéo inibitoria destes
flavondides ou seus matabdlitos (glucosideos de flavanonas) sobre a biossintese de
colesterol hepatico, levando a inibicdo da HMG CoA redutase e reducdo da ACAT.
Esta ultima leva a menor esterificacdo do colesterol hepatico disponivel para a
formacédo de VLDL, resultando assim em uma reducdo da secrecdo de VLDL pelo
figado (CARR et al.1992). Associa-se a estes eventos, a capacidade de niveis mais
elevados de vitamina C interceptando ROS na fase aquosa do plasma, reduzindo
significativamente os niveis de lipidios no plasma e inibindo a oxidacdo de LDL, além
de proteger o HDL-c e torna-lo disponivel para o transporte reverso de colesterol
(EHAB et al. 2010).

Niveis elavados de HDL também inibem a oxidacédo das LDL, e esse efeito
promove a eliminacdo de radicais livres por meio da enzima antioxidante
paraoxonase 1 (PON 1) associada a HDL. A atividade da PON 1 durante o estresse

oxidativo é estimulada pela vitamina C. Outra causa de menor oxidacdo dos lipides
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circulantes, seria 0 desvio do colesterol para a sintese de membranas intracelulares,
que sao necessarias para a replicacdo viral ou para sintese de membranas
plasmaticas das células do parénquima hepatico, pois durante 0 processo
inflamatorio ha uma resposta regenerativa do tecido hepatico destinado a substituir
as ceélulas destruidas, sendo por isso o ritmo de divisdo dos hepatocitos muito maior
em relacdo ao dos individuos sédos (EHAB et al. 2010).

Estudos in vitro atribuiram uma possivel acdo hipolipidémica da hesperidina
na inibicdo da HMG-CoA redutase e da ACAT (MONFORTE et al. 1995; BOK et al.,
1999). Além disso, a administracdo da hesperidina apresentou acdo antioxidante e
inibiu a agregacéao plaquetaria (COOK e SAMMAN, 1996).

Neste presente foi observado que apos o consumo de 500 mL/dia de suco
de laranja durante 8 semanas houve uma reducéo significativa do colesterol total
(8%) e uma reducéo significativa do LDL-c (12%) nos pacientes cronicos. Nao foram
observados entretanto mudancas nos triglicérides e HDL-c. Resultados similares
foram observados recentemente com a suplementacédo de 500mg/dia de vitamina C
durante 4 semanas em pacientes com hepatite C crénica. Houve reducdo dos niveis
circulantes de colesterol total, LDL-c e triglicérides, e aumento dos niveis de HDL-c,
vitamina C e E (MARC et al, 2008; MADHAVI et al, 2009).

Em estudo realizado com individuos hipercolesterolémicos que receberam
270mg de flavondides citricos e 30mg de tocotriendis foi verificado uma reducéo de
20 a 30% de colesterol total e 19 a 27% no LDL-C (ROZA et al, 2007). Esta reducao
foi associada as duas substancias que estimularam um efeito redutor sobre o
colesterol total e o LDL-c.

No presente estudo foi observado que a glicemia e insulina no soro em jejum

dos pacientes apresentava valores normais antes e apos a suplementacdo com 500
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mL/dia de suco de laranja por 8 semanas. Contudo, varios estudos tém reportado
que a infeccdo pelo VHC induz a resisténcia a insulina e frequentemente tem
aumentado o conhecimento sobre o0 progndstico negativo que a resisténcia da
insulina representa para pacientes com hepatite C. Algumas das hipoteses para este
fato incluem a proteina do core do VHC e a acdo das citocinas como a IL-6 e TNF,
que normalmente se mostram em concentracbes elevados na presenca de
inflamacéo desencadeada pelo VHC.

Mais recentemente foi descoberto que a infeccdo pelo virus induz a
expressdo de genes de uma proteina que desempenha papel central na via de
sinalizacdo da insulina (FUKUI, 2002; SU Al, 2002). Estudos revelam também que o
aumento da resisténcia a insulina e a elevacao da glicose no sangue aumentam o
indice HOMA-IR conhecido como indicador de progresséo da fibrose no figado e
também como um indicador de provaveis problemas cardiacos para o individuo.
Alguns estudos demonstram a importancia do indice HOMA-IR por se tratar de um
fator independente associado a um maior risco de desenvolver cancer em pacientes
infectados com hepatite C.

Na populacdo em estudo, apés o consumo regular de suco de laranja
durante as 8 semanas, foi observado uma reducéao significativa de insulina em jejum,
sem alteracdo da glicose sanglinea, sugerindo uma melhoria da sensibilidade a
insulina. A avaliacdo da resisténcia a insulina (IR) foi realizada pela estimativa do
indice HOMA-IR pelo calculo de execucdo simples, que se fundamenta nas
dosagens da insulinemia e da glicemia, ambas de jejum (GELONEZE, et al. 2006;
MATTHEW et al. 1985).

Os pacientes do presente estudo receberam por meio do suco de laranja

suplementado na dieta uma dose diaria de 168 mg de vitamina C. De acordo com
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Sherman et al. (2000), a suplementacdo com vitamina C pode auxiliar na reducéo da
concentracdo de insulina de jejum e por isso reduzir o indice HOMA. Porém, sdo
necessarios outros estudos de longa duracdo para comprovar o efeito potencial
funcional do suco de laranja na reducdo de infeccdo pelo VHC. Similarmente, foi
verificada diminuicédo significativa da glicemia e insulina de jejum entre participantes
saudaveis, normolipidémicos e com peso normal que ingeriram regularmente 750
mL de suco de laranja durante 8 semanas (CESAR, et al. 2010).

No inicio do presente estudo todos o0s pacientes tinham niveis séricos
elevados de PC-R decorrente da resposta a reacdo inflamatdria presente no
parénquima hepatico pela infeccdo do virus da hepatite C, pela presenca do
estresse oxidativo ou devido ao tratamento medicamentoso. Porém apds o periodo
de tratamento dietético com o suco de laranja houve uma reducao significativa dos
niveis séricos da PC-R, sugerindo uma reducdo da propria inflamacao e estresse
oxidativo. Block et al. (2004) em seu estudo também observou uma reducéo de 24%
da PC-R apoOs suplementacdo com vitamina C em seu estudo com individuos
fumantes.

Nosso estudo foi o primeiro a avaliar o efeito da vitamina C e flavonoides
presentes no suco de laranja sobre este indicador inflamatério no plasma de
pacientes infectados pelo VHC. Os compostos do suco de laranja presumivelmente
devem ter contribuido para o efeito anti-inflamatorio. A razao biolégica provavel para
esse fato € que a vitamina C inibe o TNF induzido pela ativacdo do fator de
transcricdo nuclear k-B (NF-k B). O NF-kB regula genes que codificam fatores pro-
inflamatarios, incluindo citocinas supressoras de TNF induzida por ativacdo de NF-

kB, levando a reducdo de citocinas e producdo de PC-R, e que podem ser 0s



Capitulo I'l - Péagina |46

responsaveis pelo efeito de reducdo da PC-R (RIDKER et al. 2003; PASCERI et al.
2000).

Estudos tém sugerido que a PC-R tem efeito direto sobre a progressao da
aterosclerose. Estas fungdes relatadas incluem uma capacidade de se ligar e ativar
o sistema de complemento, induzir a expressédo de moléculas de adeséo, bem como
o fator tecidual, mediar a captacdo de LDL macréfagos endotelial, induzem
recrutamento de mondocitos na parede arterial, aumentar a producdo de proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (BLOOK et al. 2004). Os resultados mostram efeito
antioxidante, antiinflamatério e antitrombético (RIDKER et al. 2003; PASCERI et al.
2006; RADER, 2007).

Os resultados aqui discutidos sugerem a necessidade de acompanhamento
clinico controlado com o objetivo especifico de avaliar o impacto dos antioxidantes
da dieta nos niveis plasmaticos das PC-R e outros fatores pro-inflamatérios em
populacdes de risco para doenca cardiovascular. Os resultados aqui obtidos
indicaram um verdadeiro impacto da vitamina C e dos flavoniudes do suco de laranja
na magnitude do beneficio de pacientes acometidos por infec¢do crénica do virus de

hepatite C.
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5. Conclusodes

A suplementacdo com suco de laranja melhorou o padrédo dietético dos
pacientes com hepatite C cronica, aumentando a ingestdo de energia, vitamina C e
folato em homens e mulheres.

O consumo regular de suco de laranja nao influenciou as variaveis
antropométricas (peso corporal, gordura corporal, circunferéncia abdominal) e o
estado nutricional, que se mantiveram estaveis durante o periodo de suplementagéo.

A suplementagcdo com o suco de laranja reduziu a concentragdo do
colesterol total, LDL-colesterol e insulina de jejum no sangue dos pacientes afetados
com hepatite C, sugerindo um perfil lipidico mais saudavel e uma melhoria na
sensibilidade a insulina protegendo contra o desenvolvimento de doencgas cronicas
degenerativas.

A suplementacdo com o suco de laranja reduziu em alto grau a
concentracdo da PC-R ultrasensivel, sugerindo uma reducédo do estresse oxidativo e

do estado inflamatério decorrente da infec¢é@o crénica com o VHC.
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INTERVENCAO DIETETICA COM SUCO DE LARANJA SOBRE O ESTADO
OXIDATIVO DE PACIENTES COM HEPATITE C CRONICA

RESUMO

Estudos tem demonstrado que a infeccdo pelo VHC se carateriza pela presenca do
estresse oxidativo sistematico resultado da combinagdo da inflamagdo cronica, dano
hepético e codificacdo de proteinas virais. O aumento da producéo de espécies reativas de
oxigénio e reducdo de defesas antioxidantes promove o desenvolvimento e progressao da
hepatite C. O estudo teve como objetivo avaliar biomarcadores do estresse oxidativo em
pacientes com hepatite ¢ cronica. Participaram do estudo 23 pacientes,dentre eles 13
homens e 10 mulheres, com hepatite C cronica diagnosticados e acompanhados pelo
SESA. Foram realizadas avaliagbes dietéticas, antropométricas e de biomarcadores do
estresse oxidativo antes e ap6s 8 semanas de ingestao regular de 500 mL/dia de suco de
laranja.Os resultados mostraram que apos o periodo de suplementacdo com suco de laranja
houve reducdo significativa nos niveis de TBARS e aumento significativo na capacidade
antioxidante do soro dos pacientes. Concluindo que o aumento das reservas de flavanonas
e de vitamina C no soro, decorrente da ingestdo regular de suco de laranja, melhorou
expressivamente a capacidade antioxidante no sangue e apresentou efeito protetor sobre a
peroxidacao lipidica.

Palavras-chave: Hepatite C, suco de laranja, vitamina C, estresse oxidativo.

ABSTRACT

Hepatitis C virus (VHC) is a major cause of viral hepatitis that can progress to hepatic
fibrosis, hepatic steatosis, hepatocellular carcinoma, and liver failure. VHC infection is
characterized by a systemic oxidative stress that is most likely caused by a combination of
chronic inflammation, liver damage, and proteins encoded by VHC. The increased
generation of reactive oxygen species, with the decreased antioxidant defense, promotes the
development and progression of hepatic complications of VHC infection. In thisresearchwe
discuss some of the mechanisms of HCV induced oxidative stress and its role in VHC
pathogenesis. The aim of this study was to evaluate oxidative status of patients with chronic
hepatitis before and after the orange juice consumption for 8 weeks.Twenty patients (ten
women and thirteen men) with chronic hepatitis C were included in the study, and they were
evaluated for dietary parameters, anthropometric and biomarkers of oxidative stress before

and after the dietary intake of 500 mL/d for 8 weeks of pasteurized orange juice. The results
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showed no change in the anthropometrics variables after the orange juice treatment, but it
was verified a significant decrease of TBARS and increase of antioxidant capacity in the
serum of patients (DPPH). In conclusion, the intake of orange juice increase the availability
of flavonones and vitamin C in the body and expressively improved the antioxidant capacity

and significant effect on the lipid peroxidation.

Keywords: hepatitis C, orange juice, vitamin C, oxidative stress

1. Introducéo

O virus da hepatite C (VHC) é o principal agente causador da hepatite
cronica. O mecanismo pelo qual o virus causa danos nas células do parénquima
hepatico ainda ndo esta bem elucidado. Diversas linhas de pesquisa indicam que a
patogénese da hepatite C crénica estd associada ao estresse oxidativo severo (EO)
distarbio imunoldgico, citotoxicidade mediada por diferentes produtos virais que
podem induzir a progressdao para fibrose, cirrose, insuficiéncia hepatica e
eventualmente para carcinoma hepatocelular num periodo de 20-30 anos.
(LOGUERCIO e FEDERICO, 2003; MACHIDA et al. 2006).

O EO na infeccéo pelo VHC pode estar relacionado ao processo inflamatoério
cronico e a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelos macréfagos e
células do sistema imune, devido a ativacdo do complexo enzimatico associado a
membrana plasmatica denominado NADPH oxidase (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2006).Tem sido reportado que a proteina ndo estrutural NS3 do VHC ativa a
proteina Nox 2 ("Nonphagocytic NADPH Oxidase") localizada nas membranas dos
fagdcitos células de Kupffer e polimorfonucleares do parénquima hepético a

desencadear a apoptose, causar disfuncdo dos linfocitos T (LT) e natural killer (NK),
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levando ao aumento de producdo de EROs e outras espécies reativas que podem
causar EO.

Véarios estudos tém sugerido que a suplementacdo vitaminica, terapias
antioxidantes e imunoestimuladoras podem reduzir o desbalanco redox, melhorar o
estado oxidativo total e ter efeito benéfico. Estudos em alguns animais experimentais
nos quais se fez suplementacédo com vitaminas C e E, associou-se a reducéo do EO
ao decréscimo na ativacdo da NADPH oxidase e o aumento da atividade da
superoxido dismutase (SOD) (WASSMANN et al, 2004, LAVI et al, 2007, KLEIN et
al, 2003).0 EO causa danos as moléculas de DNA, lipidios, proteinas e carboidratos
(EVANS et al, 2004). No entanto, os lipidios, proteinas e carboidratos podem ser
removidos via degradacdo, o mesmo nao ocorre com o DNA. O acumulo de lesdes
nesta molécula tem consequéncias para a célula, relacionadas a mutagénese e
carcinogénese (MOREL et al. 2001; LOGUERCIO e FEDERICO, 2003; MACHIDA

et al. 2006).

Marcadores do estresse oxidativo na hepatite C

A presenca de estresse oxidativo na hepatite C tem sido sugerida e
evidenciada através de resultados da analise de marcadores do estresse oxidativo,
apresentados a seguir:

a) Niveis aumentados dos produtos de peroxidacao lipidica (malonaldeido - MDA)
no soro e figado dos pacientes quando comparados aos controles, e uma
correlacdo significativa entre os niveis de MDA com a severidade da doenca
(YADAV et al. 2002; KOIKE E MIYOSHI, 2006): a

b) s membranas celulares sdo particularmente vulneraveis ao ataque oxidativo das
EROs e como consequéncia podem perder a fluidez e aumentar a

permeabilidade i6nica. Por outro lado, enzimas e receptores ligados a membrana
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celular podem ser inativados pelas reacdes de peroxidacéo lipidica (THOMAS et
al. 2003).

Niveis hepaticos elevados das proteinas carboniladas (produto do dano oxidativo
das proteinas). O ataque dos EROs as proteinas resulta em mudltiplas
modificacdes, como a oxidacdo dos grupos das cadeias laterais de aminoacidos,
fragmentacdo e modificacbes na hidrofobicidade. Este processo pode resultar
também na perda da estrutura ou atividade enzimatica (COSTA et al. 2001;
EVANS & COOKE, 2004).

Niveis elevados de 8-OH-deoxiguanosina, resultante da oxidacdo da guanina,
base nitrogenada do DNA nos individuos infectados (EVANS & COOKE, 2004).
As lesdes podem ocorrer devido a oxidacdo direta dos acidos nucléicos ou,
muitas vezes, podem levar a formacao de quebras em uma ou nas duas cadeias
de DNA (quebras simples — SSB single strand break; quebras duplas — DSB
double strand break, e alteracbes na incorporacdo de bases, especialmente pelo
radical hidroxil ( EVANS e COOKE, 2004).

Reducao nos niveis sistémicos e hepaticos de antioxidantes enzimaticos, como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidade (GPx), e
antioxidantes ndo enzimaticos como a glutationa (GSH), nos pacientes com VHC
em relacdo aos controles, correlacionam-se com a carga viral, grau de

inflamacéao hepatica e presenca de EO (YADAV et al. 2002).
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Defesas Antioxidantes

Varios mecanismos antioxidantes de prevencédo, reparo e defesa sé&o
acionados para evitar os danos causados pela presenca constante de moléculas
pro-oxidantes (EROs). As defesas antioxidantes protegem os tecidos e liquidos
corporeos da lesdo causada por EROs produzidos no metabolismo normal, pela
resposta a inflamacéo e as doencas, ou provenientes de fontes externas (VALKO et
al. 2006). As defesas antioxidantes podem ser classificadas como enzimaticas ou
nao-enzimaticas. O sistema enzimatico € formado por diversas enzimas, sendo
destacadas a SOD, a CAT e a GPx.

A enzima SOD desempenha importante papel catalisando a dismutacdo do
radical superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Possui meia
vida inferior a 10 minutos. Podem ocorrer de trés formas da enzima dependendo do
metal associado: Cu e Zn no citoplasma de eucariontes, Mn na matriz mitocondrial e
Fe em bactérias.

A CAT participa da conversao do H,O, em agua e oxigénio molecular com
alta taxa de turnover (uma molécula de catalase pode converter aproximadamente 6
milhdes de moléculas de peréxido de hidrogénio por minuto). Esta localizada nos
peroxissomos, tendo por isso acao diminuta em orgdos como o coracao e o cérebro,
pois eles possuem relativamente poucos peroxissomos (DROGE, 2002).

A GPx, estad localizada no citosol e na matriz mitocondrial, age em conjunto
com a glutationa, desempenhando um dos mais importantes mecanismos de defesa
antioxidante, catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio e peroxidos organicos
para seus correspondentes alcoois através da oxidacdo da glutationa (VALKO et al.

2006).
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No sistema ndo enzimatico da defesa antioxidante destacam-se alguns
minerais (manganés, zinco, selénio), vitaminas (&cido ascorbico, vitamina E),
carotendides (beta-caroteno, licopeno e luteina, entre outros), glutationa e
flavondides (genisteina, quercetina, hesperidina, naringina, etc) (LEITE e SARNI,
2003; VALKO et al. 2007). Outros compostos de baixo peso molecular que possuem
importante acdo antioxidante sdo o acido urico, bilirrubina, albumina, estradiol e
coenzima Q ou ubiquinol. Devido a sua caracteristica lipossoluvel considera-se a
vitamina E como sendo o principal antioxidante que age contra o processo de

peroxidacao lipidica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

Vitamina C

A vitamina C ou acido ascorbico € essencial na dieta, pois os seres humanos
nao a sintetizam. Sua ingestdo diaria deve ser igual a quantidade excretada ou
consumida pela oxidacdo (FRIEDMAN e ZELDEL, 1999; JACOB et al. 2008). De
acordo com as recomendac¢des nutricionais do Recommended Dietary Allowances
(RDA), a ingestéo diaria para individuos adultos sadios e nao tabagistas (20 a 60
anos) deve ser 75 mg para mulheres e 90 mg para homens, e o limite de tolerancia
(UL) de 2 g. Esta dose limite foi aumentada nos ultimos anos em reconhecimento do
seu papel antioxidante (NRC, 2000).

Considerada o principal antioxidante hidrossolavel, a vitamina C atua na fase
aguosa sobre as EROs protegendo as proteinas, lipidios, carboidratos e acidos
nucléicos de danos oxidativos, e também estimula a producdo do interferon e
citocinas antiinflamatorias, proliferacdo dos linfécitos T, aumento da atividade anti-
apoptética (LEITE & SARNI, 2003; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). Além

disso, participa como cofator na biossintese do colageno, da carnitina e de



Capitulo I'l'l - Pagina |59

neurotransmissores e esta associada a reducao do risco de doencas como cancer e

doenca cardiovascular (SILALAHI, 2002).

Suco de Laranja

Uma das principais fontes de vitamina C na dieta humana sao as frutas
citricas, e em especial o suco de laranja, pelo seu alto conteido de vitamina C
folato, potassio e flavanonas, principalmente hesperidina e naringina, que conferem
acdo funcional ao alimento (DUSTAN et al. 2006; USDA, 2009). Os principais
componentes nutricionais presentes no suco de laranja integral pasteurizado sao
mostrados na Tabela 1.

Segundo Bandara et al (2005) e Barbosa et al (2009) existe uma correlacao
negativa entre vitamina C, atividade inflamatéria e o estagio de fibrose hepatica. Na
patogénese da hepatite C, a acdo da vitamina C colabora na defesa imune do
hospedeiro em varias etapas, sendo por isso considerada um modulador da
resposta imune e pode, portanto, ser administrada como um auxiliar na reducao da
carga viral.

Estudos reportam que o suplemento de vitamina C auxilia na manutencao do
estado nutricional de pacientes infectados pelo VHC, que apresentam desnutricdo. A
desnutricdo pode surgir devido aos efeitos colaterais do tratamento medicamentoso,
baixa ingestao alimentar, ma-digestao e absorcdo de nutrientes, alteracédo na sintese
hepatica de nutrientes (MONTEIRO et al. 2007). Sendo assim torna-se fundamental
a avaliacdo nutricional sistematica dos individuos infectados pelo VHC com a
finalidade de vigilancia nutricional sobre os quadros de desnutricdo, na manutencéo
do peso corporal em individuos eutréficos e controle do peso em obesos

(MONTEIRO et al. 2007).
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Tabela 1. Principais componentes do suco de laranja integral pasteurizado.

Informacg&o Nutricional

Composicao Nutricional 250mL
Agua () 217
Energia (kcal) 120
Carboidratos (g) 29
AcUcares totais (g) 21
Fibra dietética total (g) 0,7
Célcio (mg) 179
Magnésio (mg) 27
Potassio (mg) 443
Vitamina A (mg) 7
Vitamina C (mg) 84
Folato (ug) 47
Hesperidina” (mg) 13,8
Naringenina’(mg) 3,9

Fonte: USDA 2010, 2007

2. Casuistica e métodos

2.1. Populacéao de estudo

Participaram do estudo 23 pacientes voluntarios, 13 homens e 10 mulheres,
de 24 a 64 anos, com hepatite C cronica acompanhados regularmente pelo setor de
infectologia do Servico Especial de Saude de Araraquara (SESA). A selecdo dos
participantes foi realizada por entrevista individual, explicando-se os objetivos e
procedimentos do protocolo de pesquisa, de acordo com as normas do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de
Araraquara, documento: CEP/FCF/CAr n® 20/2010. ApOs a aceitacdo e assinatura
do termo de consentimento foram realizadas as avaliagbes do estado nutricional e

colheita de sangue dos pacientes.
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2.2. Avaliacao Dietética

Foram aplicados dois recordatorios dietéticos de 24 horas (no inicio e no
final do periodo experimental) e um questionario de frequéncia alimentar no inicio do
estudo, de acordo com o “Dietary Assessment Resource” (THOMPSON e
BYERS,1994). A andlise da ingestdo de energia, macronutrientes e micronutrientes
foi realizada através do programa NutWin versao 3.1, 2005, da Escola Paulista de

Medicina — UNIFESP, SP, Brasil.

2.3. Avaliacdo Antropométrica

Foram tomadas medidas como: estatura (cm), peso corporal (kg),
circunferéncia da cintura (cm), circunferéncia do abdémen (cm), circunferéncia do
qguadril (cm), gordura corporal (%) segundo Lohman et al, (1991). As medidas foram
tomadas no inicio do estudo e no final do estudo e classificadas de acordo com a
proposta da Organiza¢do Mundial da Saude (2004), Janssen et al. (2002) e Rexrode
et al. (1998). A percentagem de gordura corporal foi tomada pelo exame de
bioimpedancia elétrica no aparelho Biodynamics, Modelo 310, da Biodynamics Corp,

EUA.

2.4. Avaliagdo do Estresse Oxidativo
Colheita de sangue

Foram colhidos 40 mL de sangue de cada pacientes em jejum de 12 horas em
duas ocasifes, uma no inicio do estudo e outra apdés 8 semanas. Em seguida foram
transportados em caixas de isopor com gelo para o Laboratorio de urgéncia e
Imunologia Clinica e Biologia Molecular da CACH/NAC da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, UNESP onde foram processadas, armazenadas e analisadas.
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Avaliacdo da peroxidacéo lipidica

A peroxidacao lipidica foi avaliada no soro dos pacientes, antes e apos a
ingestao de 500 mL/dia de suco de laranja durante 8 semanas, pela quantificacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) segundo a metodologia de
Yagi (1998). O nivel de peroxidacao lipidica normal no soro humano varia de 1,86 a
3,94 pM, expressos em termos de malonaldeido (MDA). Os lipoperoxidos sao
hidrolisados em meio acido e o MDA formado reage com o &cido tiobarbitarico (TBA)
produzindo o aduto MDA-TBA. O MDA forma um aduto de proporgéao 1:2 com o TBA,
conforme apresentado na Figura 1. O ensaio foi realizado em duplicata e a

absorbéancia medida em espectrofotdmetro a 540 nm.

o
|
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MDA TBA aduto MDA-TBA

Figura 1. Reacéo entre o MDA e o TBA.

Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada no soro dos pacientes, antes e apos a
ingestdo de 500 mL/dia de suco de laranja durante 8 semanas, medindo-se a
capacidade antioxidante segundo o método 2,2-difenill-1-picrilhidrazil (DPPH)
descrito por Chrzczanowicz (2008) modificado. O principio do método é baseado na
captura do radical DPPH por antioxidantes do soro, produzindo um decréscimo da
absorbéancia a 517nm. O soro de cada paciente foi desproteinado com acetonitrila e
0 sobrenadante misturado com solu¢cdo de DPPH 0,004% em metanol. Apo6s 30

minutos de reacéo, a solucao foi medida a 517nm.
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A Figura 2 apresenta a reacdo do DPPH com o antioxidante. O elétron no
radical livre DPPH ganha uma absor¢cdo maxima a 517 nm e uma coloracgéo violeta.
A coloracdo violeta muda para amarela quando a absortividade molar do radical
DPPH reduz de 9660 para 1640, que corresponde ao elétron radical livre DPPH
pareado com um hidrogénio do antioxidante, levando a forma reduzida (DPPH-H). A
descoloracdo resultante € estequiométrica com o numero de elétrons capturados
(Molyneux, 2004).

Sve Ve

N + RH ———> NH * R

NO, NO,

Figura 2. Reacéo entre o radical DPPH e o antioxidante.

Analise Estatistica

A andlise dos resultados foi realizada pelo software Sigma Stat, verséo 3.11,
2004, San Jose, CA, EUA, através do teste t pareado que comparou os resultados
do periodo antes e apo0s intervencdo com suco de laranja. O nivel de significancia

estatistica foi de 5% (p<0.05) em todas as comparacdes efetuadas.
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3. Resultados
3.1. Populacao do estudo

Participaram deste estudo 23 pacientes, sendo 13 do género masculino e 10
do género feminino, com 48 £11 anos de idade diagnosticados e acompanhados
pelo SESA, residentes em Araraquara e micro-regido. A analise da distribuicdo dos
genotipos do VHC entre os pacientes voluntarios mostrou que a maioria deles
(82,6%) apresentava infeccédo pelo gendtipo 1, enquanto 4,3% estavam infectados
com 0 genotipo 2 e 13% com o gendtipo 3. Os dados sobre a genotipagem foram

fornecidos pelo SESA.

3.2. Variaveis antropométricas e do Estresse oxidativo

As caracteristicas antropométricas e de marcadores do estresse oxidativo
basais dos voluntarios sdo apresentadas separadamente de acordo com o IMC e o
género (Tabela 2). A distribuicdo das variaveis basais, de acordo com o IMC,
apontou variacdo do estado nutricional. Doze individuos apresentaram estado
nutricional normal, cinco abaixo do peso e seis pré-obesos. Foi verificado que o IMC
aumentava com a idade, e que a circunferéncia da cintura e a gordura corporal
aumentavam com o IMC e idade tanto em homens como em mulheres (Tabela 2).

Na Tabela 2 estdo também apresentados os valores dos marcadores do
estresse oxidativo obtidos no soro dos pacientes em jejum no inicio do estudo. Foi
observado que os niveis peroxidacdo lipidica avaliados através da reacdo do acido
tiobarbittrico (TBARS), encontravam- se acima do padrdo da normalidade (1,86 a
3,94 uM) em todos os pacientes sendo mais elevados nas mulheres com estado

nutricional abaixo do peso (9,1 uM).
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A capacidade antioxidante total medida no soro dos pacientes através de
DPPH apresentou se reduzida em todos os pacientes sendo mais reduzido nas
mulheres com estado nutricional abaixo do peso. E interessante notar que entre
todos os pacientes, as mulheres com estado nutricional abaixo do peso
apresentaram valores maiores de TBARS e valores mais baixos da capacidade
antioxidante.Estes resultados mostram que os pacientes infectados pelo virus da
hepatite C estdo sobre influéncia de estresse oxidativo e apresentam niveis baixos
de enzimas antioxidantes presumivelmente pela infeccdo por VHC, processo
inflamatorio ou pelo tratamento medicamentoso, e que este quadro se agrava na
vigéncia de baixo peso.

ApoOs a intervencdo durante 8 semanas com 500 mL/dia de suco de laranja
nao foi verificado modificacdo do estado nutricional dos pacientes abaixo do peso,
normais e pré obesos em ambos os géneros. Da mesma forma n&do foram
observadas alteracbes nas medidas antropomeétricas (gordura corporal,
circunferéncia da cintura e circunferéncia do quadril), mostradas nas Tabelas 3.
Portanto, a andalise do conjunto de dados antropométricos permite afirmar que o
consumo de 500 mL/dia de suco de laranja por dia durante 8 semanas nao induziu
modificacdes significativas das medidas corporais nestes pacientes.

Foi observada uma reducao altamente significativa de TBARS nos pacientes
com estado nutricional normal. Nos outros grupos verificou-se reducéo, embora nao
significativa. Estes resultados demonstram que a vitamina C e os flavondides
presentes no suco de laranja podem ter efeitos benéficos na reducédo do estresse

oxidativo como consequéncia da resposta inflamatoria por infeccéo pelo VHC.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas basais de homens e mulheres com hepatite C

cronica classificados de acordo com o IMC e género e marcadores do estresse

oxidativo.

Varidveis Abaixo do Peso? Normal® Pré-Obeso®
Homens Mulheres Homens Mulheres  Homens Mulheres

N 3 2 7 5 3 3

Antropométricas

Idade, anos 40,7+5,5 43,5+27,6 457+116 48,0£9,0 58,0+3,6 52,7+9,3

IMC, kg/m? 166+04 168+14 224+16 21,7+18 256+06 265+1,3

Gordura Corpor, % 19.2+6,4 350+5,2 349+120 40,6+9,1 446+2,7 479+55

Circ. Cintura, cm 75+45 68+2,1 94+7,.2 85+11 106 £1,3 108 £ 6,4

Cir. Quadril ,cm 89+ 2,6 96+2,1 102+4,9 104+4,9 109+35 112407

Marcadores do estresse oxidativo
TBARS 59+2.3 9,1+5,7 5,0+0,8 55+2,2 53+0,7 55+0,7
DPPH 13,0130 11+£16 17,5+£132 9,3+6,7 159+£7,0 46+6,4

Valores expressos como média + dp; * IMC<18,5; ® 18,5<IMC<24,9; ¢ 25<IMC<29,9 kg/m?

Os resultados da analise das variaveis antropométricas e de marcadores do

estresse oxidativo dos pacientes com hepatite C crénica antes e apdés a

suplementacdo por 8 semanas com o0 suco de laranja estdo representados na

Tabela 3.
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Tabela 3. Variadveis antropométricas e do estresse oxidativo de homens e mulheres
com hepatite C crénica antes e apos a suplementacdo com o suco de laranja por 8

semanas classificados de acordo com o IMC.

o Abaixo do Peso® (n=5) Normal® (n=12) Pré-Obeso® (n=6)
Variaveis
Antes Apols Antes Apés Antes Apébs
Antropometria
IMC, kg/m? 16,6 + 0,9 169+1 224+2 224+19 265+1 262+1

Gordura Corporal, % 256+ 10 252+8 38,0+10 348+7 44,10 45 + 10
Circunf. Cintura, cm 722+5 724+5 919+10 933+11 109+ 4 108 + 4
Circunf. Quadril, cm 9164 91,8+4 1035 102+ 4 111 +£3 109 + 2

Marcadores do Estresse oxidativo
TBARS 71+37 33+1,7 51+14 22+14** 54405 46+29

DPPH 8,2+11,2 20,2+£10 14+11 19+£9,0 10+85 21,3+4,7

Valores expressos como médias + dp; ® IMC<18,5; ® 18,5<IMC<24,9; ¢ 25<IMC<29,9 kg/m?* p<0,05; teste
t pareado entre grupos de IMC

A Figura 3 ilustra o resultado da andlise da capacidade antioxidante e
TBARS de todos os pacientes voluntarios do estudo no periodo antes e apods a
ingestdo de 500 mL/dia de suco de laranja. Os resultados clinicos basais no soro
dos pacientes indicaram uma média de 11,6% de capacidade oxidante e de 5,6 uM
para TBRAS. Apds a ingestao regular de 500 mL/dia do suco de laranja observou se
um aumento significativo da capacidade antioxidante (média 19,5%) (p>0,05) e uma
reducdo significativa de peroxidacao lipidica (média 2,0 uM) (p>0.05) no soro dos

pacientes.
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Figura 1. Concentracdes séricas de DPPH e TBARS antes e ap0s o periodo de
ingestao do suco de laranja.

4. Discussao

Estudos mostram que a patogénese da hepatite C cronica estd associada ao
estresse oxidativo e distarbios imunoldgicos que podem induzir a progressao para
fibrose, cirrose, insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular. Contudo, varias
pesquisas sugerem que a terapia antioxidante e imunoestimulante podem ter efeitos
benéficos em pacientes com esta enfermidade.

No inicio deste estudo os resultados mostraram niveis séricos
significativamente elevados de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico no soro
dos com hepatite C cronica comparando ao periodo ap6s a intervencdo dietética

com suco de laranja que reduziu a peroxidacao lipidica no sangue. Portanto, &
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razoavel sugerir que os compostos antioxidantes fornecidos pelo suco de laranja,
modificaram os niveis de TBARS.

Estes resultados concordam com estudo realizado por Gomez et al (2007)
em que participaram 60 pacientes com hepatite C cronica, sendo avaliado o efeito
do suplemento nutricional baseado em vitaminas e minerais “Viusid“sobre o estresse
oxidativo e parametros imunoldgicos. Os pacientes infectados com o gendtipo 1
eram nao respondedores ao tratamento combinado antiviral com interferon
peguilado e ribavirina. Os resultados mostraram que o suplemento reduziu os altos
niveis do estresse oxidativo, produziu efeito imunomodulador na secrecdo de
citocinas através de aumento da producado de IFN-y e IL-10 e estabilizou a secrecao
de TNF-a. Os autores concluiram que o tratamento com o suplemento nutricional
“Viusidreduz o estresse oxidativo e melhora os parametros imunologicos de
pacientes com hepatite C cronica.

Groenbaek et al (2006) estudaram 23 pacientes com hepatite C crbnica
fazendo suplementacao diaria com de vitamina C (500 mg), vitamina E (945 Ul) e
selénio (200 pg) para avaliar o efeito antioxidante destes compostos sobre
parametros do estresse oxidativo durante 6 meses. Concluiram que a
suplementacdo com vitamina C, E e selénio aumentou a capacidade antioxidante e
diminuiu os marcadores do estresse oxidativo, mas nao teve efeitos sobre as
transaminases e carga viral.

Gabbay et al. (2007), em seu estudo com pacientes com hepatite C crénica
em tratamento, apds suplementacdo oral com uma combinacdo de sete diferentes
antioxidantes incluindo céapsulas de ascorbato (2000 mg/d) e vitamina E (800 IU/d),
concluiram que a terapia antioxidante tem efeito na resposta inflamatéria de

pacientes que ndo respondiam ao tratamento com interferon e que a combinacédo de
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tratamento antiviral e tratamento antioxidante tem efeito benéfico para estes
pacientes.

Segundo Sanchez et al (2003), a ingestdo de 500 mL/dia de suco de laranja
contendo 250 mg de vitamina C durante 14 dias aumenta significativamente niveis
plasmaticos de vitamina C e reduz concentracdes de proteina C em 40% (de 0,25
para 0,15 mg/L) e 56% (de 0,23% para 0,10mg/L) em homens e mulheres
respetivamente.Rizo et al (2005), avaliaram o consumo crénico de 600 mL/dia de
suco de laranja sanguinea, uma variedade da laranja Citrus sinensis né&o
observaram alteracfes nos niveis de TBARS.

Pieniz et al (2009) e Rao & Rao (2007) observaram existéncia de um amplo
potencial antioxidante de algumas frutas e hortalicas sobre a peroxidacéo lipidica em
figado de ratos. Destacou-se entre as hortalicas com maior potencial antioxidante o
espinafre, o tomate e a cebola e dentre as frutas cruas com ferro que apresentaram
reducao estatisticamente significativa foram a laranja, 0 mamao, a macé, a uva e o
morango. Concluiram ainda que pelo fato das frutas e hortalicas constiturem uma
fonte importante de carotendides da dieta humana, estas pro-vitaminas auxiliam na
prevencdo de doencas cronicas, como as doencas cardiovasculares e o cancer.

Murakami et al (2007) avaliaram o efeito da suplementacdo diaria de
antioxidantes (150mg de zinco, 600mg de vitamina C e 300mg de vitamina E)
durante 48 semanas em pacientes com hepatite C crénica em tratamento. Eles
observaram uma reducdo de TBARS no plasma sanguineo, reducdo das
transaminases e sugeriram que a suplementacdo com antioxidantes teve efeito na
reducao de danos no parénquima hepatico durante o tratamento.

Melhem et al, 2005 avaliaram a efichcia de uma combinacdo de

antioxidantes em 50 pacientes com hepatite C cronica em tratamento (glycyrrhizin,
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schisandra, silimarina, acido ascorbico, acido lipéico, L-glutationa, e vitamina E),
duas vezes por semana durante 20 semanas, observaram que a combinacdo de
antioxidantes induziam a uma resposta favoravel em 48%. A normalizacdo de
enzimas ocorreu em 44% dos pacientes que tinham niveis elevados de
transaminases , reducao da carga viral em 25% dos pacientes, melhora no dano do
parénquima hepatico em 36,1% . Os autores sugeriram que a combinacdo de
antivirais e antioxidantes € bem tolerado e presumivelmente oferecem beneficios na
resposta ao tratamento dos pacientes.

Em relacdo aos niveis de TBARS, verificou-se que podem constituir um
melhor marcador de dano oxidativo em pacientes com VHC. Por outro lado, a
suplementacao antioxidante, utilizando 168 mg de vitamina C conferiu uma protecéo
redutora nos pacientes com hepatite C cronica presumivelmente por se tratar de
uma vitamina hidrossolavel e poder atuar na primeira linha de defesa do organismo
inativando os radicais livres e protegendo o0s constituintes celulares contra possiveis
danos. A suplementacdo também estimulou a producdo do interferon, citocinas
antiinflamatadrias e a proliferacédo dos linfocitos T (LEITE e SARNI, 2003; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2006). Esta suplementacdo permitiu diminuir os processos de
oxidacdo as membranas plasmaticas.

A suplementacdo de antioxidantes nutricionais presentes no suco de laranja
mostraram-se eficientes no sentido de atenuar o quadro de estresse oxidativo
perpetuando a hepatite C crénica. Os resultados mostraram diferenca significativa
(p<0,001) entre as médias dos periodos pré e pds a ingestdo do suco de laranja,
com reducdo do DPPH no soro dos individuos. Tal fato mostra um aumento na

capacidade antioxidante do soro dos voluntarios, devido presumivelmente a ingestao
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regular do suco de laranja que pode contribuir para a prevencdo ou reducdo do
desenvolvimento de patologias associadas ao estresse oxidativo.

Este resultado concorda com Chrzczanowicz et al (2008), que mostrou um
aumento na decomposicado do radical DPPH apods a ingestédo de frutas e hortalicas,

caracterizando um aumento de compostos antioxidantes no soro de consumidores.

5. Concluséo

Os resultados deste estudo indicam que a ingestéo regular de 500 mL/dia de
suco de laranja induziu ao aumento da capacidade antioxidante e da reducdo da
peroxidacao lipidica no soro dos pacientes com hepatite C cronica devido
presumivelmente a acdo da antioxidante da vitamina C e das flavononas do suco de

laranja.



Capitulo I'l'l - Pagina |73

6. Referéncias

ACEIJAS, C.; RHODES, T. Global estimates of prevalence of HCV infection among
injecting drug users.Inter.J Drug Policy , v.18, n.5, p. 352-358, 2007.

ALTER, M. J. Epidemiogy of hepatitis C virus infection.World J. Gastroenterol. v.13,
n.17, p. 2436-2441, 2007.

ALVES, A. V.; AZEVEDO, A. P. C.; PERIN, C.; RAMOS, G. Z; BRANDAO, A .B. M.;
MATTOS, A. A ; ALMEIDA, P. R. L.Tratamento de pacientes com hepatite
cronicapelo virus com interferon-a e ribavirina: a experiéncia da Secretaria de Saude
do Rio Grande do Sul. Arq. Gastroenterol., v. 40, n. 4, p. 227-232, 2003.

BANDARA, P. ; GEORGE, J.; MCCAUGHAN, G. Antioxidant levels in peripheral
blood, disease activity and fibrotic stage in chronic hepatitis C. Liver Int. , v. 25, n.4
, p. 518-526, 2005.

BARBOSA, E. R. D.; FAINTUCH, J.; MOREIRA, E. A. M. Supplementation of vitamin
E, C and zinc attenuates oxidative stress in burned children: a randomized, double-
blind, placebo-controlled pilot study. J. Burn Care & Res., 2009.

BERRA, C. M.; MENCK, C. F. M. Estresse oxidativo, lesées no genoma e processos
de sinalizacdo no controle do ciclo celular.Quim.Nova., v. 29, n. 6, p.1340-1344,
2006.

CHRZCZANOWICZ, J.; GAWRON, A.; ZWOLINSKA, A.; GRAFT J. Simple method
for determining human serum 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) radical
scavenging activity — possible application in clinical studies on dietary antioxidants.
Clin.Chem. Lab. Med.,v. 46, n. 3, p. 342-349, 2008.

COCQUEREL, L.; VOISSET, C. ; DUBUISSON, J. Hepatitis C virus entry:potential
receptors and their biological functions. J. Gen. Virol., v. 87, n. , p. 1075-1084,
2006.

COSTA, V., FERREIRA, P.M. Oxidative stress and signal transduction in
Saccharomyces cerevisiae: insights into ageing, apoptosis and diseases. Molecular

Aspects of Medicine, v. 22, p. 217-246, 2001.

DOLGANIUC, A.; CHANG, S.; KODYS, K.; MANDREKAR, P.; BAKIS, G.; CORMIER,
M. Hepatitis C virus (HCV) core protein-induced, monocyte-mediated mechanisms of
reduced IFN-alpha and plasmacytoid dendritic cell loss in chronic HCV infection. J.
Immunol.,v.177, n., p. 6758-6768, 2006.

DROGE, W. Free radicals in the physiological control of cell function.Physiol. Rev.,v
82, n., p.47-95, 2002.



Capitulo I'l'l - Pagina |74

DUBUISSON, J. Hepatitis C virus proteins.World J. Gastroenterol. ,v.3, p. 406 -
2415, 2007.

DUSTAN, J.; RASHIDI, M.R.;. Associations between antioxidant status, markers of
oxidative stress and imune responses in allergic adults. Clin.Exp. Allergy, v. 36, p.
993-1000, 2006.

EVANS, M. D.; COOKE, M. S. Factors contributing to the outcome of oxidative
damage to nucleic acids. Bioassays, v. 26, p. 533-542, 2004.

EZRA , G.; ZIGMOND, E.; PAPPO, O.; HEMED, N.; ROWE, M.; ZABRECKY, G.;
COHEN, R. YARON, I. Antioxidant therapy for chronic hepatitis C after failure of
interferon: Results of phase Ilrandomized, double-blind placebo controlled clinical
trial World J. Gastroenterol.; v. 13, n. 40, p. 5317-5323, 2007.

GIANNINI, E. G.; TESTA, R.; SAVARINO, V. Liver Enzyme alteration: a guide for
clinicians. Can. Med. Assoc. Licensors, v.3, p. 172, 2005.

GOTTO, J.; DUSHEIKO, G. Hepatitis C and treatment with pegylated interferon and
ribavirin. Int. J. Biochem. Cell Biol., v. 36, p. 1874-77, 2004.

GRIENDLING, K. K.; FITZGERALD, G. A. Oxidative stress and cardiovascular injuty,
Part I: basic mechanisms and in vivo monitoring of ROS. Circulation., v. 108, n. , p.
1912-1916, 2003.

GROENBAEK, K.; FRIIS, H.; HANSEN, M. RING, H.; KRARUP, H. B.The effect of
antioxidant supplementation on hepatitis C viral load, transaminases and oxidative
status: a randomized trial among chronic hepatitis C virus-infected patients. Eur. J.
Gastroenterol. Hepatol., v. 18, n. 9, p. 985-999, 2006.

GUTCHER, |.; ECHER, B. APC-derived cytokines and T cell polarization in
autoimmune inflammation. J.Clin.Inves., v. 117, n. , p., 1119-1127, 2007.

JACOB, K.; PERIAGO, M. J.; BOHM, V. Influence of lycopene and vitamin C from
tomate juice on biomarkers of oxidative stress and inflammation. Br. J. Nutr. , v. 99,
p. 137-146, 2008.

JANSSEN, I. Overweight and obesity in Canadian adolescents and their associations
with dietary habits and physical activity patterns.J. Adolescent Health, v. 35, n. 5, p.
360-367, 2004.

JEROME, K. R.; GRETCH, D. R. Laboratory approaches to the diagnosis of hepatitis
C virus infection. Minerva Gastroenterol. Dietol., v. 50, n. 1, p. 9-20, 2004.

KOIKE, K.; MIYOSHI, H. Oxidative stress and hepatitis C viral infection.
Hepatol.Res., v. 34, p. 65-73, 2006.

LOGUERCIO, C. ; FEDERICO, A. Oxidative stress in viral and alcoholic hepatitis.
Free Rad. Biol and Med., v. 34, n. , p. 1-10, 2003.



Capitulo I'l'l - Pagina |75

MACHIDA, K.; CHENG, K. T. H.; LAI, C. K. Hepatitis C virus triggers mitochondrial
permeability transition with production of reactive oxygen species,leading to DNA
damage and STAT-3 activation. J. Virol., v. 80, n.14, p.7199-7207, 2006.

MOLYNEUX, P. The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for
estimating antioxidant activity Songklanakarin.J. Sci.Technol.,v.26, n.2, p.211-219,
2004.

MOREL, I.; ABALEA, V.; CILLARD, P. Repair of oxidizes DNA by flavonoid myricetin.
Methods Enzymol., v. 335, n., p. 308-316, 2001.

SILALAHI, J. Anticancer and health protective properties of citrus fruit components.
Asia Pacific J. Clin.Nutr., v.11, n. , p.179-84, 2002.

STRADER, D. B. ; WRIGHT, T.; THOMAS, D.L., SEEFF, L.B. Diagnosis,
management and treatment of hepatitis C. Hepatology, v. 39, p.1147-1171, 2004.

THOMAS, D. L.; ASTEMBORSKI, J.; RAI, R. M., ANANIA, F.A.; SCHAEFFER, M.;
GALAI, N.; NOLT,K.; NELSON, K. E.; STRATHDEE, S. A.; JOHNSON, L.
LAEYENDECKER, O.; BOITNOTT, J.; WILSON, L. E.; VLAHOV, D. The natural
history of hepatitis C virus infection: host, viral, and environmental factors. The J.
Am. Med. Assoc., v. 284, p. 450-456, 2000.

THOMAS, J. A. Estresse oxidativo e defesa contra antioxidantes. 9.ed. In:
SHILS,M.E.; OLSON, J.A.; SHIKE, M.; ROSS, A. C. Tratado de nutricdo moderna na
saude e na doenca. 9 ed. Falta Local: Editora, 2003. p.801-812.

VALKO, M.; RHODES, C. J.; MONCOL, J. Free radicals, metals andantioxidants in
oxidative stress-induced cancer.Chem-Biol Inter., v.160, p.1-40, 2006.

YADAYV, D. Serum and liver micronutrient antioxidants and serum oxidative stress in
patients with chronic hepatitis C. Am J. Gastroenterol., v.97, 2002.



Pagina |76

ANEXOS



Anexos - Pagina |77

Anexo 1. Apreciacdo do Comite de Etica em Pesquisa
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Apéndice 1. Questionario de frequéncia e padrao alimentar
Nome: No.
Idade: Data nasc.: /
/ Peso: Altura:
Sexo: () Fem () Masc
C. Cintura: C. Quadril:
Raca: |Bio: C. Punho: C. Braco:
PA: Prega Cutanea Triciptal:
1. Que tipo de atividade fisica vocé
p ratica? Com que freqiiéncia?
h/dia |Vezes
semana
() regular
() irregular
()
raramente
( ) nao
pratica
2. Qual desses laticinios vocé costuma consumir?
vez/di |vez/se |1-2x/més|Qtd/vez |[CA=copo
LEITE a m americ
Leite integral CR = requeijao
Leite desengordurado X = xicara
logurte Cn = caneca
vez/di |vez/se |1-2x/més FF= fatia fina
QUEIJOS a m
Branco FM=média
Mussarela FG=grande
Outro
vez/di |vez/se |1-2x/més CS= colher
COMPLEMENTOS a m sopa
Requeijao SB= colh
sobrem
Manteiga Cf= colher café
Margarina PF=ponta de
faca
Outro
3. Qual dessas fontes protéicas vocé costuma consumir?
vez/di |vez/se |[1-2x/més|Qtd/vez
CARNES a m
Boi PP= porcao
Peq.
Frango PM=média
Porco PG=grande
Bacon U= unidade
Peixe
Ovos
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4. Cite quatro frutas que vocé mais consome.

vez/di |vez/se |[1-2x/més|Qtd/vez
FRUTAS a m
1) UP=unid.
peque.
2) UM=média
3) UG=grande
4) FF/FM/FG =
fatia
5. Quais destes cereais vocé consome?
vez/di |vez/se |[1-2x/més|Qtd/vez
Cereias a m
Arroz E
=escumadeira
Macarréao CS = colher
sopa
Pao U = unidade
Cereal Matinal X = xicara
Milho FF = fatia fina
Biscoitos: salg/ doce FM = média
Bolo Comum FG = grande
6. Quais destas leguminosas vocé consome?
vez/di |vez/se |[1-2x/més|Qtd/vez
Leguminosas a m
Feijao C=
concha(P,M,G)
Soja CS = colher
sopa
Ervilha
Lentilha
Grao de bico
7. Cite quatro hortalicas (folhas) que vocé mais consome.
vez/di |vez/se |[1-2x/més|Qtd/vez
Hortaligas a m
1) U=unidade
2) P=pires
3) CS=colher sopa
4)
8. Cite quatro legumes que vocé mais consome
vez/di |vez/se |1-2x/més|Qtd/vez
Legumes a m
1) U=unidade
2) P=pires
3) CS=colher sopa
4)
9. Cite quatro tubérculos que vocé mais consome
Tubérculos Vez/di |Vez/se |1- Qtd/vez
a m 2X/més
1) U=unidade
2) P=pires
3) CS=colher sopa




Apéndice - Pagina |81
4) | | | | |
10. Cite trés embutidos que vocé mais consome.
vez/di |vez/se |1-2x/més|Qtd/vez
Embutidos a m
1) U=unidade
2) F=fatias
3)
4)
11. Quais dos adocantes abaixo vocé geralmente consome?
vez/di |vez/se |1-2x/més|Qtd/vez| G = gota
Adocantes a m
AclUcar CS= colher
sopa
Mel SB= colh.
sobrem
Adocante Artificial Cf = colher
cafe
Outro PC= pacotinho
12. Quais das bebidas abaixo vocé geralmente consome?
vez/di |vez/se |1-2x/més|Qtd/vez
Bebidas a m
Cafeé CA = copo
americ
Cha CR = requeijéo
Refrigerantes X = xicara
Refrigerante light Cn = caneca
Suco natural T¢ = taca
Suco artificial Ds = dose
Cerveja Lg = longuinete
Bebidas “lIce” Lt = lata
Vinho
Destilados
13. Quais “snacks” ou “lanchinhos” vocé consome entre as refei¢cdes?
vez/di |vez/se |[1-2x/més|Qtd/vez
Snacks a m
Balas PP= porcéo
peq.
Chicletes PM=média
Chocolates PG=grande
Biscoitos recheados
Biscoitos salgados U= unidade
Coxinha UP = pequena
Empadinha UM = média
Esfirra UG = grande

Pdo de queijo

Batata Chips

P5= pacote 509

Salgadinhos P100= pac.
(extrusado) 1009
Outros

14. Vocé costuma comer doces? Cite os trés mais consumidos.
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vez/di |vez/se |1-2x/més |Qtd/vez |FF/ FM / FG =
Doces a m fatia
1) PP= porcéao
peq.
2) PM=média
3) PG=grande
U= unidade

14. Se vocé faz suas refeicbes em casa durante a semana, qual é o
consumo mensal de

Qtd N° de pessoas na Consumo
casa: per/capita

Sal (kg)

AcUcar (kg)

Oleo (latas)

17. Qual é o seu padrao de refeicdo durante a semana?

Café da Manha

horario:

Lanche da Manha

horario:

Almoco

horario:

Lanche da Tarde

horéario:

Jantar

horéario:

Ceia

horario:

18. Que modificacdes ocorrem no seu padrdo alimentar nos finais de

semana?

Horéario das refeices:

Pular refeicdes:

PreparacgOes diferentes:

Locais diferentes dos usuais:




Apéndice - Pagina |83

Apéndice 2. Termo de Consentimento Livre Esclarecido

declaro ter sido orientado e esclarecido sobre o protocolo de pesquisa

a segquir:

Neste estudo serd avaliado se a ingestdo diaria de suco de
laranja ajudard a fortalecer o sistema de defesa do meu corpo, a
reduzir os efeitos da Hepatite C cronica e a melhorar a minha nutrigdo.

Que serei submetido a avaliacdo fisica, médica e nutricional, em
duas ocasifes, no inicio e final do estudo e responderei perguntas
relativas a saude pessoal e a dieta consumida por mim com relativa
freqiéncia através de questdes.

Que poderei quando necessario esclarecer minhas duvidas em
relacdo a pesquisa e receberei a orientacao dietética adequada.

Que deverei tomar meio litro de suco de laranja (500 mL)
diariamente durante 60dias, que sera cedido sem qualquer dnus para
mim.

Que terei de doar 30 mL de sangue em duas ocasides (total de 60
mL), uma no inicio e outra no final do tratamento para exames
bioquimicos e imunolégicos. O local da coleta sera o Laboratério do
SESA localizada na Rua Italia n® 1617, Centro - Araraquara, SP.

Que a pesquisa tera a duracdo de 60 dias e minha participacao
serd voluntaria e livre de qualquer 6nus, inclusive receberei
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ressarcimento do deslocamento referente a transportes para os 2 dias
de consultas agendadas e coleta de sangue.

Que durante a pesquisa eu estarei sob tratamento medicamentoso
com Interferon Peguilado associado a Ribaverina, e se interromper a
medicacao informarei imediatamente aos pesquisadores sobre esta
nova condicdo de saude.

Que nao corro nenhum risco ao participar desta pesquisa, apenas
terei o desconforto das coletas de sangue, e que todos 0s materiais
utilizados serdo descartaveis.

Que concordo em retornar ao laboratério toda vez que for
solicitado pelos pesquisadores, com eventuais ressarcimentos de
despesas com transporte.

Que o0s procedimentos que estou sendo submetido néo
acarretardo qualquer dano fisico ou financeiro e por isso ndo havera
necessidade de ser indenizado por parte da equipe ou instituicado
responsavel por essa pesquisa (FCF/UNESP).

Que meu nome sera mantido em sigilo, assegurando, assim,
minha privacidade e se desejar, receberei informacdes sobre o
resultado da pesquisa.

Que poderei desistir da pesquisa em qualquer momento, sem
nenhum prejuizo ou penalizacdo, mas que avisarei 0s pesquisadores se
isto ocorrer.

Que a notificacdo de qualquer situacdo de anormalidade
relacionada a pesquisa, eu deverei entrar em contato com a equipe
cientifica pelo telefone (16) 3301-6927 ou como o Comité de Etica em
Pesquisa da FCFAR-UNESP pelo telefone (16) 3301-6897 (falar com
Delfina).

Pelo presente esclarecimento, concordo em participar do estudo:
“Efeito da suplementacdo regular de suco de laranja no estado oxidativo e
imunoldgico de pacientes com hepatite C crénica”, sob responsabilidade da Profa.

Dra. Thais Borges César.

Assinatura do paciente voluntario:
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