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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite C é um problema de satde publica, por atingir cerca de 3%
da populagdo mundial, e evoluir para a cronicidade em 80% dos casos. A hepatite C cronica é
uma doenca inflamatéria do figado que desencadeia complicacGes hepaticas, podendo
desenvolver o carcinoma hepatocelular, interfere também no metabolismo de lipideos,
aumenta o risco de desenvolvimento de resisténcia a insulina e estimulo de diversos processos
inflamatorios. Por isso, tem sido sugerida a utilizacdo de compostos com propriedades
hipolipidémicas, antioxidantes e anti-inflamatdérias em portadores cronicos de hepatite C
crbnica, a fim de reduzir os efeitos deletérios causados pela doenca. O suco de laranja de
polpa vermelha é fonte de compostos bioativos como a vitamina C, o licopeno e as flavanonas
citricas, naringina e hesperidina, 0s quais sdo protetores das membranas lipidicas e da acéo
dos radicais livres. Diante da presenca de compostos hipolipidémicos, antioxidantes e anti-
inflamatdrios no suco de laranja vermelha, este poderia ser um alimento de consumo regular

por individuos com hepatite C cronica.

Palavras-chave: hepatite C cronica, suco de laranja vermelha, flavonoides citricos, vitamina

C, licopeno.



ABSTRACT

Infection by the hepatitis C virus is a public health problem, by attain around 3% of the world
population, and evolve to chronicity in 80% of cases. Chronic hepatitis C is an inflammatory
disease of the liver that triggers hepatic complications that may develop a hepatocellular
carcinoma, also interferes in the metabolism of lipids increases the risk of developing insulin
resistance and stimulation of various inflammatory processes. Therefore, it has been
suggested to use compounds with hypolipidemic, antioxidants and anti-inflammatory
properties in chronic carriers of hepatitis C, in order to reduce the deleterious effects caused
by the disease. Orange juice of red pulp is a source of bioactive compounds like vitamin C,
lycopene and citrus flavanones, hesperidin and naringin, which are protectors of lipid
membranes and the action of free radicals. In the presence of hypolipidemic compounds,
antioxidants and anti-inflammatory in red orange juice, this could be a regular food

consumption by individuals with chronic HCV infection.

Keywords: hepatitis C, red orange juice, citrus flavonoids, vitamin C, lycopene.
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INTRODUCAO

A hepatite C cronica € caracterizada por um estado inflamatério no figado, decorrente
de infeccdo viral causada pelo virus da hepatite C (VHC). Estima-se que 180 milhGes de
pessoas em todo o mundo sejam portadoras do VHC. O intervalo de tempo entre a infeccéo e
0 surgimento de complicaces associadas a doenca € bastante prolongado, sugerindo que a
incidéncia de doencas relacionadas com o VHC deva aumentar nos préoximos 20 anos
(ROSEN, 2011). No processo infeccioso, o VHC desencadeia complicagcbes como cirrose,
fibrose hepatica e carcinoma hepato celular em portadores cronicos da infecgédo viral (JAIN et
al, 2002). A hepatite C crbnica tambeém interfere no metabolismo de lipideos, podendo
ocasionar o desenvolvimento de dislipidemias e influenciar significativamente na
concentracdo de alguns de seus componentes metabdlicos, levando a esteatose hepatica
(ARENDT et al, 2009).

Além disso, os individuos portadores do VHC apresentam maior risco de desenvolver
resisténcia a insulina e, consequentemente, diabetes mellitus tipo 2, pois a presenca de
doencas associadas podem contribuir para exacerbar esta patologia, como a sindrome
metabolica, processos inflamatdrios crénicos, as desordens do metabolismo lipidico e a
esteatose hepatica (SERFATY; CAPEAU, 2009). Os compostos do virus da hepatite C
também podem aumentar a atividade das transaminases hepéaticas no sangue, devido as
injurias causadas nos hepatdcitos, decorrentes do tratamento antiviral (MURAKAMI et al,
2007), e com isso, reduzir a producdo das enzimas antioxidantes enddgenas (SEREN et al,
2008). Estudos prévios tém sugerido que a utilizacdo de suplementos antioxidantes, como a
vitamina C e o zinco poderiam minimizar os efeitos deletérios do VHC (MURAKAMI te al,
2006 e PRASAD, 2009). Neste sentido, alimentos ricos em compostos antioxidantes,
poderiam ser utilizados como coadjuvantes no tratamento de individuos acometidos pela
infeccdo cronica do VHC (BANDARA et al, 2005).

O suco de laranja, fresco ou pasteurizado, € um alimento que apresenta nutrientes e
compostos bioativos com propriedades terapéuticas provenientes da acdo da vitamina C, de
carotenoides lipossoliveis e de flavonoides citricos (flavanonas), que podem auxiliar na
prevencdo das doencas cronico-degenerativas (FENECH et al, 2005). Entre os diversos tipos
de laranjas, existe a variedade das laranjas de polpa vermelha, ou falsas-sanguineas, que
possuem coloracdo alaranjada na polpa e no suco, devido a presenca dos carotenoides em
maiores concentragcdes do que nas laranjas de polpa clara (amarela), com destaque para o
licopeno, encontrado nas variedades falsa-sanguineas (FANCIULLINO et al., 2006). O
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licopeno tem sido associado a prevencdo da oxidacdo lipidica, protecdo das células contra
radicais livres, diminuicdo da aterogénese (SHAMI; MOREIRA, 2004), e também com o
menor risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer (KRINSKY; JOHNSON, 2005).
Outros compostos de acdo antioxidante encontrados exclusivamente nos sucos citricos, e
expressivamente no suco de laranja, sdo as flavanonas citricas, hesperidina e naringina, que
também atuam como agentes hipolipidémicos e anti-inflamatérios (MILENKOVIC et al,
2011; MORAND et al, 2011).

A hipltese deste trabalho se baseia na possibilidade de que as propriedades
antioxidantes, hipolipidémicas e anti-inflamatérias associadas ao suco de laranja vermelha
possam contribuir para reduzir as desordens do metabolismo lipidico, das enzimas hepaéticas e

do perfil inflamat6rio em pacientes com hepatite C cronica.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito do consumo regular de suco de laranja vermelha integral pasteurizado

sobre o estado nutricional e parametros bioquimicos em portadores de hepatite C cronica.

Especificos

eInvestigar os efeitos do consumo regular do suco de laranja vermelha sobre os
parametros antropométricos e dietéticos, e sobre a pressao arterial em individuos com hepatite

C cronica.

«Avaliar o efeito da ingestdo diaria do suco de laranja vermelha sobre as alteracdes
metabdlicas em individuos com hepatite C cronica, relacionadas aos parametros bioquimicos,

enzimas hepaticas e a um marcador inflamatério.



CAPITULO I

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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Variedades de laranjas

S&o conhecidas diversas variedades de laranjas, entretanto, elas sdo classificadas em
dois grupos, de acordo com a coloragédo que apresentam na polpa: claras (ou amarelas) e
sanguineas. Estas variagdes na coloracao séo decorrentes da diferenca na quantidade e tipo de
carotenoides presentes nas laranjas, estdgio de maturacdo dos frutos, clima ou regido de
cultivo dos frutos, efeitos dos tratamentos pds-colheita e do processamento. O grupo das
laranjas claras apresenta a coloracdo laranja/amarela na polpa e no suco, e sao representadas
pelas principais variedades comercias cultivadas no mundo (Baia, Navel, Péra, Valéncia,
Natal, Lima, Serra d’agua). Ja o grupo das laranjas sanguineas apresenta coloragdo vermelho-
intensa (violacea) na polpa e no suco, devido a presenca das antocianinas (MOURA, 2010).

Existe ainda um outro grupo de laranjas ndo tdo difundido, que é representado pelas
laranjas de polpa vermelha, ou falsas-sanguineas (Figura 1), as quais apresentam coloragdo
laranja intenso na polpa e no suco, devido a presenca de maiores quantidades de carotenoides
(B-carotenos e licopeno) em comparacdo com as laranjas claras, mas ndo produzem
antocianinas. As principais variedades representantes deste grupo sdo as laranjas Sanguinea-
de-Mombuca, Valéncia Puka e Baia Cara-cara (LATADO et al, 2008).

Figura 1. Laranja de polpa vermelha.

Latado e col. (2008) em uma analise fisico-quimica de laranjas vermelhas (variedade
Mombuca), verificaram em média 11 mg/L de carotenoides totais, 9% de f-caroteno e 1,7
mg/kg de licopeno nesta variedade. Esta composi¢éo de carotenoides encontrada na laranja de
polpa vermelha foi comparada com a laranja de polpa amarela (variedade Pera), onde foi
encontrado cerca de 50% de carotenoides, 310% de [-caroteno e 313% de licopeno a mais do

que na composicao fisico-quimica da laranja amarela.
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O licopeno é um carotenoide encontrado nos vegetais de coloracdo avermelhada, e
entre as variedades de laranjas, € encontrado somente nas de polpa vermelha
(FANCIULLINO et al, 2006). Ele possui maior poder antioxidante, quando comparado com a
vitamina E; maior prevencdo da oxidacdo lipidica; protecdo das células contra radicais livres;
e diminuicdo da aterogénese (HU et al, 2008; LIU et al, 2004; SERRA; CAMPOS, 2006;
SHAMI; MOREIRA, 2004). O betacaroteno, além de ser considerado como uma provitamina
A, também exerce papel antioxidante em fases lipidicas, bloqueando os radicais livres que
danificam as membranas lipoprotéicas (SHAMI; MOREIRA, 2004). Os carotenoides sao
pigmentos alimentares naturais e a partir de uma anélise de diversos estudos, realizada por
Krinsky e Johnson (2005), eles verificaram que dietas ricas em carotenoides estdo associadas

a menor incidéncia de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e cancer.

Suco de laranja

O suco de laranja representa 35% de preferéncia entre os principais sabores de sucos
consumidos no mundo (laranja, macd, péssego, uva, abacaxi, manga e cranberry),
apresentando no Brasil, na safra 2009/10, o consumo per capita de 12,3 litros do suco
(NEVES et al, 2010). O suco de laranja é uma bebida que possui nutrientes e compostos
bioativos (Quadro 1) com propriedades terapéuticas contra doengas crénico-degenerativas,
provenientes da acdo da vitamina C, dos carotenoides lipossoluveis e dos flavonoides citricos
(JOHNSTON; DANCHO; STRONG, 2003). O aumento do consumo de frutas e sucos de
frutas citricas tem sido associado com a reducéo do desenvolvimento de doencgas coronarianas
e hipertensédo arterial (MORAND et al, 2011), melhora do perfil lipidico, reducdo dos niveis
de colesterol de LDL e agregacéo plaquetaria (SANCHEZ-MORENO, 2003), aumento dos
niveis de colesterol de HDL (KUROWSKA et al, 2000), reducdo dos marcadores pro-
inflamatdrios e do dano oxidativo ao DNA (MILENKOVIC et al, 2011).

No organismo, a vitamina C atua como um importante antioxidante dietético, por ter a
capacidade de tamponar os processos de oxidacdo e reducdo, proteger os lipideos plasmaticos
contra 0 processo de peroxidacdo, e os acidos nucléicos contra possiveis danos oxidativos,
presentes em muitas doencas cronicas (LEITE; SARNI, 2003; SOUZA et al, 2008). Outros
compostos de acdo antioxidante encontrados nas frutas e sucos citricos sdo os flavonoides
citricos (FRANKE et al, 2005). Entre estes, as flavanonas hesperidina e naringina sao
encontradas exclusivamente nas espécies de Citrus (BELAJOV; SUHAJ, 2004), as quais tém

sido fortemente associadas também como agentes hipolipidémicos e anti-inflamatérios, em
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decorréncia da propriedade antioxidante que possuem (DEVARAJ; AUTRET; JIALAL,
2006; KUROWSKA; MANTHEY, 2004; ROZA et al, 2007).

Quadro 1. Composigéo nutricional do suco de laranja integral pasteurizado.

INFORMACAO NUTRICIONAL
Composicéo 250 mL 500 mL
Agua (g) 217 434
Energia (kcal) 120 240
Carboidratos (g) 29 58
AcuUcares totais (g) 21 42
Fibra dietética total (g) 0,7 1.4
Célcio (mg) 179 358
Magnésio (mg) 27 54
Potassio (mg) 443 886
Vitamina A (mg) 7 14
Vitamina C (mg) 84 168
Folato (nug) 47 94
Hesperidina” (mg) 13,8 27,6
Naringina” (mg) 3,9 7.8

*Fonte: USDA 2010, ¥2007.

O mecanismo de acdo hipolipidémico destas flavanonas provém da reducdo na
expressao seletiva da enzima ACAT2 (colesterol aciltransferase), responsavel pela sintese e
acumulo de ésteres de colesterol no lIimen do reticulo endoplasmatico para montagem e
secrecdo da apolipoproteina B (apoB), a qual fornece estrutura para a formacgdo da VLDL
(BORRADAILE et al, 1999). Outro sitio de agdo das flavanonas citricas provém da inibicéo
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da atividade da proteina transferidora de triglicérides microssomal (MTP), responsavel pelo
suprimento de triglicérides a secrecdo da apoB. Por estar interligado ao ciclo de formacgéo das
apolipoproteinas, este mecanismo de acdo diminui a formacdo da VLDL, e
consequentemente, os niveis de LDL-C circulantes; além de aumentar a atividade dos
receptores hepaticos de LDL, aumentando a captacdo do LDL-C circulante e reduzindo seus
niveis séricos (WILCOX, et al, 2001).

Apesar de grande parte dos estudos prévios evidenciarem efeitos positivos com a
ingestdo do suco de laranja amarela, ou de seus compostos bioativos isolados (vitamina C,
carotenoides e flavonoides), poucos estudos tém investigado os efeitos do suco de laranja
vermelha, que além de conter os principais nutrientes do suco da laranja amarela, possui um
poderoso antioxidante dietético, o licopeno (LATADO et al, 2008). Lima (2010) verificou que
a ingestdo diaria de 750 mL de suco de laranja vermelha durante oito semanas promoveu a
reducdo nos niveis séricos de colesterol total, de LDL-C e apolipoproteina B em individuos
saudaveis. Silveira (2011) verificou que a ingestdo regular de suco de laranja vermelha
reduziu os niveis séricos de colesterol total e de LDL-C, mas também levou a reducdo de
marcadores do estresse oxidativo, com aumento da capacidade antioxidante; além de melhorar
as concentracdes de insulina em jejum, e os parametros hemodindmicos em individuos
normais e com sobrepeso. Portanto, 0 consumo regular de alimentos ricos em compostos
antioxidantes e anti-inflamatdérios como o suco de laranja vermelha poderia auxiliar na

prevencdo ou tratamento de doencas crénicas.

Hepatite C cronica

A hepatite C cronica é caracterizada por um estado inflamatério no figado decorrente
de infeccdo viral causada pelo virus da hepatite C (VHC). Estima-se que 180 milhdes de
pessoas em todo o mundo sejam portadoras do VHC (ROSEN, 2011). Esta enfermidade
constitui um dos mais importantes problemas de satde publica mundial, pelo fato de ser uma
doenca silenciosa, com consequéncias graves, e de proporcao elevada para cronicidade (80%
dos casos). E também uma das causas mais frequentes de transplante hepético, com potencial
evolutivo para cirrose, hepato carcinoma, baixa efetividade no tratamento (40-50%) e
auséncia de uma vacina preventiva (STRAUSS et al. 2001). A figura 2 mostra a distribuicao

epidemiolégica mundial da infecgdo pelo virus da hepatite C.
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Figura 2. Distribuicdo epidemioldgica da hepatite C (Fonte: Google imagens, 2012).

A bidpsia hepéatica é uma avaliacdo histoldgica utilizada a fim de determinar a
intensidade do processo inflamatorio, o estagio de fibrose e se h& presenca de cirrose no
tecido hepéatico (Quadro 2). E um exame de custo elevado e invasivo, requer profissionais
especializados e esta associado a riscos e complicacdes ao paciente (FREEMAN et al, 2001;
PAWLOTSKY et al, 2007).

Quadro 2. Classificacdo histologica hepética segundo METAVIR*.

Classificacéo Histologica da Bidpsia Hepatica
Atividade inflamatoéria (A) Fibrose hepatica (F)
A0 Ausente FO Ausente
Al Atividade leve F1 Fibrose portal sem septos
A2 Atividade moderada F2 Fibrose portal com raros septos
A3 Atividade intensa F3 Numerosos septos sem cirrose
*Fonte: Ministério da Sadde, 2011. F4 Cirrose

O intervalo de tempo entre a infeccdo e o surgimento de complicacdes associadas a
doenca é bastante prolongado, levando a pressuposicdo de que a incidéncia de doencas
relacionadas com o VHC possa aumentar significativamente nos proximos 20 anos (ROSEN,
2011). Os principais fatores de risco para infeccao por este virus consistem no uso de drogas
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ilicitas injetaveis, ou utensilios cortantes ndo esterilizados, transmissdo iatrogénica e

transfusdes sanguineas anteriores ao ano de 1992 (ABPH, 2012).

O Virus da hepatite C

O virus da hepatite C € um membro da familia Flaviviridae, cujo genoma ¢é formado
por uma fita simples de RNA com polaridade positiva contendo cerca de 9.600 nucleotideos.
A molécula de RNA (Figura 3) € flanqueada nas regides 5’URT e 3’UTR (Figura 3). A
sequéncia nucleotidica localizada na extremidade 5’ UTR ¢ altamente estruturada para a a¢do
de ribossomos, enquanto que a sequencia da extremidade 3’UTR ¢ essencial para a replicagao.
O VHC ¢ traduzido em uma poli proteina, clivada pelas células do hospedeiro em trés
proteinas estruturais (core, E1 e E2), localizadas na extremidade 5° UTR, e sete proteinas ndo
estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B), localizadas na extremidade 3’UTR
(CHOO et al. 1989 e COLLER et al, 2012).

Figura 3. Estrutura gendmica do virus da hepatite C (ROSEN, 2011).

A proteina estrutural do core é a principal constituinte do nucleocapsideo, e esta
envolvida nos mecanismos de montagem e secrecdo das particulas infecciosas do virus
(PAWLOTSKY et al, 2007; GOTTO et al, 2004). Estudos tém indicado que esta proteina
apresenta outras fungdes tais como, modulagdo da transcricdo génica, proliferacdo, morte e
sinalizacdo celular, podendo interferir com o metabolismo lipidico e suprimir a resposta
imune do hospedeiro (MacPARLAND et al, 2009). As glicoproteinas E1 e E2 do envelope
sdo essenciais para a entrada do virus na célula hospedeira e no ciclo replicativo. A proteina
p7, localizada entre as proteinas estruturais e ndo estruturais regula a permeabilidade dos ions
na membrana e apresenta um importante papel na maturacdo e liberacdo da particula viral
(PAVLOVIC et al, 2003). As proteinas ndo estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e
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NS5B), na extremidade amino da poli proteina possuem acdes de helicase, protease e RNA
polimerase (COCQUEREL et al. 2006; DUBUISSON, 2007; WARIS; SIDDIQUI, 2005).

Variabilidade génica do virus da hepatite C

O VHC é classificado em seis principais gendtipos, designados de 1 a 6, entre 0s quais
alguns possuem subtipos (a, b e c). O teste de genotipagem é o método utilizado para
determinar o gendtipo presente no hospedeiro, e é Util para auxiliar na determinacdo e
monitoramento da terapia antiviral. Os genétipos de VHC apresentam diferencas em sua
distribuicdo global e prevaléncia, sendo os gendtipos 1, 2 e 3 amplamente distribuidos nos
EUA, Europa, Australia e Asia Oriental (Japdo, Taiwan, Tailandia e China), enquanto que as
distribuicdo geografica do gendtipo 4 é largamente confinado ao Oriente Médio, Egito e
Africa Central. Os gentipos 5 e 6 sdo encontrados predominantemente na Africa do Sul e no
Sudeste Asiatico, respectivamente (NOORALI; PACE; BAGASRA, 2011).

No Brasil, sdo encontrados, principalmente, os gendtipos 1 (1la e 1b), 2 (2a e 2b) e 3,
com predominancia de 60% do gendtipo 1 e de 40% dos outros dois genotipos. As frequentes
mutacbes do VHC e os numerosos subtipos virais sdo alguns dos obstaculos para o
desenvolvimento de uma vacina para a doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Tratamento antiviral

O objetivo do tratamento antiviral na hepatite C crbnica consiste na erradicacdo da
infeccdo mediante a extingdo da viremia, com a finalidade de prevenir as complicagdes da
infecgdo pelo virus (AUGUSTO; LOBATO, 2004). No entanto, a terapia acarreta custos
elevados, requer monitorizacdo em longo prazo e estd associada a varios efeitos colaterais de
dificil tolerancia por parte de alguns pacientes (DUTRA; BASSO, 2006). O tratamento
disponivel atualmente para a hepatite C crbnica baseia-se numa combinacdo de Interferon
Alfa Peguilado (IFN-a) e Ribavirina (RBV), cuja resposta virol6gica sustentada é avaliada
pela auséncia de RNA viral seis meses apds o tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

O farmaco IFN-o ¢ uma proteina (citocina) sintética idéntica a produzida pelo nosso
organismo, com amplo espectro de efeitos: (1) antivirais, mediante a inibicdo da replicacéo
viral nas células infectadas, (2) inducdo da secrecdo de citocinas, (3) 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 producéo de células supressoras, 0
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que acelera a morte de células infectadas. A ribavirina € um anélogo sintético da guanosina,
com atividade direta contra o VHC por mecanismo de inibicdo da RNA polimerase virus
dependente. Ela é administrada oralmente, tem vida média longa e apresenta excrecao renal
(FRIED et al, 2002).

Este tratamento tem sido eficaz em aproximadamente 80% dos pacientes infectados
com o genotipo 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 genodtipo 2 ou 3 (0,8 g/dia, 24 semanas). Para 0s pacientes com
genotipos 4, 5 e 6 existem ainda poucos estudos clinicos, aplicando-se, portanto o protocolo
terapéutico utilizado para o gen6tipo 1 (PAWLOTSKY et al, 2007).

Hepatite C e o mecanismo de infec¢do

Diversos estudos tem relatado uma forte interacdo entre o ciclo de vida das
lipoproteinas e as vias de acesso do VHC as células hepaticas. De acordo com estes estudos,
as particulas do VHC, quando associadas com as lipoproteinas, apresentam um alto grau de
infeccdo ao hospedeiro, enquanto que particulas livres, ndo ligadas as lipoproteinas, séo
pobremente infecciosas (PETIT et al, 2007). Um dos parametros essenciais para a entrada do
virus nas células hepaticas seria através dos receptores de LDL (LDL-r) na superficie celular
dos hepatocitos, mecanismo pelo qual o virus da hepatite C se complexa as moléculas de
LDL, e em seguida se ligam aos receptores de LDL, entrando na célula hepatica (AGNELLO
et al, 1999). Os receptores de LDL sdo responsaveis pela ligacdo e absorcdo das
apolipoproteinas B e E, e ao se controlar o metabolismo lipidico, o nimero de receptores
hepéaticos regulam as concentracbes plasméticas de LDL-C, ou seja, a expressao dos
receptores de LDL na superficie celular dos hepatdcitos é inversamente relacionada com a
concentracdo plasmética de LDL-C (PETIT et al, 2007).

Outra via de acesso do VHC no hepatdcito seria por meio das tetraespaninas CD81,
uma proteina localizada na superficie do hepatdcito, a qual a proteina estrutural E2 do virus se
liga (KOUTSOUDAKIS et al, 2007), e entra para o citoplasma hepético. Acredita-se também
que o VHC entre no hepatdcito por meio dos receptores scavenger tipo B classe | (SR-BI),
uma proteina celular, a qual a lipoproteina de alta densidade (HDL) se liga para entrar no
figado. Nesta via de acesso, o0 VHC estaria utilizando a atividade fisiologica do SR-BI para
promover sua entrada nas células hepéticas, o que, consequentemente, o protege contra a

neutralizacdo por anticorpos (VOISSET et al, 2003).
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Hepatite C e suas implicacgdes clinicas

No hospedeiro, o virus da hepatite C (VHC) estimula uma producdo exacerbada de
espécies reativas de oxigénio, desencadeando complica¢fes como cirrose, fibrose hepética e
carcinoma hepato celular, além de algumas manifestagdes extra-hepaticas e autoimunes (JAIN
et al, 2002). Os portadores cronicos da infeccdo viral podem apresentar elevados niveis
séricos de transferrina e ferritina, levando ao acimulo de ferro no figado. A sobrecarga de
ferro hepatico pode estimular a producdo de radicais livres, que por sua vez alteram o
mecanismo mitocondrial de respiracdo celular, tornando-se um fator determinante na
evolucéo da fibrose hepatica e do carcinoma hepato celular (SEREN et al, 2008).

A terapia antiviral é outro fator que estimula o estresse oxidativo na hepatite C
crbnica, devido a deplecdo de vitaminas do complexo B e folato, e aumento da peroxidacao
lipidica e producdo de radicais livres. Os compostos virais reduzem a disponibilidade da
vitamina C, e a atividade das enzimas antioxidantes endogenas (LIN; YIN, 2009), além de
aumentarem a atividade das transaminases hepaticas (MURAKAMI, 2007).

Os portadores de hepatite C cronica também apresentam maior risco de desenvolver
resisténcia a insulina e, consequentemente, diabetes mellitus tipo 2 (SOUZA et al, 2011),
devido a mobilizacéo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a) durante a infecgdo cronica, ou
ainda pela acdo das proteinas do core. Ambos podem inibir a sinalizacdo da insulina aos
hepatocitos, aumentando as chances de ocorréncia da resisténcia a insulina e também o
desenvolvimento de esteatose hepatica (EL-ZAYADI; ANIS, 2012). Nestes pacientes, a
presenca de outros mecanismos patogénicos como a sindrome metabdlica pode contribuir
ainda mais para a ocorréncia da resisténcia a insulina (SERFATY; CAPEAU, 2009).

Alguns estudos reportam concentra¢des lipidicas adequadas em portadores do VHC.
Este fato pode ser atribuido a uma acdo das particulas virais, que estariam utilizando os
lipideos do hospedeiro para a sua replicacdo, e interrompendo a sintese de colesterol,
reduzindo assim os lipideos circulantes (EHAB et al, 2010). O efeito deste mecanismo é a
diminuicdo do colesterol disponivel para os processos fisiologicos intracelulares e para
producdo da VLDL, resultando finalmente na diminuicdo dos niveis séricos de colesterol. A
diminuicao da disponibilidade do colesterol intracelular pode também levar a um aumento da
expressao de receptores de LDL, o qual também aumenta a captacdo de LDL-C circulante
(DUBUISSON et al, 2002). A presenca do virus da hepatite C no organismo interfere no
metabolismo de lipideos, podendo ocasionar o desenvolvimento de dislipidemias e influenciar
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significativamente em alguns componentes metabdlicos, esta alteracdo também pode levar a
ocorréncia da esteatose hepatica (ARENDT et al, 2009).

Outra alteragcdo observada em pacientes portadores de hepatite C cronica séo os altos
niveis séricos de proteina C reativa (PC-R), que podem estar associados com as alteraces no
metabolismo lipidico dos portadores do VCH (AFZAL et al, 2011; HUANG et al, 2010). A
PC-R é um importante marcador inflamatorio produzido pelo figado, e sua producédo pode ser
exacerbada em casos de inflamacdo, onde ha grande liberacdo de radicais livres. Ela também
¢ considerada um marcador independente para risco de doencas cardiovasculares, se
mostrando bastante alterada na presenca de aterosclerose, na qual ha oxidacdo excessiva de
LDL-C (SANTOS et al, 2003).

Hepatite C e o suco de laranja vermelha

Vérias pesquisas apontam que o ciclo de infeccédo e replicacdo do VHC € dependente
das concentracdes plasmaticas de colesterol no hospedeiro, devido ao fato das vias de entrada
do virus da hepatite C nas células hepaticas estarem interligadas ao ciclo metabdlico dos
lipidios (KAPADIA et al, 2007, KOUTSOUDAKIS et al, 2007; WUNSCHMANN et al,
2007). A partir desta interacdo, estudos prévios vém sugerindo a possibilidade de se utilizar
compostos hipolipidémicos como agentes redutores da carga viral em pacientes portadores do
VHC (GOLDWASSER et al, 2011). Alguns destes estudos apontam uma eficacia na
utilizacdo da naringinina (forma glicosilada da naringina) contra a proliferacdo viral
(HAMPTON, 2008), através da acdo de reducdo ou inibicdo dos mecanismos de sintese das
moléculas apolipoproteicas que esta flavanona citrica possui (SHULMAN et al, 2011).

Nahmias e col. (2008) demonstraram que 0 uso de 200 uM de naringinina reduziu
significativamente a secrecdo de VHC em 80% e o grau de infecciosidade em 79%, enquanto
a transcricdo do RNA viral permaneceu inalterada. Estes resultados foram relacionados com a
inibicdo de atividade da MTP (58%), além da inibicdo da transcri¢cdo da enzima HMG-CoA
redutase e ACAT2, o que levou a reducdo da secrecdo hepética de apolipoproteina B e de
VLDL, e consequentemente, a redugdo da secrecao viral.

O licopeno é outro composto bioativo sugerido como agente atenuador da progressao
da hepatite C. Os estudos realizados em pacientes portadores do VHC apontam que esta
populacdo apresenta falhas no sistema antioxidante endégeno (BANDARA et al, 2005), com
exacerbacdo na producdo de espécies reativas de oxigénio; e o licopeno, poderia reduzir 0s

danos hepaticos provenientes da infeccdo viral e o surgimento de carcinoma hepatocelular,
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além de melhorar a resposta as terapias indicadas a estes pacientes (SEREN et al, 2008)
através do seu alto poder de prevencdo da oxidacdo lipidica (HU et al, 2008, SERRA,
CAMPOS, 2006, SHAMI; MOREIRA, 2004).

Neste sentido, alimentos ricos em compostos hipolipidémicos e antioxidantes
poderiam ser utilizados como coadjuvantes no tratamento de individuos acometidos pela
infeccdo cronica do VHC (PAL et al, 2011). Manjate (2011) verificou que pacientes
portadores de hepatite C cronica, apos intervencdo dietética com suco de laranja de polpa
amarela (Citrus sinenses), apresentaram reducdo significativa na concentracdo de colesterol
total (7,8%), LDL-colesterol (11,4%), além de melhora do perfil inflamatério (P < 0,05),
avaliada pela anélise da proteina C reativa (CRP). Milenkovik e col. (2011) demonstraram
gue o consumo regular de suco de laranja, durante quatro semanas alterou a expressdo génica
de leucdcitos para um perfil antiaterogénico e anti-inflamatério, e atribuiram este efeito ao
contetido de hesperidina presente no suco.

O suco da laranja vermelha é uma bebida que contem as flavanonas citricas, naringina
e hesperidina, e o licopeno, 0s quais apresentam propriedades antioxidantes e anti-
inflamat6rias (BORRADEILE et al, 1999; WILCOX et al, 2001; SHAMI; MOREIRA, 2004)
que, associados num s6 alimento, poderiam reduzir as desordens do metabolismo lipidico, das
enzimas hepaticas e do estresse oxidativo em portadores do VHC, e assim reduzir os efeitos

deletérios & saude dos pacientes com hepatite C crénica.
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RESUMO

A infeccdo cronica do virus da hepatite C (VHC) provoca inflamacgdo no figado e altera o
metabolismo hepatico levando a desordens no estado nutricional e perfil bioquimico. Foi
sugerido que a suplementacdo com antioxidantes, como vitaminas, minerais e flavonoides,
minimizam os efeitos da doenga e ajudam na protecdo hepética. Este estudo avaliou se o
consumo de suco de laranja vermelha, um alimento rico em vitamina C, carotenoides e
flavonoides citricos, pode auxiliar no tratamento de portadores da hepatite C cronica. Foram
mensurados dados antropométricos, hemodinamicos, dietéticos, bioquimicos, proteina C
reativa e enzimas hepaticas de 23 pacientes adultos de ambos os sexos com hepatite C
crbnica. Apdés o periodo de suplementacdo com o suco de laranja vermelha nao foram
detectadas alteragfes no peso e no percentual de gordura corporal dos pacientes, mas foi
detectada reducdo significativa da circunferéncia da cintura. Houve reducdo da concentracéo
de colesterol total, LDL-C, triglicérides e da proteina C reativa em todos 0s pacientes, e nos
niveis das enzimas hepaticas ALT, AST e y-GT nos pacientes com niveis alterados antes da
suplementacdo. Em conclusdo, o consumo de suco de laranja vermelha parece minimizar
algumas alteragGes metabdlicas causadas pelo VHC, provavelmente por acdo dos compostos
bioativos deste alimento, apresentando potencial para ser utilizado como um coadjuvante no
tratamento de pacientes com hepatite C cronica.

Palavras-chave: hepatite C cronica, suco de laranja vermelha, estado nutricional, perfil

bioquimico.
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ABSTRACT

Chronic hepatitis C virus (HCV) infection causes liver inflammation and alterations in liver
metabolism, resulting in nutritional and biochemical disorders. Supplementation with
antioxidants, such as vitamins, minerals, and flavonoids, has been suggested to minimize the
effects of chronic hepatitis C and contribute to liver protection. The present study assessed
whether red orange juice, which is rich in vitamin C, carotenoids, and citrus flavonoids, may
contribute to the treatment of patients with chronic hepatitis C. Anthropometric,
hemodynamic, dietary, and biochemical parameters, including C-reactive protein (CRP) and
liver enzymes, were measured in 23 adult patients of both genders who were diagnosed with
chronic hepatitis C. Following regular use of red orange juice as a dietary supplement, no
alterations were found in the patients’ body weight or body fat percentage, but waist
circumference exhibited a significant reduction. The serum levels of total cholesterol, low-
density lipoprotein (LDL), triglycerides, and CRP decreased in all of the patients;
furthermore, the levels of the liver enzymes alanine transaminase (ALT), aspartate
transaminase (AST), and gamma-glutamyl transpeptidase (y-GT) decreased in those patients
who had altered levels before the intervention. To conclude, the intake of red orange juice,
most likely as a function of the juice’s bioactive components, seems to minimize some of the
metabolic alterations caused by HCV and thus might potentially serve as an adjuvant in the
treatment of patients with chronic hepatitis C.

Keywords: chronic hepatitis C, red orange juice, nutritional status, biochemical profile.

INTRODUCTION

Chronic hepatitis C is characterized by liver inflammation arising from infection by
the hepatitis C virus (HCV); the infection is associated with complications that include
inflammation, cirrhosis, liver fibrosis, and hepatocellular carcinoma. The presence of HCV in
the cells alters the mechanism of mitochondrial respiration, resulting in oxidative stress,
which leads to a reduction in antioxidant enzymes and increased activity of the liver enzymes
aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase (ALT) in the blood*. HCV carriers
also exhibit a higher risk of developing insulin resistance as a function of the mobilization of
proinflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor alpha (TNF-a), or due to the action
of viral proteins, which inhibit insulin signaling in the hepatocytes and thus increase insulin
resistance and liver steatosis®.

Patients with chronic hepatitis C also exhibit high serum levels of C-reactive protein

(CRP), which is a marker of inflammation. Huang et al.® suggested a possible correlation
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between increased CRP levels and lipid metabolism disorders in patients with chronic
hepatitis C. Several studies have shown that HCV uses lipid production and secretion
mechanisms to survive in the host and increase the HCV viral load. Following HCV’s entry
into cells, the virus combines with very-low density lipoproteins (VLDL) synthesized in the
endoplasmic reticulum, replicates, and is secreted into the bloodstream in association with
VLDL. Under such conditions, HVC exhibits a high degree of host infection, and conversely,
the infection effectiveness of the non-bound, free viral proteins is low*.

Antiviral therapy administered to HCV carriers aims to reduce viral replication and
delay disease progression. However, this therapy is associated with side effects, including
nausea and anemia, which cause nutritional depletion and increase oxidative stress. Some
studies have consistently suggested that antioxidant supplements might minimize the
deleterious effects of both the virus and pharmacological treatment”.

Freshly squeezed or pasteurized orange juice includes nutrients and bioactive
compounds the therapeutic properties of which are associated with the action of vitamin C,
lipid-soluble carotenoids, and citrus flavanones®. Red orange (Citrus sinensis) is a variety of
orange (Citrus sinensis) with crimson-colored pulp and juice due to its high levels of
carotenoids, including lycopene, which occurs exclusively in this variety’. Lycopene has been
associated with lipid oxidation prevention, protection against free radicals, and lower risk of
certain types of cancer®. Citrus juices also contain the citrus flavonoids hesperidin and
naringin, which exhibit antioxidant, hypolipidemic, and anti-inflammatory properties. Those
substances have been shown to reduce the activity of 3-hydroxy-3-methyglutaryl Coenzyme
A (HMG-CoA) reductase, acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2 (ACAT2), and
mitochondrial trifunctional protein (MTP), which are the enzymes that control the synthesis
of cholesterol and triglycerides that compose lipoproteins®. In vitro studies point to the
efficacy of naringenin against HCV production by reducing or inhibiting these enzymes®®.

Although countless studies suggest that citrus antioxidants might exert a prophylactic
effect against HCV infection, there are no studies on the effect of citrus fruit or juice
supplements on already-infected patients. Thus, the aim of the present study was to show that
red orange juice, which contains bioactive compounds bearing anti-inflammatory,
antioxidative, and hypolipidemic properties, might play an adjuvant role in chronic hepatitis C
treatment. For that purpose, the effect of regular intake of 100%, whole, pasteurized red
orange juice over eight weeks by patients with chronic hepatitis C under antiviral treatment or
by untreated patients was tested and assessed by measuring patients’ nutritional status,

biochemical parameters, and inflammatory profiles.
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MATERIALS AND METHODS
Participants

A total of 23 adult patients (both male and female) with chronic hepatitis C who were
receiving services at the Special Health Service of Araraquara (Servi¢o Especial de Saude de
Araraquara - SESA) of the Faculty of Public Health of the University of Sado Paulo
(Universidade de Sao Paulo - USP) participated in the present study. The participants were
allocated into two groups: with medication comprised 10 patients who were being treated
with pegylated interferon combined with ribavirin, according to the Clinical Protocol and
Therapeutic Guidelines for Viral Hepatitis C and Co-infections of the Brazilian Health
Ministry*!; and without medication comprised 13 patients who were not using medication for
hepatitis C. The average age of the treated group was 51.7 + 11.6 years old, and the average
age of the untreated group was 49.7 £ 9.1 years old. The criterion for inclusion was the
detection of HCV in the serum by means of a molecular technique (polymerase chain
reaction). The exclusion criteria were as follows: co-infection with other viruses (human
immunodeficiency virus — HIV; hepatitis B virus — HBV); and presence of diabetes mellitus
or ascites. The study was approved by the Ethics Committee of the School of Pharmaceutical
Sciences, Sao Paulo State University (Universidade Estadual Paulista — UNESP) (Appendix
A).

Experimental protocol

Every 14 days, each participant was given 7.5 L of 100%, whole, pasteurized red
orange juice from the Sanguinea de Mombuca variety produced by Grupo Fischer®. The juice
was distributed in 1.5-L bottles, and the participants were instructed to drink 500 mL per day
in two daily intakes over eight consecutive weeks. The patients were asked not to change their
usual lifestyle, diet, or physical activity. Assessment of anthropometric data, dietary intake,
and blood pressure, as well as blood sample collection, was performed on the first and last

day of the experiment.

Assessment of anthropometric data and arterial pressure

The participants’ weight, height, and circumferences were measured, and body mass
index (BMI-WHO) was calculated. The biceps, triceps, subscapular, and suprailiac skinfolds
were measured using a Lange Skinfold Caliper®, and the patients’ body density™® and
percentage of total body fat were calculated™®. Waist and arm circumferences were measured

according to Lohman, Roche, and Martorell’s protocol*. Blood pressure was assessed on the
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left arm using the digital automatic device ReliOn®, model HEM-741 CREL, following a 30-
minute rest period. Blood pressure was measured three times, and the average value was

considered for analysis.

Assessment of energy and nutrient intake

Three-day dietary records (two weekdays and one weekend day) were performed
before and after the intervention. The software “NutWin” version 3.1, Sdo Paulo School of
Medicine — Federal University of Sdo Paulo (Universidade Federal de S&o Paulo — UNIFESP)
was used to convert the food record data into energy and nutrient data.

Biochemical assessment

A 32-mL blood sample was collected for biochemical assessment following a 12-hour
fast in the morning at the beginning and the end of the experiment. The tests were performed
at the Emergency Laboratory of the Diagnostic Referral Center - CACH-NAC/FCF-UNESP
of the Américo Brasiliense State Hospital. The serum concentrations of total cholesterol,
high-density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LDL), triglycerides, glucose,
insulin, CRP, AST, ALT, gamma-glutamyl transpeptidase (y-GT), and alkaline phosphatase
(ALP) were assessed at the laboratory of CACH-NAC/FCF-UNESP using Labtest® kits
(Lagoa Santa, MG, Brazil) by means of reactions in a photometric system using the Labmax
240® device (Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brazil). Insulin was assessed by means of
electrochemiluminescence, and LDL was calculated according to Friedwald et al. (1972).
Insulin resistance was calculated using the homeostasis model assessment (HOMA) index'®,

and >2.71 was used as the cutoff point for the Brazilian population®’.

Statistical analysis

The data distributions were tested for normality, and subsequently, a paired t-test or
Wilcoxon test was applied using Sigma Stat version 3.11 (Systat Software Inc., USA). The
level of statistical significance was established at 5% (p < 0.05).

RESULTS
Study population

All 23 participants consistently adhered to the dietary treatment with red orange juice,
as well as to the schedule of physical, dietary, and biochemical assessments. The clinical data

collected from the patients’ clinical records at SESA showed a predominance of chronic
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infection by HCV genotype 1 (65.5%), followed by genotypes 3 (26%) and 2 (4.5%). The
patients’ liver disorders were quite heterogeneous; the greatest number of A2-F1 samples was
exhibited by the group with medication, whereas grade A2-F3 was most frequent in the group

without medication.

Assessment of anthropometric data and blood pressure

The weight, BMI, and fat percentage did not change in the investigated patients (Table
1) before and after the intervention. Nevertheless, patients in both groups exhibited a
reduction in waist circumference following the intervention; the medication group
demonstrated a 3% reduction, and the group without medication showed a 2% reduction. The
group with medication also exhibited a 3.5% reduction in arm circumference. Blood pressure
levels did not exhibit differences before and after the intervention. The systolic and diastolic

blood pressure measurements are shown in Table 1.

Assessment of energy and nutrient intake

In the post-intervention assessment, increases in energy (14.5%), carbohydrate (25%),
and folate (55%) intake were found in the group under medication (Table 2). Following red
orange juice intake, there was an increased intake of proteins and a significant increase in
vitamin C intake in both experimental groups. In the group with medication, protein intake
exhibited an 11.3% increase, and vitamin C exhibited a 232% increase. In the group without
medication, protein intake exhibited a 27.4% increase, and vitamin C exhibited a 189%
increase. Vitamin E intake exhibited a 21% reduction in the group without medication. Data

on food intake before and after the intervention are shown in Table 3.

Biochemical assessment

Following the intervention with red orange juice, the serum concentrations of total
cholesterol, LDL, and triglycerides decreased in the group with medication (by 11.3%, 14.5%,
and 30.9%, respectively), as well as in the group without medication (by 12.6%, 14.8%, and
22%, respectively) (Table 3). No changes were found in the HDL concentrations in either
group between the beginning and the end of the study. Regular intake of red orange juice did
not induce significant changes in the insulin resistance in the investigated sample. Assessment
of the inflammatory profile showed that the serum levels of CRP decreased by 57% in the
group with medication and by 56% in the group without medication, and thus reached the
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normal range for this inflammatory marker. The effect of a 500-mL/day intake of red orange
juice over eight weeks on biochemical variables is shown in Table 3.

The levels of the liver enzymes AST, ALT, and y-GT did not exhibit changes
following the intervention, but the ALP levels exhibited a significant reduction in the group
without medication (Table 3). A reassessment of the liver metabolic enzymes, independently
from the use of antiviral therapy, found reductions in the serum levels of ALT, AST, and y—
GT in the patients who exhibited levels above the normal threshold before the intervention
(Table 4). The serum levels of ALP decreased in the patients with normal levels but did not

decrease in those with high ALP concentrations.

DISCUSSION

The present study showed that red orange juice supplementation of patients with
chronic hepatitis C improved the patients’ lipid profile and reduced their inflammatory status,
as well as serum levels of liver metabolism enzymes. These enzymes promoted diet adequacy
by increasing protein and vitamin C intake without changing body weight and body fat.
Conversely, waist circumference decreased, and the patients’ nutritional status was conserved.
All of these effects point to a possible adjuvant role of red orange juice in chronic C hepatitis
treatment, given the juice’s lack of toxicity and increased supply of essential nutrients.

Patients undergoing pharmacological treatment frequently exhibited anorexia, nausea,
and vomiting as a result of the medication employed. Regular intake of red orange juice
promoted improvements in the patients’ diet quality (Table 2). Although some authors have
suggested that orange juice intake might result in weight gain due to the sugar and calorie
content®®, in our study, a daily, 500-mL red orange juice intake promoted stability in body
weight and fat percentage and thus represented a positive contribution to the maintenance of
the patients’ nutritional status.

Carreira and Pereira®® observed that HCV carriers who were undergoing antiviral
treatment exhibited overweight, whereas untreated, infected individuals exhibited high fat
percentage and BMI. In our study, although the individuals in the group without medication
exhibited overweight and the patients in the group with medication exhibited normal BMI, the
full sample exhibited fat percentages above the recommended values. Both groups exhibited a
reduction in waist circumference, which also potentially reduces the risk of coronary heart
disease associated with obesity, arterial hypertension, hypercholesterolemia, and metabolic
syndrome®. However, the reduction in arm circumference in the group with medication

denotes a reduction in lean mass, which was possibly due to the medication. There are no
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methods currently available that are specific for the nutritional assessment of individuals with
liver diseases, and thus, the combined use of the available treatments is recommended?".

The effects of chronic hepatitis C on patients’ nutritional status might be reduced by
paying more attention to the dietary features of their clinical condition, whereby accurate
knowledge of energy consumption has paramount importance®’. The energy, carbohydrate,
and protein intake of the group under medication was below the levels recommended by the
Dietary Reference Intakes (DRI)™ before the intervention, whereas the lipid intake was within
the recommended range. Following the intervention with red orange juice, the energy intake
rose to 93% of the recommended values, and the macronutrient intake was appropriate (Table
2). In the group without medication, the energy and lipid intake were above the recommended
levels, and the protein intake was below the recommended levels before the intervention.
Following the intervention with red orange juice, the total dietary energy, lipids, and protein
were within an adequate range (Table 2). Intakes of iron, vitamin C, and vitamin E were
within the recommended range both before and after the intervention, but the calcium and
folate levels remained low across the full period of the study, thereby indicating that the
patients were at risk of developing poor blood clotting and anemia. Patients who are
undergoing antiviral treatment against hepatitis C often exhibit reductions in blood cells
(erythrocytes, leukocytes, and platelets) and thus need folic acid and vitamin B complex
supplements to counterbalance the effects of interferon and ribavirin'!. To date, there are no
recommended values available for the dietary use of bioactive compounds in food, such as
lycopene and citrus flavonoids. Nevertheless, some studies have already reported on the
hypolipidemic, antioxidant, and anti-inflammatory effects of such compounds®.

The regular intake of 500 mL/day of red orange juice has been shown to increase
intakes of vitamin C, lycopene, naringin, and hesperidin?*. These compounds might have
contributed to the remarkable improvement in the patients’ biochemical profiles in the present
study. Before the intervention, the LDL levels of the group without medication, and the
triglyceride levels of the group with medication were above the acceptable concentrations.
Following the use of red orange juice, both markers of lipid metabolism exhibited significant
reductions, and acceptable levels were attained in both groups without concomitant alterations
in HDL concentrations. Other studies found appropriate serum levels of total cholesterol in
patients with chronic hepatitis C compared with non-infected individuals, possibly because
the viral proteins could be diverting liver cholesterol for viral replication. LDL receptor
expression increases with reductions in intracellular cholesterol, thus resulting in greater

uptake of the circulating LDL, with a consequent reduction in LDL serum levels®.
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In addition to this action of the viral proteins, the bioactive compounds in red orange
juice, i.e., naringin and hesperidin, might reduce the availability of liver cholesterol by
inhibiting the ACAT2 enzyme and reduce the availability of triglycerides by decreasing
MTP®, thus reducing the synthesis and secretion of these liver lipids. Inhibition of this
important metabolic step in the production of VLDL stimulates LDL receptor expression,
with a consequent reduction in serum LDL?. Studies examining regular orange juice intake
by healthy individuals have also found reductions in serum lipid levels; this reduction has
been associated not only with the citrus flavanones’ action but also with the vitamin C present
in orange juice?’. The reduction in serum lipid levels might also be related to the lycopene
present in red orange juice. The hypolipidemic action of lycopene was shown by Hu et al.®in
a study using an animal model. These authors compared the effects of lycopene and
fluvastatin and observed that the former was as efficacious as the latter. Although the total
serum cholesterol levels of both groups studied were within the recommended range,
achieving control of lipid metabolism markers is essential in patients with chronic hepatitis C
because the HCV replication cycle is fully dependent on the production and secretion pathway
of cholesterol and its fractions'°.

Oxidative stress is also an expressive feature in individuals with chronic hepatitis C,
independent of the degree of liver involvement®. This oxidation-reduction imbalance might
also increase the levels of CRP*. CRP levels are higher among HCV-infected individuals
compared to non-infected individuals, whereas comparisons between treated and untreated
individuals show that CRP levels are lower in the former®. These findings agree with the
results of the present study, as the patients in the group with medication had a lower
inflammation threshold (1.02 mg/L) compared to the group without medication (2.5 mg/L).
Before the intervention, the CRP levels were above the recommended concentrations (< 1.0
mg/L) in both groups; however, the levels of this marker decreased to within normal values

13 ina

following the intervention (Table 3). Similar results were also obtained by Devaraj et a
study conducted with healthy individuals, in which orange juice intake was associated with
reduced CRP and serum cholesterol levels. Consequently, those authors suggested including
orange juice as a daily part of the diet.

AST, ALT, y-GT, and ALP are the main enzyme indicators of the histological liver
profile. These enzymes might indicate the liver’s inflammatory activity, as well as the
progression of disease relative to therapeutic interventions®’. Some studies suggest using
dietary antioxidants to reduce liver enzyme levels in HCV-infected individuals®. In the

present study, the use of red orange juice, presumably due to the juice’s citrus flavonoids, was
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associated with a reduction in serum levels of ALT, AST, and y-GT enzymes in patients who

exhibited increased levels before the intervention. Kaur et al.*

reported that the
administration of hesperidin induced a significant reduction in serum AST, ALT, and ALP
levels, in addition to reducing oxidative stress in rats with lipopolysaccharide (LPS)-induced
hepatotoxicity, thus suggesting that this flavanone might protect against liver damage.
Upaganlawar et al.** found that the use of vitamin E alone, or in combination with lycopene,
reduced the serum ALT and AST levels, and attenuated oxidative imbalance in an animal
model.

To conclude, we suggest that red orange juice intake should be encouraged in patients
with chronic hepatitis, regardless of whether they are undergoing antiviral therapy; this
recommendation is based on the positive effects of this food product on serum lipids, liver

enzymes, and nutritional status maintenance.
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Table 1. Anthropometrical data and blood pressure in patients with chronic hepatitis C, with

and without use of antiviral medication before and after supplementation of red orange juice.

With medication®

Without medication®

n=10 n=13

Anthropometrics Before After Before After
Weight (Kg) 700+136 684+124 827+132 835+135
BMI (Kg/m?) 243+40  237+35  286+4.2 28.8+ 4.2
Arm circumference (cm) 30.0+35 29.0 + 3.5* 335+55 335+6.0
Waist circumference (cm) 88.0+10.0 85.0+9.0* 102 £ 12 100 £ 11*
Body fat (%) 280+75 270+75  320+60  32.0%6.0

Arterial pressure Before After Before After
Systolic (mmHg) 117 £ 13 114+ 12 133+ 14 129 £ 16
Diastolic (mmHg) 76 +11 73+8 83+9 81+12

Mean values + SD.

a group of patients with chronic hepatitis C on antiviral therapy (interferon and ribavirin).

group of patients with chronic hepatitis C without use of antiviral therapy.

* P <0.05: differences detected by paired t test before and after ingestion 500mL/day of red orange juice for 8

weeks.
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Table 2. Dietary data from patients with chronic hepatitis C, with and without use of antiviral

medication before and after supplementation of red orange juice.

With medication?

Without medication®

n=10 n=13
Nutrients Before After Before After

Energy (kcal) 1701 + 502 1948 + 535* 2416 + 534 2322 + 490
Carbohydrates (g) 215 + 68 268 £ 61* 28551 296 £ 71
Lipids (g) 61.5 + 23.2 65.0 + 24.5 107 + 30 88.0 +18.4
Proteins (g) 65.0 £ 23.5 73.0 £ 24.0* 785+ 21.0 100 £ 17*
Calcium (mg) 513 + 281 430 + 144 645 + 249 646 + 271
Iron (mg) 100+ 24 12.0+ 3.8 13.0+4.38 145+43
Vitamin C (mg) 73.0+37.0 242 + 76* 87.0 +65.0 251 + 74*
Vitamin E (mg) 22.0+12.0 27.0+5.0 50.0+17.0  40.0 +10.0*
Folate (mcg) 112 £ 62.0 174 + 38* 147 £ 53 174 + 40

Mean values + SD.

a group of patients with chronic hepatitis C on antiviral therapy (interferon and ribavirin).

group of patients with chronic hepatitis C without use of antiviral therapy.

* P <0.05: differences detected by paired t test before and after ingestion 500mL/day of red orange juice for 8

weeks.
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Table 3. Biochemical data of patients with chronic hepatitis C, with and without use of

antiviral medication before and after supplementation of red orange juice.

With medication?

Without medication®

n=10 n=13
Biochemicals Before After Before After
Total cholesterol (mg/dL) 155 + 26 137 + 18* 173 + 27 151 + 19*
LDL-C (mg/dL) 91+18 78 + 13* 104 + 24 89 + 22*
HDL-C (mg/dL) 345+9 325+87 46 + 12 47 +15
Triglycerides (mg/dL) 178 + 106 123 + 49* 118 £415 92 + 26*
Glucose (mg/dL) 93+19 91+13 97 + 22 94 +13
Insulin (mg/dL) 151 +17,0 135+11,.3 141+118 119+79
HOMA-IR 38+51 32+31 34+28 29+23
CRP (mg/L) 1,02+06 0,44 +05* 2,5+0,9 1,1+0,9%
AST (U/L) 62 + 35 50+21 79 £52 77 +60
ALT (U/L) 67 +31 58 +35 80 +53 74 £ 59
v-GT (U/L) 119 + 222 114 + 236 122 + 139 102 £ 90
ALP (U/L) 86 + 49 86 + 50 92 + 46 77 + 39*

Mean values + SD.

CRP, C-reactive protein; AST, aspartate transaminase; ALT, alanine transaminase; y -GT, gamma-glutamyl
transpeptidase; ALP, alkaline phosphatase.

a group of patients with chronic hepatitis C on antiviral therapy (interferon and ribavirin).

group of patients with chronic hepatitis C without use of antiviral therapy.

* P <0.05: differences detected by paired t test before and after ingestion 500mL/day of red orange juice for 8

weeks.
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Table 4. Measurement of liver enzymes in patients with chronic hepatitis C with normal

levels and increased before and after supplementation of red orange juice.

Normal levels® Increased levels”
Liver Enzymes Before After Before After
ALT (U/L) 11-45(n=06) > 46 (n=17)

27,0+11,8 255+ 132 81,7+30,9 66,8+219*

AST (U/L) 11-39 (n=6) >40 (n = 17)

30,8+ 6,8 31,7+8,0 812+252 658+217*
v-GT (U/L) 758 (n=12) >59 (n = 11)

34,7 +13,4 34,4+155 182+132  135+87*
ALP (U/L) 27— 100 (n = 18) >100 (n = 5)

69,6 + 18,9 63,9 + 22,5* 159 + 48 142 + 48

Mean values = SD.
AST, aspartate transaminase; ALT, alanine transaminase; y -GT, gamma-glutamyl transpeptidase; ALP, alkaline
phosphatase.
a group of patients with chronic hepatitis C with normal levels liver enzymes.

group of patients with chronic hepatitis C with increased levels liver enzymes.
* P <0.05: differences detected by paired t test before and after ingestion 500mL/day of red orange juice for 8
weeks.
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Apéndice A - Questionario Socioecondémico

60

RG:

Nome:

Endereco:

Telefone (residencial): (celular):

Estado civil: Idade: Sexo:
Escolaridade: Data de Nascimento: /

Tempo que contraiu a doenga:

Tempo que utiliza 0 medicamento:

Gendtipo do VHC:

Outras doencas:

Faz uso de outros medicamentos: ( ) sim ( ) néo)

Quais:

Tabagista: ( ) sim () néo
Alcoolismo: ( )sim ( ) néo

Faz algum tipo de controle alimentar:

Qual:
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Apéndice B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu ,
RG , Estado Civil , ldade anos. Residente
na , n° , Bairro

, Cidade , Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por finalidade avaliar se a ingestdo diaria de suco de laranja vermelha
ajudara a fortalecer o sistema de defesa do meu corpo, reduzir os efeitos da hepatite C
crénica e melhorar minha nutricao;

2. Doarei para a realizacdo dessa pesquisa, 30 mL de sangue em duas ocasides (total de 60
mL), uma no inicio e outra no final do tratamento para exames biogquimicos e
imunoldégicos, que sera utilizado exclusivamente para essa pesquisa, ndo podendo ser
reutilizado em pesquisa posterior. O local da coleta serd o Laboratorio do SESA
localizada na Rua Italia n® 1617, Centro - Araraquara, SP;

3. A minha participacdo como voluntario tera a duragdo de 8 semanas;

4. Ao participar dessa pesquisa ndo corro nenhum risco, apenas terei o desconforto das
coletas de sangue, e que todos os materiais utilizados serdo descartaveis;

5. Todas as vezes que houver necessidade de retorno, voltarei ao laboratdrio, com eventuais
ressarcimentos de despesas com transporte;

6. Nao terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

7. Meu nome sera mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se desejar,
serei informado sobre os resultados dessa pesquisa;

8. Estou ciente de que o material a ser doado serd utilizado exclusivamente nesta pesquisa,
ndo podendo ser armazenado para uso posterior sem 0 meu consentimento;

9. Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer momento
da realizagdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizacéo (isto é, sem
interrupcdo do meu tratamento, quando for o caso);

10. Qualquer duvida ou solicitacdo de esclarecimentos poderei entrar em contato com a
equipe cientifica do projeto pelo telefone (0XX16) 3301-4692 (falar com Claudia ou

Danielle);
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11. Para notificacdo de qualquer situacdo, relacionada com a ética, que ndo puder ser
resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP,
pelo telefone (0XX16) 3301-6897.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como
voluntaria(o), do estudo “Influéncia do suco de laranja vermelha nos marcadores

inflamatdrios, imunolégicos e no estado nutricional de pacientes com hepatite C cronica”.

Araraquara, (Data).

Assinatura do VVoluntario

Assinatura do Pesquisador



Apéndice C - Registro Alimentar de 24 Horas
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Recordatdrio 24 horas — Dia da semana:

Café da Manh3a

horario:

Lanche da Manha

horario:

Almoco

horario:

Lanche da Tarde

horario:

Jantar

horario:

Ceia

horario:




Apéndice D - Questionario de Frequéncia Alimentar
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Nome: No.

Idade: Datanasc.: [/ / Peso: Estatura:
Sexo:( ) Fem () Masc C. Cintura: C. Quadril:
Raga: \ Bio: C. Punho: C. Brago:
PA: Prega Cutanea Triciptal:

1) Que tipo de atividade fisica vocé pratica?

1b) Com que frequencia

Regular ( ) Irregular (

) Ndo pratica ( )

2. Qual desses laticinios vocé costuma consumi

r?

Leite vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més

Leite integral CR =requeijao
Leite desengordurado X =xicara
logurte Cn = caneca
Queijos vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més | FF= fatia fina
Branco FM=média
Mussarela FG=grande
outros

Complementos vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més | CS= colher sopa
Requeijao SB= colh sobrem
Manteiga Cf= colher café
Margarina PF=ponta de faca
outro

3. Qual dessas fontes protéicas vocé costuma consumir?

Carnes vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més

Boi PP= porc¢ao peq.
Frango PM=média
Porco PG=grande
Bacon U= unidade
Peixe

Ovos

4. Cite quatro frutas que vocé mais consome.

Frutas vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més | UP=unid. peque.
1) UM=média

2) UG=grande

3) FF/FM/FG = fatia
5. Quais destes cereais vocé consome?

Cereais vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més

Arroz E =escumadeira
Macarrao CS = colher sopa
Pao U = unidade
Cereal Matinal X = xicara

Milho FF = fatia fina
Biscoitos: salg/ doce FM = média
Bolo Comum FG = grande
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6. Quais destas leguminosas vocé consome?

Leguminosas vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més

Feijao C= concha(P,M,G)
Soja CS = colher sopa
Ervilha/Lentilha/Grao bico

7. Cite quatro hortalicas (folhas) que vocé mais consome.

Hortalicas vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més

1) U=unidade

2) P=pires

3) CS=colher sopa
8. Cite quatro legumes que vocé mais consome

Legumes vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més

1) U=unidade

2) P=pires

3) CS=colher sopa
9. Cite quatro tubérculos que vocé mais consome

Tubérculos vez/dia |Qtd/vez |vez/sem |1-2x/més

1) U=unidade

2) P=pires

3) CS=colher sopa
10. Cite trés embutidos que vocé mais consome.

Embutidos vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més

1) U=unidade

2) F=fatias

3)

11. Quais dos adogantes abaixo vocé geralmente consome?

Adocgantes vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més |G = gota
Acucar CS= colher sopa
Mel SB= colh. sobrem
Adocante Artificial Cf = colher café
Outro PC= pacotinho
12. Quais das bebidas abaixo vocé geralmente consome?

Bebidas vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més

Café CA = copo americ
Cha CR = requeijao
Refrigerantes X = xicara
Refrigerante light Cn = caneca
Suco natural T¢ =taca

Suco artificial Ds = dose
Cerveja Lg = longuinete
Vinho Lt = lata
Destilados

13. Quais “snacks” ou “lanchinhos” vocé consome entre as refeigdes?

Lanchinhos

vez/dia

Qtd/vez

vez/sem

1-2x/més

Balas/Chicletes

PP= porg¢ao peq.

Chocolates

PM=média
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Biscoitos recheados PG=grande
Biscoitos salgados U= unidade
Coxinha UP = pequena
Empadinha UM = média
Esfirra UG = grande

P3o de queijo

Batata Chips

P5= pacote 50g

Salgadinhos (extrusado)

P100= pac. 100g

Outros

14. Vocé costuma comer doces? Cite

os trés mais consumidos.

Doces vez/dia |Qtd/vez |vez/sem 1-2x/més
1) PP= por¢ao peq.
2) PM=média
3) PG=grande
U= unidade

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

Quantidade

No de pessoas na casa

Consumo per capita

Sal (kg)

Acucar (kg)

Oleo (latas)
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