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Tem &nimo, pois, e sé corajoso
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Meu servo, te presceveu.
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Para que sejas feliz em todas as tuas empresas.

Traze sempre na boca as palavras deste livro da lei,
Medita-o dia e noite,

Cuidando de fazer tudo o que nele esta escrito

Assim prosperaras em teus caminhos e seras bem sucedido.
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Sé firme e corajoso.
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RESUMO

As hepatites virais apresentam distribuicdo universal e magnitude variavel de
acordo com as regides dos distintos paises. A WHO estima que em torno de 3% da
populacdo mundial esteja infectada pelo virus da hepatite C (VHC). Os mecanismos
pelos quais o virus da hepatite C causa dano celular ainda ndo sao bem
compreendidos, incluindo dano hepatico imunoldgico, dano diretamente citotéxico
mediado por diferentes produtos virais, bem como estresse oxidativo, tém sido
sugeridos na patogénese da hepatite C crénica. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o status antioxidante no sangue de pacientes com hepatite C sem tratamento (Grupo
II) e em tratamento com interferon peguilado associado a ribavirina (Grupo Ill)
comparados a individuos saudaveis (Grupo 1), antes e apds suplementacéo
antioxidante durante 6 meses (vitaminas E 800 mg/dia e C 500 mg/dia, e o mineral
Zn 40 mg/dia). Foram examinadas as atividades das enzimas antioxidantes catalase
(CAT), superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST), e as defesas antioxidantes nao-
enzimaticas, como os conteudos de glutationa reduzida (GSH), vitamina E e o
mineral Zn. Foram dosados também os marcadores de dano, como a
lipoperoxidacao (niveis de TBARS), proteina carbonilada (PC), atividades da gama-
glutamiltransferase (GGT), da alanina aminotransferase (ALT), da aspartato
aminotransferase (AST) e da fosfatase alcalina (ALP). Foram avaliadas ainda a
atividade da mieloperoxidase (MPO) e a concentracao de ferro (Fe) eritrocitario. Os
resultados das andlises dos biomarcadores enzimaticos de estresse oxidativo
mostraram muitas alteracdes entre os trés grupos avaliados. Nas determinagdes
iniciais, observou-se aumento da atividade de algumas enzimas (CAT, SOD, MPO,
ALT) e deplegao da concentracao de GSH e vitamina E em pacientes com hepatite
C sem tratamento (Grupo Il). Foram observados aumentos na atividade enzimatica
da CAT, GST e GR, na concentracdo de PC, bem como deplecao dos contetdos de
GSH em pacientes com hepatite C em tratamento com interferon peguilado
associado a ribavirina (Grupo lll), tanto quando comparados ao controle negativo
(banco de sangue-Grupo |), como quando comparados ao grupo Il, sugerindo agao
pro-oxidante do interferon e/ou da ribavirina. Apés a suplementacdo antioxidante,
observou-se diminuicao das atividades enzimaticas, da CAT, GST e GR e vitamina
E, além dos niveis de zinco e ferro em pacientes do grupo Il. Por outro lado, a
suplementacdo antioxidante no grupo Il permitiu melhorar o poder redutor destes
pacientes, aumentar os niveis de GSH, provavelmente a expensas da vitamina E, a
qual apresentou niveis diminuidos, assim como os niveis de PC, ferro e zinco. Em
suma, pacientes com VHC sem tratamento sao passiveis de dano oxidativo
enquanto que pacientes tratados com interferon e/ou ribavirina aparentemente
apresentaram dano oxidativos aumentados e observou—se que suplementacao
antioxidante melhorou esta condigéo.

Palavras chaves: hepatite C cronica, estresse oxidativo, defesas
antioxidantes, suplementagao antioxidante, vitamina E, vitamina C, Zn.
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Evaluation of nutritional intervention with vitamins E and C, and mineral
Zinc in oxidative stress of hepatitis C patients treated with interferon
associated ribavirin

ABSTRACT

Viral hepatitis has a universal distribution and its magnitude varies according
to regions of different countries. The WHO estimates that around 3% of the world
population is infected by hepatitis C virus (HCV). The mechanisms by which HCV
causes cellular damage are not yet well understood, which include immune liver
damage, direct cytotoxic damage mediated by different viral products and oxidative
stress, and all of them have been suggested in its pathogenesis. The objective of the
present study was to evaluate blood antioxidant status of HCV patients without
treatment (Group Il) and treated with peguilated interferon associated with ribavirin
(Group 1ll) compared to healthy subjects (Group |) before and after antioxidant
supplementation for 6 months (800mg/day of vitamins E and C 500mg/dia, 40mg/day
of Zn). The activities of antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) and glutathione S-
transferase (GST), and non-enzymatic antioxidant defenses, such as the contents of
reduced glutathione (GSH), vitamin E and zinc were analyzed. Biomarkers of
damage such as lipoperoxidation (TBARS levels), protein carbonyl (PC), activities of
gamma glutamyltransferase (GGT), alanine amnotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), phosphatase alkaline (ALP), myeloperoxidase (MPO), and
the concentrations of erytrocytic iron (Fe) were also determined. The results showed
several changes among the three groups. Initial determinations (before
supplementation) showed increased activities of CAT, SOD, MPO and ALT, as well
as depletion of GSH and vitamin E concentrations in HCV patients without treatment.
Increased activities of CAT, GST and GR, increased PC concentration and depletion
of GSH contents in HCV patients from group Ill were detected, both when compared
to negative controls (Group ), as well as when compared to group Il, suggesting
prooxidant effect of interferon and/or ribavirin. After antioxidant supplementation a
decrease in CAT, GR and GST activities as well as in vitamin E, iron and zinc
contents in plasma were found. In the other hand, supplemented patients from group
[ll improved reductive power through elevated GSH level in blood, probably due to
vitamin E consumption, which showed decreased levels, as well as iron and zinc
levels. In short, untreated HCV patients are facing an oxidative challenge whereas
patients treated with pegylated interferon and/or ribavirin apparently enhanced
oxidative insult and the antioxidant supplementation seems to amelliorate such
condition.

Key words: chronic hepatitis C, oxidative stress, antioxidant defenses,
antioxidant supplementation, vitamin E, vitamin C, zinc.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hepatite C Crbnica

1.1.1 Importancia

A identificacdo do virus da hepatite C por Choo e colaboradores (1989),
ocorreu empregando-se técnicas de biologia molecular. No entanto, o virus da
hepatite C foi descrito primeiramente como hepatite ndo A ndo B (HNANB) em
meados da década de 70, para designar as hepatites de provavel etiologia viral, que
ndao eram causadas pelos virus das hepatites A ou B, e permaneciam sem
diagnostico etiolégico definido (PRINCE et al., 1974).

Nesta Ultima década, entretanto, houve avangcos significativos no
entendimento de sua epidemiologia, modos de transmissdo, patogénese,
diagnostica e terapéutica. Estima-se que 3% da populacdao mundial seja infectada,
sendo relevante o nimero de pessoas que desconhece o fato de albergar o virus
(WHO, 2007). Dados da WHO (2007) estimam que 2,5% a 4,9% da populagao
brasileira esteja infectada pelo VHC, o que significa 3,9 a 7,6 milhdes de pessoas
com risco de desenvolver cirrose ou hepatocarcinoma. Apontou-se também que, no
Brasil, 20% a 58% dos pacientes com hepatopatia crénica apresentam anticorpos
contra VHC (anti-VHC).

As altas porcentagens de cronicidade da doenca, seu potencial evolutivo para
cirrose e hepatocarcinoma, assim como o fato de ser a mais freqliente etiologia
diagnosticada em casos de transplante hepatico, fazem com que constitua grave

problema de saude publica.

1.1.2 O virus da hepatite C

A hepatite C é a inflamacdo causada pela infeccdo do virus VHC, que
pertence ao género Hepacivirus da familia Flaviviridae, sendo seu genoma
constituido por uma fita simples de RNA, positivamente orientado, com 9,6 kD,
organizados em uma fase de leitura aberta (open read frame — ORF) (BRASS et al.,
2007; WARIS & SIDDIQUI, 2005). Possui forma esférica, com 30-60 nm de diametro

e constituido por aproximadamente 9600 nucleotideos, com uma Unica regiao de
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leitura que produz uma proteina com cerca de 3000 aminoacidos (COCQUEREL et
al., 2006). Essa proteina é, apos, partida por proteases virais e do hospedeiro em
pelo menos 10 proteinas estruturais e nao estruturais, que compdem o envoltério e o
nucleocapsideo viral (core) (proteinas estruturais: core, E1 e E2/p7), localizadas na
extremidade carboxila; assim como possuem acdes helicasica, proteasica e RNA
polimerasica (proteinas ndo estruturais: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B),
localizadas na extremidade amino da poliproteina (DUBUISSON, 2007;
COCQUEREL et al., 2006; OTSUKA et al., 2000). Na extremidade carboxila do
genoma (extremidade &5’) existe uma regido ndo codificada de 329 a 341
nucleotideos, regido mais conservada do genoma viral, tendo sido relacionada ser
essencial na replicacao viral e translocacao de proteinas virais (WARIS & SIDDIQUI,
2005).

Andlises da sequéncia nucleotidica do VHC mostraram que a variagdo na
seqiéncia do RNA pode ser até de 35%, que, com base nestas variacdes as
estirpes do VHC sao divididas em grupos designados gendétipos, identificados até
atualmente 6 gendtipos, sendo no Brasil os mais freqiientes os genoétipos 1, 2 e 3
(AUGUSTO & LOBATO, 2004; PORTARIA SAS/MS n. 863, 2002).

As principais vias de transmissao do VHC séao por transfusdo de sangue e
derivados, uso de drogas injetaveis, transplante de érgaos ou tecidos, através de
material (agulhas, seringas, utensilios de manicure, “piercings” e tatuagem)
contaminado, transmissao vertical e contato sexual sem preservativos, sendo esta

ultima pouco freqtente (WHO, 2000).

1.1.3 Historia natural da hepatite C e sua gravidade na fase crénica

A hepatite C é uma doenca que evolui lentamente, com uma histéria natural
da doenca dividida em duas fases distintas (AUGUSTO & LOBATO, 2004):

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

o Crobnica — a progressao para a fase cronica depende de alguns fatores
como duracao prolongada e idade avancada na época da infecgao, alto consumo de

alcool, infeccao pelo gendtipo tipo 1 ou co-infeccdo com hepatite B ou HIV.
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As principais complicacées potenciais da infecgdo crénica pelo virus da
hepatite C, a longo prazo, séo cirrose, insuficiéncia hepatica terminal e carcinoma
hepatocelular (BRASS et al., 2007).

A historia natural precisa da hepatite C é dificil de avaliar, pela falta de dados
prospectivos, dificuldade de definir a data de transmissao e associagbes com outros
fatores que alteram o curso da doenca, como co-infecgdes e uso de alcool.
Entretanto, como mostra a figura abaixo (Figura 01), da infeccdo aguda 15%
evoluem para cura 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%) (RODRIGUES-LUNA & DOUGLAS, 2004).

Infecgdo Aguda I

85% 15%

Infecgao cronica I

60 a70% ! /

Estavel

Cura I
30a40% |

1 a 7%/ano

Cura com
terapia
1 a4%/ano I

40 a 50% |

Figura 01 — Histéria Natural da Hepatite C adaptada de Rodrigues-Luna &
Douglas (2004).

O principal fator que confere grande importancia a hepatite C é a sua alta
cronicidade e a baixa efetividade do tratamento (40-50% dos pacientes com
hepatopatia crénica) (STRAUSS, 2001).

1.1.4 Manifestacoes clinicas da hepatite C crénica

Os mecanismos pelos quais o virus da hepatite C causa dano celular ainda

nao sao bem compreendidos, porém incluem dano hepatico imunoldgico, dano
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diretamente citotoxico mediado por diferentes produtos virais, e 0 estresse oxidativo,
tem sido sugerido na patogénese da hepatite C crénica (LEVENT et al., 2006).

O virus da hepatite C induz multiplas respostas imunes e muitas linhas de
estudo sugerem que linfécitos antivirais e células NK estdo envolvidos na
erradicacao da infeccao aguda e no controle da infecgao cronica. A lesao histologica
€ caracterizada pela infiltracdo massiva de linfécitos no figado, sendo que, em
particular, a resposta imune nos pacientes cronicamente infectados é prejudicada
em decorréncia de o préprio VHC reduzir a citotoxicidade das células NK, além de
estimular a apoptose aos linfécitos e células T (THOREN et al., 2004). Este processo
imunolégico leva a fibrose progressiva e alteracdo da arquitetura hepatica,
culminando com cirrose e suas consequéncias, como hipertensdo portal e
insuficiéncia hepatica grave, podendo ainda, haver o desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular (GAYOTTO, 2002). Com base nos conhecimentos atuais a respeito da
patogénese da infecggdo do VHC, ¢é dificil compreender o mecanismo da
carcinogénese. Os efeitos da necrose inflamatéria e da morte celular levam a
proliferagdo dos hepatdcitos, com ciclo celular acelerado, e conseqliiente acumulo de
mutacgdes e instabilidade genémica (THORGEIRSSON & GRISHAM, 2002).

O VHC nao é diretamente citopatico e depende da resposta imune do
hospedeiro, assim como da aquisicdo da infeccdo em idade avancada, ingestao
alcodlica, co-infeccdo com HIV e outros virus hepatotropicos, além do sexo
masculino, pois 0 mesmo nao possui efeito protetor de estrogenos (AUGUSTO &
LOBATO, 2004).

Dentre as manifestacdes sabidamente relacionadas com o VHC destaca-se,
ainda, a crioglobulinemia, a glomerulonefrite, o linfoma, as manifestagdes cutaneas
como liquen planus, vasculite cutanea, a porfiria cutanea tardia, entre outras
(PYRSOPOULOS & REDDY, 2001).

1.1.5 Diagnéstico da hepatite C
O diagnéstico pela infeccao do VHC baseia-se em dados clinicos,

laboratoriais, sorolégicos e histoldgicos. E realizado utilizando-se trés categorias de

provas laboratoriais: testes bioquimicos, imunoenzimaticos e de biologia molecular.
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1.1.5.1 Testes bioquimicos

As enzimas celulares normalmente apresentam baixos teores séricos, mas 0s
niveis elevam-se quando sdo liberadas a partir dos tecidos lesados. A utilidade
diagnostica da mensuragcdo das enzimas plasmaticas reside no fato que as
alteracbes em suas atividades fornecem indicadores sensiveis de lesdao ou
proliferacao celular (Wilkinson, 1970).

As alteracdes séricas mais freqlentes na hepatite C referem-se as elevacoes
dos niveis de aminotransferases: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), embora apresentem um padréao de atividade flutuante nesta
patologia (HOOFNAGLE, 1997; HABER et al, 1995). A ALT situa-se
majoritariamente no citoplasma das células do parénquima do figado; devido a isso,
confere um carater de bom marcador de doencas hepaticas, além de seu tempo de
meia-vida ndo ser muito elevado (=z47h), minimizando testes falsos positivos no
diagnéstico. Ja a AST, ndo tem uma localizagdo majoritaria no figado, mas sim por
diferentes 6rgaos, como o coracdo e musculo esquelético, além de ter meia-vida
mais curta que a ALT (=17h) (GIANNINI et al., 2003).

Além das aminotransferases, a gama glutamiltransferase (GGT) faz parte da
avaliacao bioquimica da hepatopatia cronica, e apresenta-se freqientemente
aumentada. A elevagdo da GGT pode estar relacionada a lesdo do ducto biliar
(GIANNINI et al., 2001) e a progressao da doenca hepética (IMBERT-BISMUT et al.,
2001). De modo semelhante, niveis aumentados de GGT estdo associados a pior
resposta ao tratamento com interferon (EBELING et al., 2001).

A fosfatase alcalina (ALP), outra enzima que se apresenta em niveis elevados
na hepatopatia crénica, pertence a um grupo de enzimas relativamente
inespecificas, pois esta amplamente distribuida nos tecidos humanos, porém sua
forma predominante no soro origina-se, principalmente, no figado e esqueleto
(GIANNINI, 2005).

Entretanto, os testes bioquimicos na hepatopatia crénica possuem baixa
especificidade, pois existem dificuldades em relacionar a atividade enzimatica
aumentada com os tecidos lesados. Isto porque as enzimas nao estao confinadas a
tecidos ou 6rgaos especificos, e suas atividades podem refletir desordens
envolvendo varios tecidos (GIANNINI, 2005).
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1.1.5.2 Testes imunoenzimaticos

Os testes sorolégicos baseiam-se na detecgao de anticorpos dirigidos contra
antigenos virais, estruturais e nao-estruturais, no plasma do individuo infectado. Os
anticorpos sao detectados por varios métodos, sendo o mais utilizado a reacao
imunoenzimatica (ELISA) (OKAMOTO et al., 1990).

A deteccao de anticorpos contra antigenos especificos do VHC é a maneira
mais freqientemente empregada para identificar a infeccdo, presente ou passada.
Para isso, séo utilizados testes de rastreamento, que apresentam alta sensibilidade,
e testes suplementares, também denominados confirmatérios, com maior
especificidade, sendo o mais utilizado o Recombinat Immunoblot Assay — RIBA
(BRANDAO et al., 2001; ALTER et al., 1991; JEROME & GRETCH, 2004).

Além do RIBA, existem outros testes suplementares por immunoblot para
pesquisa do anti-VHC, de similar sensibilidade, como por exemplo, o teste Matrix
VHC ou o Inno-Lia VHC Ill (COUROUCE et al., 1998).

Em pacientes soropositivos nos testes soroldgicos é recomendada a pesquisa
do VHC-RNA utilizando-se a técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
(NAKATSUJI et al., 1992; MEDEIROS-FILHO et al., 2000).

1.1.5.3 Testes de biologia molecular

O padrao ouro para o diagnéstico de infeccao pelo VHC é a determinacao do
RNA do VHC através do PCR. O método utiliza sondas de acido nucléico (sondas
genéticas ou primers, que sao fragmentos de DNA ou RNA com estrutura
complementar a uma sequéncia do acido nucléico a ser detectado. A PCR possibilita
ampliar seqiiéncias genéticas especificas, de tal modo que a Unica molécula de DNA
ou RNA possa ser detectada na presenca de milhdes de outras (BRANDAO et al.,
2001).

Os testes qualitativos informam a presenca ou ndao do RNA viral (resultado
positivo ou negativo), sendo as técnicas mais utilizadas RT-PCR (reverse
transcription-polymerase chain reaction) e TMA (transcription-mediated amplification)
(GRETCH et al., 1993; PAWLOTSKY et al., 1998).

O nivel de RNA do VHC (ou carga viral) no soro ou plasma reflete as taxas de

replicacao viral e de eliminacdo do virus pelo hospedeiro, detectado pelos testes
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quantitativos, por biologia molecular, sendo utilizadas duas técnicas: uma utiliza a
tecnologia da PCR e a outra, a do DNA ramificado (branched DNA) (GRETCH et al.,
1995).

Foram desenvolvidos também métodos por biologia molecular e sorotipagem
para genotipagem do VHC, utilizando apenas as regiées mais conservadas do
genoma, como a proteina do envoltério (E1), a proteina core e a proteina nao
estrutual NS5B. Os métodos que adotam a biologia molecular para genotipagem,
utilizando por¢cdes do genoma, incluem a PCR aninhada (nested PCR), a técnica de
RFLP (restriction fragment length polymorphism), a hibridizagdo reversa e o
seqlenciamento direto da regidao nao-codificante 5° (OKAMOTO et al, 1992;
SIMMONDS et al., 1993). Os métodos para determinacdo do genoétipo que utilizam
sorotipagem baseiam-se na deteccdo de anticorpos genoétipo-especificos contra
epitopos do VHC (MACHIDA et al., 1992).

Além do diagnostico sorolégico e molecular, a bidpsia hepatica é o melhor
método para avaliar a progressao da fiborose (FREEMAN et al., 2001; MARCELIN et
al., 2002). A avaliacao histolégica é o método padrao para determinar a progressao
da doenca e o prognostico €, ainda, um dos critérios de decisado terapéutica (NIH,
2002).

Portanto, os testes sdo utilizados ndo sé para estabelecer o diagnostico da
infeccdo, mas também para o acompanhamento dos pacientes com hepatite C. A
Figura 02 apresenta um algoritmo com os exames a serem solicitados em cada
etapa, de acordo com a analise conjunta dos dados clinicos e laboratoriais (SHIFF et
al., 2000).
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Figura 02 — Algoritmo para confirmacgao diagnéstica da Hepatite C por Shiff et al.,
2000.

1.1.6 Patogenia da hepatite C crénica

1.1.6.1 Imunopatogénese da infeccao pelo VHC

Os mecanismos responsaveis pelo inicio e progressao das lesdes hepaticas
durante a infecgao crénica sdo multiplos, envolvendo fatores ligados ao préprio virus
e ao hospedeiro. O estudo de Gonzalez—Peralta e colaboradores (1994) mostraram
que o dano hepatico pode ser decorrente do efeito citopéatico direto do virus e da
resposta imune-mediada contra hepatocitos infectados pelo VHC, assim como
Friedman e colaboradores (2003) mostraram que as citocinas podem estar
envolvidas no desenvolvimento da lesao hepatica.

A persisténcia e/ou clareamento viral depende da interacao virus-hospedeiro,
porém o mecanismo responsavel ndo esta bem elucidado. Entretanto, a presenca de
linfécitos T especificos contra o VHC no figado, o aparecimento da viremia sob
imunossupressao, caracteristicas auto-imunes e a deterioracdo da doenca na co-
infeccdo com HIV, sdo caracteristicas que sugerem que um mecanismo imuno-
mediado seja fundamental na lesdo hepatica causada pelo virus e também na
eliminagdo do VHC (LAMONACA et al., 1999; REHERMANN & CHIRASI, 2000).
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Fatores virais como, tamanho, rota de entrada, composicdo genética do
inécolum e taxa de replicagéo viral, determinam a cinética com que as células do
hospedeiro serdo infectadas, e a resposta imune que sera desenvolvida.

O mecanismo de entrada do virus na célula do hospedeiro ainda é
desconhecido. Sabe-se que proteinas estruturais, do complexo de glicoproteinas E1
e E2, sdo componentes virais presentes na superficie das particulas de VHC
(WAKITA et al., 2005; DUBUISSON, 2007) e parecem estar envolvidas na ligacao
com receptores celulares do hospedeiro (COCQUEREL et al., 2006), responsaveis
pela internalizagao do virus na célula.

Estudos demonstram alguns possiveis receptores ou co-receptores
envolvidos na internalizacao do VHC: CD81, receptor scavenger classe B tipo | (SR-
Bl), lectinas L-SIGN e DC-SIGN, sendo que estas ndo sao expressas nos
hepatécitos e sim, principalmente, nas células endoteliais hepéaticas e células
dendriticas, respectivamente (KOPPEL et al., 2005; COCQUEREL et al., 2006;
DUBUISSON, 2007). Além destes, devido a associacao fisica do VHC com
lipoproteinas de baixa ou de muito baixa densidade (LDL ou VLDL), o receptor de
LDL tem sido também proposto como um candidato a receptor para o VHC
(WUNSCHMANN et al., 2000). Entre estas moléculas, apenas CD81 e SR-BI tem
demonstrado um envolvimento na internalizagdo do VHC. No entanto, a co-
expressao de CD81 e SR-Bl em células ndo hepaticas nao levam a entrada do VHC
na célula do hospedeiro, indicando que outras moléculas expressas apenas nas
células hepaticas, sdo necessdarias para internalizacdo do VHC (DUBUISSON,
2007).

A resposta imune inespecifica é constituida por complemento, interferon alfa e
beta, macrofagos, neutrofilos, células naturais Killer e anticorpos naturais, os quais
podem controlar a viremia, porém ndo conseguem erradica-la (PETERS, 1998;
REHERMANN & CHISARI, 2000).

O mecanismo pelo qual o VHC utiliza para evitar a resposta imune e permitir a
persisténcia viral ainda ndo esta bem definido, mas a resposta imune especifica é
iniciada por macrofagos e células dendriticas que apresentam as proteinas virais as
células B, células T auxiliadores e células T citotoxicas (REHERMANN & CHISARI,
2000).

A memoria imunologica, a ativacao das células T citotoxicas e os anticoporpos

neutralizantes sdao os responsaveis pelo clareamento viral e pela recorréncia da



28

viremia, sendo que a distribuicdo dos linfécitos T intra-hepaticos entre fenotipos Th1
e Th2 parecem exercer um papel fundamental na inflamacéao hepatica e na evolucao
final da infeccdo (BERTOLETTI et al., 1997).

Além disso, parece haver na infecgdo aguda da hepatite C alguma correlacao
entre a resposta rapida e precoce de células T e possivel clareamento viral.
Portanto, o clareamento viral decorre do balanco entre a resposta imune do
hospedeiro e a replicagdo viral, sendo a resposta imune responsavel por ambos,
pelo clareamento viral e pela lesao celular (PETERS, 1998; NELSON et al., 2001).

O VHC pode causar infeccao crénica apesar de uma resposta imune celular e
humoral ativa, pois o virus pode escapar da resposta imune, quando a cinética da
infeccdo e a replicacao viral ndo permitirem que os anticorpos promovam completa
neutralizagao apoés a primo-infecgao.

A persisténcia viral pode estar associada a distribuicdo de quasisespecies
mais complexas e a maior complexidade da regido hipervariavel da proteina E2
(HVR1) (FARCI et al., 2000). Outra hipétese para persisténcia viral e conseqliente
cronicidade da hepatite € que a resposta imune € qualitativa e/ou quantitativamente
insuficiente para destruir as células infectadas (HOUGHTON, 2000). Além disso, ha
hipéteses que proteinas do VHC parecem reduzir a expressdao de receptores de
células T (TCR), impedindo resposta proliferativa ou citotoxica, podendo também
promover anergia das células T (BERTOLETTI et al., 1997).

O VHC pode também interferir ativamente na resposta imune, sugerindo que
sequéncias de proteinas da regido estrutural E2 e nao estrutural NS5 do VHC
poderia inibir a ativagdo da proteina-kinase pelo interferon (KORTH et al., 2000).

Entretanto, ndo existe consenso sobre os fatores que podem influenciar a
persisténcia viral e a progressdo para hepatite cronica, sendo um processo
multifatorial que depende de multiplos aspectos na interacdo virus-hospedeiro
(REHERMANN & CHISARI, 2000; STRAUSS, 2001).

1.1.7 Tratamento da hepatite C
Desde o reconhecimento do virus, em 1989, tém sido desenvolvidas terapias

que permitem reduzir a morbidade e mortalidade associadas as infeccées crbnicas
pelo VHC (AUGUSTO & LOBATO, 2004).
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O tratamento da hepatite C tem como objetivo primario a supressao
sustentada da replicacdo viral, compreendida como auséncia de RNA viral por, no
minimo, seis meses apos a suspensao da terapia (STRAUSS, 2001; PORTARIA
SAS/MS n. 863, 2002; MARCELINN et al., 1997).

Os interferons pertencem a superfamilia das citocinas, responsaveis por
efeitos antivirais, antiproliferativos e imunomoduladores por exceléncia (ACRAS et
al., 2004). Existem trés classes de interferons (INFs): alfa/beta/gama, que sao
imunonologica, estrutural e antigenicamente diferentes entre si. O alfa é produzido
por mondcitos e células B frente a infecgbes virais e estimulos antigénicos. O beta é
produzido por fibroblastos e € semelhante ao alfa. Ja o gama, tem estrutura e loco
genético diferente dos INFs alfa e beta e € formado pelas células T e NK, sendo seu
efeito mais imunomodulador que antiviral (PETERS, 1989; ACRAS et al., 2004).

Em 1997, um consenso americano estabeleceu o uso do interferon-alfa
isolado para tratamento da hepatite C cronica (ACRAS et al., 2004).

Durante os anos 80, o INF-alfa foi utilizado em monoterapia; no entanto,
apenas 6 a 12% dos pacientes tratados por seis meses e 12 a 20% dos pacientes
tratados por doze meses apresentaram resposta virulégica sustentada ao tratamento
(DI BISCEGLIE & HOOFNAGLE, 2002). A baixa eficacia da monoterapia com INF-
alfa levou a realizacdo de ensaios clinicos, que tinham como objetivo avaliar o
beneficio da associacdo de INF-alfa com outros farmacos. Em 1998 foram
publicados os primeiros resultados que mostravam uma melhora significativa da taxa
de resposta sustentada quando se associava ao INF-alfa um analogo nucleosidico
com acao antiviral, a ribavirina (Figura 03) (MANNS, 2002; DAVIS et al, 1998;
POYNARD et al., 1998; PORTARIA SAS/MS n. 863, 2002). Essa conduta de terapia
combinada, foi posteriormente ratificada pelo Consenso Internacional de Paris
realizado em 1999 (EASL, 1999). Esse esquema terapéutico apresentou 40% de
resposta virulégica sustentada, atingindo 50% entre os doentes que tinham

recidivado sob monoterapia (DAVIS et al., 1998).
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Figura 03 — Estrutura quimica da ribavirina. Adaptado de Melo et al., 2006.

Recentemente, as formas standard de INF foram substituidas pelo INF
peguilado (INF PEG) (Figura 04). A peguilacdo € uma técnica desenvolvida pela

industria, que consiste em unir uma molécula de polietilenoglicol a molécula de

interferon-alfa, retardando sua eliminacdo urinaria, com meia-vida longa; dessa

forma, suas dosagens séricas permanecem elevadas por um maior tempo

(PORTARIA SAS/MS n. 863, 2002; FRIED et al., 2002).
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Figura 04 - a) Interferon Standard; b)

www.hammersmithresearch.com.

Interferon Peguilado.

Fonte:

O uso do INF PEG em monoterapia acompanhou-se de uma resposta

sustentada em 25-30% dos pacientes. Estes resultados, embora fossem melhores

que os obtidos com o INF-alfa em monoterapia, ndo atingiam a resposta conseguida

com a terapéutica combinada (INF-alfa + ribavirina) (SEREJO, 2003).

A associacao do INF PEG a ribavirina permitiu aumentar a taxa de resposta
viruldgica sustentada de 40 para 50-55% (SEREJO, 2003). Atualmente, esta
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associacao é considerada a terapia mais eficaz para pacientes com hepatite C
crénica que nao apresentam contra-indicacdbes ao uso destes farmacos
(CONSENSO HEPATITE C — PARIS, 2002; CONSENSO HEPATITE C — BRASIL,
2002).

Entretanto, a terapia para hepatite C pode apresentar efeitos colaterais
precoces, ou seja, logo apds a aplicacao do INF (4-6 horas), ou tardios, dentre estes,
temos os efeitos sistémicos, os hematoldgicos, os infecciosos, 0os autoimunes e os
psiquiatricos (CONTE, 2000). Na figura 05 sdo apresentados os principais efeitos

colaterais do INF e da ribavirina.

I — Interferon
Sintomas gripais: febre, mal estar, mialgias, arfralgias, cefaléia
Mielossupressao dose-dependente: neutropenia, plaguetopenia, anemia (leve)
Alteragbes gastrointestinais: nauseas, diaméia
Sintomas neuro-psiguistricos: cansago, imitabilidade, alteragdes de comportamento,
labilidade emocional, depress3o, tendéncia suicida.
ataxia, parestesias e neuropatias (muito raros).
Alteragbes endocrinas e imunclogicas: diabetes mellitus, hiper ou hipofirecidismao.
hegatite auto-imune, artrite reumatdide, anemia hemelifica aute-imune,
purpura frombocitopenica (ranz).
Alteragbes dermatolégicas: gueda de cabelos e rash cutaneo.
liguen planc e psoriase (raros).
Efeitos eventuais sobre cutros orgaosisistemas:
Cardiowasculares: aritimias, isguemia, cardiomicpatias
Renais: nefrite intersticial, sindrome nefrética e insuficiéncia renal aguda
Pulmonares: pneumanite, dispneias, febre, hipoxemia
Oftalmologices: alteracbes na retina: hemornragias ou isquemia
Auditivos: diminuigio temporaria de audicao

Il — Ribawvirina
Anemia hemelitica dose dependente
Efeitos ndo especificos de leve intensidade: fadiga, cefal&ia, insonia, vertigem, depressao,
congestio nasal, faringite, tosse e prurido
Exacerbagado de alteragbes cardiovasculares pela anemia
Abortos ou mal formagso congénita em caso de gravidez

Figura 05 — Efeitos colaterais do interferon e da ribavirina (CHUTAPUTTI,
2000).

A indicagédo do tratamento depende de fatores variados como idade, estado
geral de saude, probabilidade de resposta terapéutica e contra-indicagdes ao uso do
interferon e/ou ribavirina. No entanto, o aspecto que deve requerer maior atengcéo no
momento da indicacdo é a propria doenca hepatica. A maioria dos consensos
(europeu e brasileiro) revela que pacientes com hepatite cronica apresentando
elevacao de transaminases (ao menos 1,5 ou 2 vezes maior que o limite normal do

teste) devam ser submetidos a bidpsia hepatica, e devam ser tratados os que
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tiverem, na histologia, lesdes necro-inflamatérias e/ou fibrose moderadas a
acentuadas. Os pacientes que apresentam transaminases persistentemente normais
costumam ter figado normal ou com infiltrado inflamatério leve, ndo sendo indicado
tratamento. A presenga de cirrose compensada ndo contra-indica o tratamento,
porém estd associada a pior resposta terapéutica. Em casos de cirrose
descompensada, o tratamento pode apresentar complicacées e nao tem beneficios
comprovados, sendo, portanto, contra-indicado. A carga viral e genétipo ndo devem
ser critérios usados para definir indicacao de tratamento, e sim para programacéao de
sua duracao e previsao de resposta (PORTARIA SAS/MS n. 863, 2002). A figura 04
apresenta o fluxograma de tratamento da hepatite C, conforme o Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas — Hepatite Viral Cronica C (PORTARIA SAS/MS n. 34, 2007).
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Consentimente Infarmado exigido

4 N Critérios do Exclusio l\

Critérios de Inclusdo # Tratamento préviocom interferon alfa associada

# PCR (qualitativa) positva para HCV
ribaviring & Monaterapla préviacom (nefeton sem
» Bidpsia hepatica do Gltimo ano com fibrose efou atividade moderada a a0 trat 1o ® Trat 15 Drévio com

intensa « |dade enfre 12 & 70 anos  Contagem de plaguetas acima de interferon peguiado iado ou o ribaviina)

3
|\ 50,000¢mm? & neutrdfios acima de 1.500/mm? j  Consumo sbusivode dkcocl nos Gltimos 6

# Consuma regular de drogas licitas (excelo se em
I Irataments com adesfio) e Pacientes Iransplantados

Outros exames necessadrios (além do hemegrama complelo, ALT, AST, ‘ml WHM| .mlldnlml
PCR [gualitativa)) = Genolipagem do HCV por biokgla molecular » Imunodeficiéncla Diabet de alficl -
# Tampao de protrombina » Blimubinas ® Aloumina ® Creatinina T

# figido Orico ® Glisemia de jejurm ® TSH ® Anti-HIV ® HBsAg mmmm;m||ml1m}
# FHCG s0 mulher om idade fanil ® Auséncia de Consentiments Informado

— » Gendlipo 1 @ fibrose \ ,
hepdtica septal? / = |

» ldade entre 18 & 70 anos 7
na # Plaquatas >80.000/mm* (n@o-cirrdticos ) ou i —
l | T8.000/mm? (cirraticos )7

Considerar interferon alfa-2a ou 2b &
ribavirina 1000-1250 mg por dia 1
PCR (teste quantitalive)

1
—si PCR na semana 24 negativa? ni Considerar uso de interferon pegulado alfa
2a ou 2b 1x por semana e ribaviring
10001250 mﬂ pordia
® Gendtipe PCR (teste quaniiiativa) para HCV
20037 = apbe 12 semanas negativa ou 100 x
mendar gue a présratamenta ? —|
Manter o tratamento até 'mwl : - Manter tratamento ati
48

complatar 48 semanas Nio-respondedor complatar 48 semanas

—— ]
l
—m—< PCR na semana 48 negalive? >—r\au_

| Resposta completa ao final do tratamento | "
1 reapondedar
1
o e )
| Resposta viral sustentada | | — |

Sltuacdes Especlals - Co-infecgio HCV-HIV: podem ser tratados se houverestabilidade dinicodabaratorial.

Pacientes pedidtricos : avaliagio em Centro de Referdncia abaixo dos 12 anos. Hepatite aguda confirmada: 24 semanas com
interferon canvencional com ou sem ribaviing Retratamento: interferon convencional mais ribaviina nagueles com respesta
virolagica ou bioquimica a inlerferon monolerapia, Pacientes psiquistricos, cardicpatas e com doenga cerebrovascular: garantir
establidade da doenga de base e avaldo especialsta. Somente tratar fibrese avangada Anemia, hemolise , hemoglobinopatias &
supressiode medulla dssea o insuficincia renal crénica: considerar tratamento com interferon ou inlerfercn peguilada em
monaterapla. Hemofllicos e clrréticos compensados: podem ser iratados sem blbpsia.

Figura 06 — Fluxograma de Tratamento da Hepatite C: INF-alfa, INF PEG e ribavirina
(PORTARIA SAS/MS 34, 2007).
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1.2 Espécies Reativas de Oxigénio

O oxigénio molecular (O2) é considerado indispensavel para a producao
eficiente de energia em todos os animais, plantas, fungos e microrganismos
aerobios, sendo neles utilizado como aceptor final de elétrons, o que permite
elevada producdo de energia na respiracao celular, em conseqléncia de seu alto
potencial termodinamico (WILHELM FILHO et al, 2000). Existe, porém, um
paradoxo, pois 0 Oz, assim como € indispensavel para a vida, pode resultar em
danos reversiveis ou até irreversiveis, pois 0 Oz € um gas que pode tornar-se téxico
através de sua utilizacdo, e os organismos aerébios sobrevivem ao seu uso devido
as varias defesas antioxidantes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). Devido a sua
configuracao eletrénica, o O, pode sofrer reducdes parciais e levar a formacéo de
radicais livres (FRIDOVICH, 1996). Em torno de 98% do oxigénio consumido em
organismos aerobios é reduzido de forma tetravalente até H.O (CHANCE et al.,
1979), através de reacbGes enzimaticas na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial. No entanto, cerca de 2% escapa desta reducdo completa e liga-se de
forma monovalente, levando a formagéao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs).

As espécies quimicas na forma de radicais livres centradas no oxigénio sao
de grande interesse na area biolégica, porque a partir delas podem ser geradas
espécies reativas, envolvendo outros atomos. A evolugdo do conhecimento sobre os
radicais livres de oxigénio no meio biolégico foi gradativa, iniciando-se com a
identificacdao de enzimas cujos substratos sao radicais livres e progredindo para a
identificacao de vias metabdlicas geradoras de tais espécies, a deteccao de efeitos
celulares e teciduais deletérios, quando os radicais livres alcangam concentracoes
elevadas no meio fisioldgico, a associacao do envolvimento de radicais livres com
varias condicdes patologicas e, por ultimo, a participacdo de espécies reativas em
vias de sinalizagao celular (McCORD & FRIDOVICH, 1969; TURRENS & BOVERIS,
1980; SIES, 1985; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).

Existem varias definigdes para o termo “radical livre”, e alguns autores adotam
uma definicao abrangente e definem radical livre como espécie que tem um ou mais
elétrons desemparelhados, € que sao capazes de existéncia independente
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). A terminologia espécies reativas de oxigénio
(EROs) inclui as espécies radicalares e outras que, embora nao possuam elétrons

desemparelhados, sado reativas em decorréncia de sua instabilidade, como o
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peréxido de hidrogénio (H:0.) e o oxigénio singlete ('Oz) (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006).

Pela sua configuracao eletrénica, o oxigénio tende a receber um elétron de
cada vez, formando compostos intermediarios altamente reativos. O anion radical
superoéxido (O,") é o primeiro intermediario da redugdo monovalente do oxigénio até
agua, enquanto a reducao de mais um elétron, ou a agdao enzimatica da superdxido
dismutase (SOD), produz H2O: (perdxido de hidrogénio). Através de adicdo de um
elétron ao H»0,, ou catalizado pelo sistema Fe*?/Fe*® ou Cu*?/Cu*?, caracterizando a
Reacdo de Fenton, forma o HO® (radical hidroxil). Outra ERO importante é o 'Os,
uma espécie do oxigénio molecular excitada foticamente, igualmente importante
promotora de danos em sistemas biolégicos (PRYOR, 1986; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006). Existem outras EROs formadas em reacdes de propagacao,
como os radicais peroxil (ROQO®) e alcoxil (RO"), além de espécies reativas derivadas
do o6xido nitrico ("NO), como o peroxinitrito (ONOO’) (HALLIWELL & GUTTERIDGE,

2006). A caracterizacao das principais EROs formadas in vivo sdo apresentadas na

figura 07.
Intermediario Comentario Meia-vida Sitios de formagfio

Radical superdxido Formado a partir da redugdo Decomposicio enzimdtica na Reacdes de autoxidagido
parcial do oxigénio molecular por  velocidade aproximada de 5x  envolvendo flavoproteinas e
1 elétron. 10° M*sec em pH 7,0. ciclos redox.

Perdxido de hidrogénio  Formado a partir da redugdo  Decomposiciio enzimatica. Vias calalisadas por oxidases, e
parcial do oxigénio molecular por pela superdxido dismutase.

2 elétrons.

Radical hidroxil Formado a partir da redugdio do 107* segundos Locais adjacentes & formagiio de
oxigénio molecular, por 3 dnion superdxido/perdxido de
elétrons nas reagdes de Fenton hidrogénio na presenca de
e Haber-Weiss, catalisada por metais, principalmente ferro;
metais. produto de reagdo do dxido

nitrico com o radical superdxido.

Radical alcoxil Radical orginico centrado no 10r* segundos Intermedidrio na peroxidagiio de
oxigénio. lipidios de membrana.

Radical peroxil Formado a  partir de 7 segundos Intermedario na peroxidagio de
hidroperdxidos orginicos lipidios de membrana.

Oxigénio molecular Primeiro estado excitado do 10”segundos Sem sitios metabolicos

Simpleto. (L&ROI} Oxigénio Molecularcom nivel de definidos.

energiade 22 keal/moL acimado
estado fundamental ou oxigénio
tripleto (*0,).

Figura 07 — Caracterizagao das principais EROs formadas in vivo (SIES, 1985;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).
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Quanto ao potencial de reatividade das EROs no meio biol6gico, o HO® é o
mais reativo, apesar de concentragdes intracelulares extremamente baixas (=107®M)
e reduzidissimo tempo de vida-média (=10°s) (CHANCE et al., 1979). Isto faz com
que ele reaja muito rapidamente com quase todos os tipos de moléculas, como
acucares, aminoacidos, proteinas, fosfolipideos e bases de DNA (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006), proporcionando as principais reacdes de iniciacdo e
propagacao envolvendo EROs (peroxidacao lipidica, carbonilagdo de proteinas e
dano ao DNA).

As EROs podem ser originadas tanto exégena quanto endogenamente. As
fontes exdégenas de EROs incluem principalmente luz ultravioleta, nos comprimentos
de onda maiores que 280 nm — UVA e UVB, radiagao ionizante e agentes quimicos.
Ja as EROs formadas intracelularmente sdo originadas principalmente como
consequéncia do proprio metabolismo celular, na cadeia de transporte de elétrons
na mitocondria, entre os complexos | e lll, nas vias da xantina oxidase, da sintese de
prostaglandinas no reticulo endoplasmatico liso e no sistema citocromo P-450
redutase microssomal (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006; BERRA & MENCK,
2006).

Outra fonte enddégena de EROs sdo os fagocitos, que destroem células
infectadas por bactérias ou virus, pela via da NADPH oxidase em células fagociticas
(neutrdfilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos) (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2006). Deste modo, as EROs também possuem um papel benéfico nos organismos
aerdbios, fazendo parte da defesa imune primaria (VALKO et al., 2006).

Deve-se igualmente salientar que a geracado intracelular de EROs,
considerada normal em niveis fisiologicos, tem um importante papel vital, uma vez
que essas espécies, nesses casos produzidas de forma controlada, atuam na
regulacdo da sinalizagcdo celular e de expressdao génica, determinantes de
mecanismos apoptoéticos, e da diferenciacao celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2006).

1.3 Defesas Antioxidantes

A producao continua de EROs durante os processos metabdlicos leva ao

desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para protegao, como
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também sistemas de reparo, que previnem o acumulo de moléculas alteradas pela
oxidacao (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). Como antioxidante entende-se
qualquer substancia capaz de, mesmo em concentragdes relativamente baixas,
retardar ou prevenir a oxidacdo de substratos oxidaveis (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006).

Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que pode atuar em
duas linhas basicas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997): 1) detoxificadora do agente
antes que ele cause a lesao, constituida principalmente pela glutationa reduzida
(GSH), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
vitamina E; 2) reparadora de moléculas modificadas por EROs, constituida
principalmente pelo acido ascérbico (vitamina C), glutationa redutase (GR) e pela
glutationa peroxidase (GPx).

Os antioxidantes também podem ser classificados como enzimaticos e nao
enzimaticos, conforme estrutura do agente antioxidante. As enzimas envolvidas na
protegdo antioxidante primaria do organismo humano constituem uma protegédo
intrinseca e incluem principalmente a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT)
e a glutationa peroxidase (GPx) (CHANCE et a.l, 1979).

Através da acao das enzimas antioxidantes, as células tentam manter baixas
as quantidades do radical superéxido e de perdxido de hidrogénio, evitando assim a
formacdo do radical hidroxil, que € altamente reativo e deletério as células
(BOVERIS & CADENAS, 1997). A SOD converte o O,* em H,O. (FRIDOVICH,
1974). A catalase converte o0 H>O, a H2O e O, enquanto a GPx converte o H2O», ou
outros hidroperoxidos, até H>O, com oxidagado da glutationa reduzida (GSH) para
formar a glutationa oxidada (GSSG) (CHANCE et al., 1979).

Ainda ha enzimas detoxificadoras (Fase Il do processo de biotransformacao),
como a glutationa-S-tranferase (GST), as quais agem detoxificando agentes
alquilantes, incluindo herbicidas, pesticidas e outros xenobidticos, através da
catalizacado da reacao de conjugacao da glutationa em sua forma reduzida (GSH) a
estes compostos, aumentando a sua solubilidade e, assim, faciltando a sua
excregdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). A GR catalisa a redugcdo da
glutationa oxidada (GSSG) para formar glutationa reduzida (GSH), mantendo
elevada a razao GSH/GSSG nas células (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).

Além dos antioxidantes enzimaticos, moléculas de baixo peso molecular

possuem a capacidade de captar EROs via auto-oxidacao, como o tripeptideo GSH,
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o tiol ndo protéico mais abundante nas células dos mamiferos e demais organismos
aerdbios, podendo ser encontrado em muitos tecidos, compartimentos celulares e
sub-celulares (WILHELM FILHO et al., 2000). Protege o dano oxidativo por meio de
distintos mecanismos: reagindo com as EROs; restaurando moléculas lesadas,
cedendo-lhes hidrogénio; estabilizando as estruturas das membranas, pela
eliminacao dos perdxidos formados; mantendo os grupos tidis das proteinas em sua
forma reduzida (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). Também atua como substrato
ou cofator de diversas enzimas protetoras como a GPx e a GST. Além disso, a GSH
atua como agente redutor, reciclando o acido ascorbico de sua forma oxidada a sua
forma reduzida, reacdo essa mediada pela enzima desidroascorbato redutase
(ROVER JUNIOR et al., 2001).

Outros compostos de baixo peso molecular que possuem importante acao
antioxidante sdo o &cido urico, bilirrubina, albumina, estradiol e coenzima Q ou
ubiquinol (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).

Dos componentes nao enzimaticos da defesa antioxidante destacam-se
alguns minerais (cobre, manganés, zinco, selénio e ferro), vitaminas (&cido
ascorbico, vitamina E, vitamina A, riboflavina), carotendides (beta-caroteno, licopeno
e luteina, entre outros) e bioflavondides (genisteina, quercetina, etc.), além de outros
componentes antioxidantes presentes em diversas espécies de plantas como Ginkgo
biloba (PAPAS, 1999; LEITE & SARNI, 2003).

1.3.1 Vitamina E

O termo vitamina E € descrito como uma familia de oito antioxidantes
sintetizados por plantas, quatro tocoferéis (a, B, vy, € ) e quatro tocotrienois (também
a, B, Y, € 0). Apenas o a-tocoferol (Figura 08) é encontrado no plasma humano e
tecidos, como resultado da funcdo da proteina de transferéncia hepatica de o-
tocoferol (TRABER et al., 2005).
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Figura 08 - Estrutura  quimica  do o-tocoferol. Fonte:
wikipoly.files.wordpress.com.

Dentre todos os tocoferdis conhecidos, o a-tocoferol tem sido considerado o
biologicamente mais ativo, inclusive no que diz respeito a sua atividade antioxidante,
por ser o principal antioxidante lipossolUvel nas membranas celulares, sendo que a
forma de ocorréncia natural biologicamente mais ativa é o d-a-tocoferol ou RRR-a-
tocoferol, enquanto que a quimicamente sintetizada é designada de dl-a-tocoferol ou
todo-rac-a-tocoferol (PRYOR, 2000).

A absorcao da vitamina E requer secrecdes biliares e pancreaticas normais,
da formacao de micelas e do transporte através das membranas intestinais. No
figado, uma proteina de transferéncia a-tocoferol, a a-TTP, seleciona
preferencialmente o a-tocoferol. Desta forma, mesmo com taxas de absorgéo similar,
a disponibilidade dos esterecisdbmeros da vitamina E nos tecidos difere, devido as
diferencas metabdlicas pos-absortivas (TRABER, 2003).

A incorporacao plasmatica do RRR-a-tocoferol é um processo saturavel. Os
niveis plasmaticos da vitamina E giram em torno de no maximo 80 puM, apesar da
dosagem >800 mg RRR-a-tocoferol ou 1320 mg todo-rac-a-tocoferol/dia (DIMITROV
et al,, 1991), ou seja, em individuos com concentragdes normais desta vitamina,
seus niveis ndo aumentam mais que 2 a 3 vezes, independente da quantidade e da
duracdo da suplementacao (TRABER et al.,1994).

A vitamina E é considerada a primeira linha de defesa da peroxidacao lipidica,
por proteger &cidos graxos poliinsaturados nas membranas celulares do ataque de
EROs pelo seqliestro de radicais peroxil (ROO®) e alcoxil (RO®), levando ao término
da reacao em cadeia da lipoperoxidacao por formar um aducto néo radicalar (Figura
09). Neste processo, o a-tocoferol atua doando um atomo de hidrogénio para estes
radicais, derivados da oxidacao de acidos graxos. Além disso, tocoferdis reagem e
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eliminam o oxigénio singlete e protegem a membrana contra essas espécies (SIES,
1991; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).
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Figura 09 — Etapas da lipoperoxidacao e acao antioxidante do a- tocoferol. (A)
Iniciacao: o grupo metileno dos acidos graxos poliinsaturados é atacado por radicais
livres, havendo o rearranjo das duplas ligacbes na forma de dieno conjugado.
Simultaneamente a formacao de um radical alquila (R) no carbono central. O radical
alquila reage com O2 formando alquilperoxila (ROO). Propagacao: ROO ataca outras
moléculas de lipidios. Terminacdo: as reacbes em cadeia sdo interrompidas por
interacdo entre radicais e a- tocoferol, originando produtos n&o radicalares e o radical
tocoferila. O radical a- tocoferila é reduzido por acao do acido ascorbico. (Cerqueira et

al., 2007).

A evidéncia de que micronutrientes e antioxidantes protegem contra o dano
oxidativo a tecidos é extensa (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). Entretanto,

questées quanto a toxicidade de mega doses devem ser

consideradas,
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principalmente pelo fato do potencial da substancia em exacerbar um estado
patolégico pré-existente e sua capacidade de acao antioxidante especifica sobre um
6rgao ou estado do organismo.

Kappus e Diplock (1992) concluiram em uma revisdo sobre a seguranca da
vitamina E, que uma ingestao entre 100-300 mg/dia pode ser considerada isenta de
toxicidade para individuos sadios, e riscos de efeitos adversos poderia acontecer
somente com ingestao acima de 3g/dia.

Estudos sugerem que a suplementagcao com vitamina E pode contribuir, em
muitas situacoes, para reduzir os riscos de infecgao crénica, doenca de Alzheimer,
alguns tipos de cancer, degeneracdo macular relacionada a idade, doencas
cardiovasculares e hepatite C (JIALAL & DEVARAJ, 2003; HINO et a.l, 2006; VON
HERBAY et al, 1997; MURAKAMI et al, 2006), além de diminuir o estresse
oxidativo em pacientes chagasicos cronicos (DE OLIVEIRA et al., 2007; MACAO et
al., 2007).

A suplementacdo com vitaminas e minerais, por sua vez, esta preconizada
somente no caso de aporte insuficiente na alimentagcédo, na pratica de esportes de
alta performance, ou em determinadas patologias, ndo excedendo as quantidades
recomendadas pelo Conselho Nacional de Pesquisa dos EUA — Recommended
Dietary Allowances (RDA) (SILVA & NAVES, 2001), em certas situagdes fisiologicas
e em situacdes clinicas especificas (HUNT, 1996; ZEIZEL, 2000). A ingestao de
quantidades um pouco acima daquelas recomendadas, porém nao ultrapassando o
limite superior toleravel de ingestdao (UL), sendo que o UL da vitamina E é
1000mg/dia, a qual parece ser segura e saudavel em situacdes especificas, como no
caso das doencas hepaticas crbnicas (NAS, 2001; KAPPUS & DIPLOCK,1992).

1.3.2 Vitamina C

A vitamina C (acido ascérbico) (Figura 10) é essencial na dieta, pois 0s seres
humanos, bem como a maioria dos vertebrados, nao a sintetizam (WILHELM FILHO
et al, 2000). Sua ingestdo diaria deve ser igual a quantidade excretada ou
consumida pela oxidacao, sendo que individuos adultos saudaveis perdem cerca de
3 a 4% de sua reserva corporal diariamente (FRIEDMAN & ZELDEL, 1999). Em
baixas concentracdes, a sua absorcao € rapida e eficiente; quando as quantidades

aumentam, a absorcdo vai diminuindo proporcionalmente a dose, sendo que a
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maxima absorcao é obtida com ingestdes espacadas de menos de 1 g ao longo do
dia. A eliminacao desta vitamina ocorre por via urinaria e doses acima de 2 g ou
mais por dia podem causar diarréia osmaotica em alguns individuos, além de outros
efeitos adversos como excesso de absorcao de ferro, deficiéncia de vitamina Bq, €
formacdo de pedras nos rins (JACOB, 2003). Conforme as recomendacdes do
Conselho Nacional de Pesquisa dos EUA — Recommended Dietary Allowances
(RDA), a ingestdo diaria por individuos adultos sadios e nao tabagistas (20 a 60
anos) é de 75 mg para mulheres e 90 mg para homens, e o UL de 2 g (NAS, 2001).
Esta nova dosagem limite foi aumentada ha poucos anos em consequéncia do

reconhecimento do seu papel antioxidante.

CH,OH
HOC. g S8
HO ™~ “OH

Figura 10 — Estrutura quimica do acido ascérbico. Fonte: www.furg.br

Considerada o principal antioxidante hidrossoluvel, atuando na fase aquosa
como um antioxidante sobre as EROs, protegendo moléculas indispensaveis ao
organismo, como proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos de danos
oxidativos (LEITE & SARNI, 2003), o acido ascérbico reage rapidamente com radical
hidroxil ('OH), peréxido de hidrogénio (H20), e radical superoxido (O2*) originando
os radicais semidehidroascorbato ou radical ascorbil (A-) e dehidroascorbato (A)
(KITTS, 1997). Neutraliza ainda o oxigénio singlete, reduz radicais tiil e combina
rapidamente com o acido hipocloroso, um poderoso oxidante gerado no local de
processos inflamatérios (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006; WILHELM FILHO et
al., 2000). Com esta acao antioxidante, o ascorbato pode captar os radicais de
oxigénio, que de outra forma, reagiriam para formar os peroxidos lipidicos (JACOB,
2003). Apesar de seu poder antioxidante per se ser relativamente baixo, a principal
acao da vitamina C esta envolvida na reciclagem do a-tocoferoxil em a-tocoferol,
resultando no fracamente reativo radical ascorbil (HALLIWELL & GUTTERIDGE,

2006). Por outro lado, estudos in vitro mostraram que essa vitamina, em baixa
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concentracao e na presenca de metais de transicdo, tais como ferro, pode atuar
como molécula pré-oxidante e gerar HO2 e O," (POLJSAK et al., 2005). Em dieta
com restricdo de vitamina C, tem sido reportada uma diminuicdo do conteudo de
vitamina E nos tecidos, o que reforgca a hipétese do trabalho sinérgico das vitaminas
E e C na protecao contra a peroxidacao lipidica. A fraca reatividade deste radical é a
razao para muitos de seus efeitos antioxidantes (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2006).

1.3.3 Zinco

O zinco (Zn) é um elemento trago-essencial para os humanos, presente em
mais de 300 enzimas (incluindo a SOD) e proteinas que participam do metabolismo
de proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos, podendo ter funcao catalitica
ou estrutural (WOQOD, 2000).

O termo “dedos de zinco” (zinc fingers) é amplamente utilizado para identificar
qualquer estrutura compacta que € estabilizada por ions de Zn, geralmente
pequenas proteinas, que estao envolvidas nos processos de replicacdo e reparo,
transcricao e translagdao, metabolismo e sinalizacao, proliferacao celular e apoptose
(KRISHNA et al., 2003).

A absorcdao do zinco ocorre principalmente no intestino delgado, sendo a
maior parte provavelmente absorvida no jejuno. A quantidade de zinco absorvida da
alimentacao constitui a principal forma de seu controle corporal. Nao existe uma
reserva especifica de zinco no organismo. Em todas as espécies estudadas, uma
diminuicdo acentuada na ingestdo de zinco € acompanhada em seguida por sinais
de deficiéncia. A ingestao reduzida associada com deficiéncia causa catabolismo do
tecido muscular e liberacdo do zinco para a corrente sanguinea (YUYAMA et al.,
2005).

Cabe ressaltar, no entanto, que a resposta inflamatéria e a proliferagcédo de
EROs afetam a interacao, excrecao, utilizacao, distribuicao e o depdsito de vitaminas
e minerais antioxidantes (BERGER, 2005).

O ion Zn (Zn?*) possui um orbital d completo (d'%), impossibilitando a sua
participacao em reacdes de 6xido-redugcao, mas permitindo que ele seja o aceptor de
um par de elétrons. Assim, o zinco funciona como cofator em reacbes que
necessitam de um ion redox-estavel (ONOSAKA et al., 2002).
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O zinco participa da estrutura de uma proteina denominada metalotioneima,
que tem propriedades antioxidantes e imunomodulatérias, inibindo a propagacao de
EROs através de ligacoes seletivas de ions de metais pro-oxidantes, como ferro e
cobre, e dos potencialmente téxicos como mercurio e cadmio (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006). Além disso, o Zn é o componente estrutural da superdxido
dismutase, presente no citoplasma de todas as células e que catalisa a conversao
do ion 02" em H.0, reduzindo a toxicidade das EROs (MCCORD & FRIDOVICH,
1969; POWELL, 2000; TAPIEIRO et al., 2003). O zinco e o cobre sao considerados
importantes cofatores da SOD, sendo assim, atuam indiretamente no controle da
produgéo de EROs, evitando seus efeitos deletérios (EVANS & HALLIWELL, 2001).

Os mecanismos de acdo antioxidante ainda sdo desconhecidos, mas as
evidéncias disponiveis indicam acdo desse mineral envolvendo varios mecanismos.
Esses mecanismos incluem a regulagcdo da expressdo de metalotioneima, a
atividade da enzima superéxido dismutase e a protecdo de grupamentos sulfidrila de
proteinas de membranas celulares por antagonismo com metais pré-oxidantes como
cobre e ferro. A acdo antioxidante deste mineral é indireta, uma vez que o ion Zn
nao é ativo em reacoes de 6xido-reducéo, conforme mencionado anteriormente.

Em geral, 0 mecanismo de acao antioxidante do zinco pode ser dividido em
efeitos agudos e crbénicos. Os efeitos agudos envolvem geralmente dois
mecanismos: a) protecdo dos grupamentos sulfidrila de proteinas ou redugcao na
formacdo de HO® de H.O, e O*, por antagonismo na atividade redox de metais de
transicao; b) efeitos crénicos envolvem uma exposicdo do organismo a este metal
por um periodo prolongado, resultando na indugao de alguma outra substancia que
€ o antioxidante ultimato, sendo a mais conhecida, a metalotioneina, uma proteina
de baixo peso molecular (6000-7000 kDa), rica em residuos de cisteina (25%-30%),
porém sem ligagdes dissulfeto (POWELL, 2000). A metalotioneina inibe reacdes de
propagacao de EROs, desta forma o zinco atua reduzindo a acao oxidante de metais
pro-oxidantes conferindo estabilidade das membranas celulares por meio da
prevencao da peroxidacao lipidica (ROSTAN et al., 2002).

Recentemente, tem sido levantada a hipétese de que a regulacado da sintese
de metalotioneina é o nexo entre o estado nutricional em zinco e o estado redox das
células. Sob condicbes de elevado estresse oxidativo, como um mecanismo de

defesa, moléculas de baixo peso molecular, como o tripeptideo GSH, podem
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interagir com a metalotioneina e liberar Zn, que consequientemente pode reagir com
outros metais pro-oxidantes, prevenindo uma reagao em cadeia (MARET, 2000).

Além da atividade antioxidante, o zinco apresenta impacto sobre mediadores
da imunidade, como enzimas, peptideos timicos e citocinas, além de influenciar a
secrecao de timulina, portanto, regula a funcdo imune mediada pelas células tipo T
(BHASKARAM, 2002; DARDENE, 2002).

Sendo assim, a suplementacao de zinco tem sido sugerida como necessaria
naqueles individuos com deficiéncia, quando o0 aumento das perdas esta presente
ou quando em algumas patologias é evidenciado o estresse oxidativo, devendo-se
evitar-se altas doses de reposicao, considerando que a UL do zinco é >40mg/dia,
em consequéncia dos efeitos clinicos adversos, como dor abdominal, diarréia,

nausea e vomitos, além de deficiéncia de cobre (NAS, 2001).

1.4 Estresse Oxidativo

A condicao fisiolégica da célula exige equilibrio entre as condi¢cdoes pro-
oxidantes e antioxidantes, sendo o rompimento deste equilibrio denominado de
estresse oxidativo (Sies, 1985), tendo como consequiéncia danos as moléculas como
DNA, os lipidios, as proteinas e carboidratos (SIES, 1993; CROFT, 1998). O
estresse oxidativo pode resultar ndo apenas de uma maior concentracdo de EROs,
sem um concomitante aumento das defesas antioxidantes, mas também pode
ocorrer devido a uma diminuicdo das defesas antioxidantes sem o aumento das
EROs, ou ainda, pelo aumento das EROs paralelo a uma diminuicdo das defesas
antioxidantes (SIES, 1985).

Em geral, a geracdo de EROs em niveis fisiolégicos atua na regulagdo da
sinalizacao celular e da expressao génica (BOVERIS & CADENAS, 1997; BARZILAI
& YAMAMOTO, 2004). Entretanto, mesmo em condigdes fisioldgicas as EROs
causam danos as biomoléculas, como proteinas, carboidratos, lipidios e DNA
(EVANS et al., 2004), o que se acentua em condi¢des de estresse oxidativo (SIES,
1985). No entanto, enquanto lipidios, proteinas e carboidratos podem ser removidos
via degradagdo, 0 mesmo nao deve ocorrer com 0 DNA, uma vez que é a molécula
responsavel por todas as informagdes genéticas das células. O acumulo de lesdes
no DNA tem conseqliéncias para a célula, relacionadas a mutagénese e
carcinogénese (MOREL et al., 2001).
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Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados
com a etiologia de varias doencas degenerativas como as cardiopatias,
aterosclerose, Alzheimer, inflamagdes cronicas, diabetes mellitus, entre outras
(STAHL & SIES, 1997; SORG, 2004; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006;
NORDBERGER & ARNER, 2001; GRIENDLING & FITZGERALD, 2003).

1.4.1 Dano ao DNA

A inducdo de danos oxidativos nas bases do DNA ocorre a partir da sua
reacao com as EROs (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). Essas lesbes podem
ocorrer devido a oxidagao 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), especialmente
pelo radical hidroxil. Como exemplo de bases nitrogenadas oxidadas, tem-se a
oxidacao da guanina, que leva a formagao de 8-oxo-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina (8-
oxoGuo) (CADET et al., 2003).

A guanina oxidada tem grande importancia biolégica, uma vez que pode
causar emparelhamento errbneo com a adenina (A), gerando uma transversao de
GC para TA. Sabe-se que o reparo de DNA esta intimamente interligado com
regulacao do ciclo celular, transcricao e replicacao. Quando o tipo e quantidade de
danos superam a capacidade de reparo das células, esses mecanismos celulares
essenciais podem ser afetados. Sendo assim, caso essas lesbes nao sejam
removidas, podem levar as células a morte, ou resultarem na incorporacdo de
mutacdes no genoma, sendo transmitidas para geracdes futuras, podendo gerar
instabilidade genémica a até cancer (COSTA et al., 2003; EVANS & COOKE, 2004).

1.4.2 Peroxidacao Lipidica

Uma das consequéncias mais estudadas do estresse oxidativo € a
peroxidacao lipidica, que constitui uma reagdo em cadeia nos acidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares, alterando a permeabilidade, fluidez e
integridade das mesmas (BOWLES et al., 1991; GOODE et al., 1995).

Os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) caracterizam-se por possuirem ao

longo de suas cadeias, mais de uma ligacao dupla entre os atomos de carbonos, 0s
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quais sao vulneraveis ao ataque dos radicais livres, principalmente ao radical hidroxil
('OH). A interacdo lipidio-radical gera peréxidos, os quais também sdo EROs,
iniciando a reducao de outro acido graxo, caracterizando assim a reacdo em cadeia
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1990).

Uma caracteristica das reacdes de peroxidacao lipidica é a ocorréncia de
reacbes em cadeia as quais, se nao terminadas, ocorrem continuadamente,
destroem fases lipidicas, alterando especialmente membranas e modificam
particulas de lipoproteinas (SIES, 1985). A peroxidacao lipidica é representada pelas
etapas de iniciacao, propagacao e terminagdao (THOMAS, 2003):

LH + OH’ (ou LO") > L'+ H;0 (ou LOH) Iniciacao

L'+ O, > LOO Propagacao
LH + LOO’ > L+ LOOH Propagacao
LOO™ + L’ > LOOL Terminacao
LOO" + LOO’ >LOOL + Oy Terminacéao

Figura 11 — Etapas da peroxidacao lipidica (Batista et al., 2009).

Etapa 1 - Iniciacao: sequiestro do H do acido graxo poliinsaturado (LH) da
membrana celular. Tal seqliestro pode ser realizado pelo ‘OH ou pelo radical alcoxil
(RO’), com conseqtiente formagao do L’ (radical lipidico).

Etapa 2 - Propagacao: este radical lipidico (L) por ser instavel, forma um
dieno conjugado, o qual incorpora rapidamente uma ou mais moléculas de oxigénio
(Oo) e transforma-se em radical peroxil (ROQO®).

Etapa 3 - Propagacao: o radical peroxil (ROQ®) interage com outra molécula
de acido graxo (LH), retira o seu hidrogénio e origina um hidroperdxido (LOOH) e
mais um novo radical lipidico (L") livre, formando-se, entdo, uma tipica reacao em
cadeia.

Etapa 4 - Terminacao: O mais importante passo na terminacédo aerébica é a
interacdo de radicais peroxidos (ROQ®), formando oxigénio estavel (O.) e produtos
nao radicais (LOOL) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).

A oxidagao dos AGPI dos fosfolipidios das membranas pode produzir radicais
livres adicionais, que, por sua vez, estimulam a peroxidacao lipidica e lesdes
teciduais (LATHA & BABU, 2001).
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Os produtos principais desta degradacdo compreendem os derivados da
decomposicao de hidroperoxidos como alcoois, aldeidos, cetonas e outros
hidrocarbonetos. A dosagem do malondialdeido (MDA), através do teste do acido
tiobarbitarico (TBA) é amplamente utilizada como indicador especifico da ocorréncia
de lipoperoxidagao (BIRD & DRAPER, 1984).

1.4.3 Dano as proteinas

A oxidacao de proteinas € um processo bastante complexo, definido como a
modificagdo covalente de uma proteina, induzida diretamente pelas EROs ou
indiretamente pela reacao de produtos secundarios do estresse oxidativo (ULRICH &
CERAMI, 2001). E importante salientar que niveis elevados de carbonilacdo protéica
sao indicadores nao somente de estresse oxidativo, mas também de doencas
derivadas do metabolismo protéico (DONNE et al., 2003).

A exposicdo das proteinas ao ataque de EROs resulta em multiplas
modificagcdes nestas moléculas. Estas modificagdes incluem a oxidacdao dos grupos
das cadeias laterais de aminoacidos, fragmentacao, modificagcdes na hidrofobicidade
e na conformacao e formacado de novos grupos reativos (como os grupos carbonil).
Além disso, este processo pode resultar na perda da estrutura ou atividade
enzimatica das proteinas (HAWKINS & DAVIES, 2001).

A carbonilacao protéica parece ser um fenbmeno comum durante a oxidagao,
e sua quantificacdo pode ser usada para medir a extensdo do dano oxidativo
(DONNE et al, 2003), ja que € um marcador estavel de oxidagdo protéica. As
cadeias laterais de todos os residuos de aminoacidos das proteinas sdo suscetiveis
a acao das EROs, principalmente a prolina (Pro), arginina (Arg), lisina (Lis) e
treonina (Tre). Os grupamentos carbonil (C=0) (presentes em aldeidos e cetonas)
sao produzidos pela oxidacdo destas cadeias laterais de aminoacidos e também
podem ser gerados através da clivagem oxidativa das proteinas, tanto por oxidagao
das cadeias laterais de glutamato quanto por a amidacao, levando a formacéo de
um peptideo no qual o aminoacido N-terminal estd bloqueado por um derivado o
cetoacil. Do mesmo modo, derivados carbonil reativos (cetoaminas, cetoaldeidos),
gerados como consequéncia da reagcdo de acucares redutores, podem levar a
formacao de grupos carbonil (DONNE et al., 2003).
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1.5 Estresse Oxidativo em Patologias Humanas

A “hipé6tese oxidativa das doencas” é um termo que deve ser entendido como
a ocorréncia da condicdo oxidativa da célula durante o processo patolégico e nao
exclusivamente a existéncia do estresse oxidativo como etiologia da doenca
(RIBEIRO et al., 2005). Na maioria das patologias humanas o estresse oxidativo é
uma consequiéncia e ndo uma causa do processo (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2006).

O dano tecidual causado por uma doenga, trauma, infeccdo ou inflamacao
levam a liberacdo de “mediadores”, como as prostaglandinas, leucotrienos,
interleucinas, interferons e fator de necrose tumoral (TNF), que podem ativar
reacoes que liberam EROs, ou o oposto, as EROs podem estimular a producao dos
mediadores inflamatérios (CROSS & HALLIWELL, 1994; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006; DROGE, 2002).

Em um organismo, tecido ou célula, frente a um estresse oxidativo, pode
ocorrer 0s seguintes processos:

- adaptacao, por aumento da resposta das defesas antioxidantes;

- dano tecidual por agressao a lipidios, carboidratos e proteinas;

- morte celular por necrose ou apoptose.

No caso da adaptacdo do sistema de defesa, diferentes respostas séo
geradas como protecdo completa contra o dano, ou protecdo incompleta contra a
lesdo ou “sub-protecao”, isto é, as células sao resistentes ao alto nivel de oxidantes
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 20086).

A necrose é uma forma passiva de morte celular que causa inchamento
celular e de organelas, rompimento da membrana plasmatica e liberacao de enzimas
dos lisossomas e vazamento do contetdo da célula para o meio extracelular, o que
afeta as células adjacentes, ja que estes conteudos podem conter pro-oxidantes
(cobre ou ferro livre, por exemplo), podendo impor agressao as células vizinhas e
amplificar a lesado tecidual. J& a apoptose é uma forma de morte celular com
caracteristicas bioquimicas e morfolégicas proprias, onde a célula ativa-se para a
morte sem liberar seus conteldos para as células vizinhas, o que diminui o dano
adjacente (NAGATA, 2000; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).
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1.5.1 Estresse Oxidativo na Hepatite C

Diversas linhas de pesquisa suportam que o estresse oxidativo esta envolvido
na patogénese da hepatite C (WANG et al., 2002; CHOI et al., 2006; LOGUERCIO &
FEDERICO, 2003; MACHIDA et al., 2006; QADRI et al., 2004; WANG & WEINMAN,
2006). Em geral trés mecanismos contribuem para a associagcao entre VHC e
estresse oxidativo: disfungdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico e
explosao respiratéria mediada por células imunes (WANG & WEINMAN, 2006).

A prépria expressao génica, proteinas estruturais e nao estruturais do VHC,
podem causar o aumento de EROs (KOLYKHALQV et al., 1997). A glicoproteina E1
e core (nucleocapsidio viral) parecem particularmente serem suficientes para
produzir anormalidades mitocondriais e estresse oxidativo (OKUDA et al., 2002). A
proteina core tem multipla localizagdo celular e é largamente associada ao reticulo
endoplasmatico, sendo o0 mesmo associado as mitocondrias através de uma
membrana de associacdo (MAM), um ponto de contato entre o reticulo
endoplasmatico e a mitocéndria (KORENAGA et al., 2005; SCHWER et al., 2004).
Portanto, estudos prévios tém demonstrado que o core pode causar despolarizacao
do potencial de membrana mitocondrial, devido ao estresse causado no reticulo
endoplasmatico, pelo aumento de Ca*? intramitocondrial (KORENAGA et al., 2005;
MACHIDA et al., 2006; WANG & WEINMAM, 2006). O aumento de Ca*? mitocondrial
tem sido associado ao aumento de EROs, possivelmente pela reducao do fluxo de
elétrons na cadeia respiratéria ou alterando estruturas dos complexos de transporte
de elétrons, principalmente o complexo |, que é o mais sensitivo ao dano oxidativo
no transporte de elétrons (KORENAGA et al., 2005).

Além do core, a proteina nao estrutural NS5A, também tém sido reportada
como capaz de alterar o estado redox da mitocéndria, pelo mesmo mecanismo de
aumento Ca*? intramitocondrial, causando portanto, um aumento das EROs (TARDIF
et al., 2005). Nos termos deste mecanismo, a expressao génica core do VHC reduz
as concentracées de GSH e NADPH mitocondrial. Como a GSH é transportada do
citosol para mitocondria, e a GSH mitocondrial é relativamente resistente a deplecao,
promove uma diminuicdo no transporte ou um aumento na utilizacdo do GSH
mitocondrial, além da diminuicdo da biossintese do GSH, visto que o NADPH
participa na reciclagem do GSSG para GSH, expressando o envolvimento do
estresse oxidativo na patogénese da hepatite C (SERONELLO et al., 2007).
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A proteina nao estrutural NS3 do VHC pode estimular a geracdo de EROs
pela ativacdo da NADPH oxidase de fagocitos e acionar a apoptose e disfuncao de
células T e Nk, diminuindo a citotoxicidade destas células imunes, prejudicando o
clareamento viral, contribuindo portanto, para a cronicidade da doenca (THOREN et
al., 2004). Também tem sido reportado que a proteina NS3 induz a formacao de
6xido nitrico ("NO), que pode causar DSB nas cadeias de DNA, além de inativar a
cadeia de transporte de elétrons e acionar o blogqueio de transferéncia de elétrons na
cadeia respiratéria e, portanto, romper o potencial de membrana mitocondrial,
gerando EROs (MONCADA & ERUSALIMSKY, 2002).

Proteinas virais da hepatite C também sdo associadas a resisténcia ao
interferon, utilizado no tratamento para hepatite C crénica, como a NS5A, que parece
diretamente interagir com a cadeia de RNA — quinase dependente, impedindo a
acao do interferon com a proteina nao estrutural. Portanto, impede o clareamento
viral, e conseqientemente, a continuidade da producao de EROs (GALE et al., 1998;
FRANCOIS et al., 2000).

Além disso, pacientes com hepatite C exibem um aumento da producéo de
TNFa, uma citocina que pode produzir estresse oxidativo por estimular a liberagao
de EROs, como H,0, e O, (MACHIDA et al., 2006). Dentre os muitos efeitos do
TNFo, é também considerada a iniciacdo de numerosas vias de sinalizacdo
intracelular envolvendo sinais apoptoticos e/ou anti-apoptéticos (GOCHEE et al.,
2003). Logo, uma superproducao de TNFa pode ser responsavel pela iniciacao de
processos apoptoticos, provavelmente pela ativacdo da via dependente do NF«B
(Liu et al, 2001). Estudos prévios também demonstraram que a proteina nao
estrutural NS5A pode funcionar como um ativador de fatores transcricionais, como
STAT-3, através da inducao da geracdao de EROs (KATO et al., 1997; MAJUMDAR
et al., 2001; GHOSH et al., 1999).

O NFxB encontra-se no citoplasma na sua forma latente ixB, que durante o
estresse oxidativo € ativada, sendo uma familia de proteinas envolvida na
patogénese do cancer, por controlar muitos genes envolvidos na transformacao de
células, proliferacdo e angiogénese (WARIS & AHSAN, 2006). Com a ativacédo do
NF«xB, o mesmo pode ativar a ciclooxigenase-2 (COX-2), levando a um aumento de
prostaglandinas (PGE:), que pode inibir a apoptose de células tumorosas, induzir

sua proliferagdo, promover metastase e estimular a angiogénese (WARIS &
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SIDDIQUI, 2005). Similarmente, a inducao da STAT-3 pela superproducao de EROs,
induz transformagdes celulares por oncoproteinas e causa diferenciacao das células
B, particularmente na diferenciacdo terminal das mesmas (FORNEK et al., 2006;
HIRANO et al., 2000). A figura 12 sumariza as hipéteses vias de inducdo de EROs

pelo HCV.
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Figura 12 — Hipdteses de mecanismos mediados pelo VHC na indugdo de
EROs (Adaptada de MACHIDA et al., 2006).

Na hepatite C, as defesas antioxidantes do hospedeiro, como SOD, CAT, GPx
e GST encontram-se aumentadas, sugerindo uma adaptacao ao estresse oxidativo
presente nos pacientes (ABDALLA et al., 2005). Como consequéncia também do
aumento da producdo de EROs, foi observado um aumento da lipoperoxidacéo,
oxidacao de proteinas e um aumento do consumo de GSH (ABDALLA et al., 2005).

Com base nas evidéncias citadas acima, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o status antioxidante no sangue de pacientes com hepatite C cronica em
tratamento com interferon associado a ribavirina acompanhados clinicamente no
Hospital Nereu Ramos, apds suplementacdo antioxidante diaria de vitamina E,

vitamina C e o mineral Zn durante 6 meses, no sentido de verificar sua eficacia em
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termos de atenuar ou retardar o quadro de estresse oxidativo durante o tratamento

para hepatite C.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da terapia antioxidante através da administracdo de
suplementos de vitaminas C e E, e do mineral Zn, no estresse oxidativo de pacientes
com hepatite C sem e com tratamento com interferon peguilado associado a

ribavirina.

2.1 Objetivo Especificos

1. Verificar as diferencas nos niveis eritrocitarios das defesas
antioxidantes enzimaticas (CAT, SOD, GPx, GR e GST) presentes no sangue de
pacientes com hepatite C sem e com tratamento com interferon peguilado associado
a ribavirina, antes e depois da administracao diaria de vitamina E (800 mg), C (500

mg) e Zn (40mg) durante 6 meses.

2. Verificar as diferencas das defesas antioxidantes ndo enzimaticas
(conteudos sanguineos de GSH e Zn e plasmaticos de vitamina E e vitamina C)
presentes no sangue destes pacientes, antes e apos o tratamento e, antes e depois

da administracao de vitamina E, C e do mineral Zn.

3. Verificar 0 comportamento dos indicadores de estresse oxidativo
(niveis plasmaticos de TBARS e proteina carbonilada) nestes pacientes, antes e
apds o tratamento e, antes e depois da administragao de vitamina E, C e do mineral
Zn.

4, Avaliar a atividade da mieloperoxidase, um marcador do processo
inflamatério presente no sangue destes pacientes, antes e apos o tratamento e,

antes e depois da administracao de vitamina E, C e do mineral Zn.

5. Verificar a hepatotoxicidade e a lesdo hepatica (atividades enzimaticas
da AST, ALT, ALP e GGT) nestes pacientes, antes e apos o tratamento e, antes e

depois da administragdo de vitamina E, C e do mineral Zn.
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6. Comparar os resultados obtidos antes e apds o tratamento e, antes e
apdés a intervencdo nutricional através da administracdo de suplementos de

vitaminas E e C, e do mineral Zn, entre os diferentes grupos de pacientes.

2.2 Justificativa e Importancia do Trabalho

Apesar de que nos ultimos anos uma série de progressos foram realizados no
estudo da hepatite C quanto a avaliagédo, prevencao e tratamento, a infecgdo pelo
virus VHC representa um grande desafio mundial para saude publica, pois a eficacia
do tratamento, interferon (convencional ou peguilado) em monoterapia ou associado
a ribavirina, ainda estdo longe dos valores ideais de taxas de resposta virulogica
sustentada (HADZIYANNIS et al., 2004). Com isso, os focos dos estudos vém sendo
direcionados aos portadores de hepatite C cronicos, para o desenvolvimento de
terapias com maior eficacia, redugdo dos efeitos colaterais dos tratamentos usuais,
assim como para prevencao da evolugcdo para cirrose e hepatocarcinoma (WHO,
2000; CONTE, 2000).

A infeccao pelo virus da hepatite C é de evolugao variavel, sendo que apenas
15% dos individuos com infecgdo aguda evoluem para cura. Portanto, cerca de 85%
evoluem para forma cronica da doenca, sendo sua evolucédo lenta, insidiosa e
progressiva, aumentando as taxas de comorbidades (cirrose e hepatocarcinoma) e
mortalidade, além do aumento dos numeros de transplantes hepéticos (CONTE,
2000).

Ha varias evidéncias que sugerem que o virus da hepatite C induz o estresse
oxidativo, através de sua propria expressdao genbmica causando disfuncao
mitocondrial ou através do aumento de citocinas pré-inflamatérias que aumentam a
producdo de EROs (LEVENT et al., 2006; WANG & WEINMAN, 2006). Estudos
demonstram aumento de produtos da peroxidagao lipidica, diminuigdo significativa
das concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de GSH, assim como o aumento de
GSSG, sugerindo aumento do turnover de GSH, além do aumento de outras
enzimas antioxidantes, como CAT, GPx, GR e SOD (CHOI & OU, 2005; LEVENT et
al., 2006; KO et al., 2005). Dessa forma, o presente trabalho pretendeu avaliar o
status antioxidante do sangue de pacientes com hepatite C crbénica antes e em

tratamento com interferon associado a ribavirina apds a suplementagao antioxidante
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com as vitaminas E, C e mineral Zn, no sentido de verificar sua eficacia em termos
de atenuar ou retardar o estresse oxidativo associado a esta patologia.

A suplementagdo composta por vitaminas E, C e mineral Zn foi escolhida
pelas caracteristicas individuais de cada elemento e/ou por sua acao sinérgica,
como das vitaminas E e C, considerando as dosagens referenciadas para uma acao
antioxidante, porém com seguranca, nhao ultrapassando a UL de cada
micronutriente. A vitamina E, sendo considerada a primeira linha de defesa da
peroxidacao lipidica, por proteger acidos graxos poliinsaturados nas membranas
celulares do ataque de EROs pelo seqliestro de radicais peroxil (RO;") e alcoxil
(RO®) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006); a vitamina C, por ser considerada o
principal antioxidante nutricional hidrossoluvel, atuando na fase aguosa como um
antioxidante sobre as EROs, protegendo moléculas indispensaveis ao organismo,
como proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos de danos oxidativos, além
de, principalmente estar envolvida na reciclagem da vitamina E (LEITE & SARNI,
2003); e o zinco, além de ser um aceptor de elétrons, por induzir a atividade da
glutationa sintetase (CORTESE et al, 2008), e participar da estrutura da
metalotioneina, que tem propriedades antioxidantes e imunomodulatérias, inibindo a
propagacao de EROs através de ligacoes seletivas de ions de metais pré-oxidantes
(POWELL, 2000).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao dos Pacientes

Os pacientes com hepatite C em tratamento com interferon peguilado
associado a ribavirina mencionados neste trabalho, sdo oriundos do Ambulatério de
Nutricdo do Instituto de Medicina do Sistema Digestivo Ilha de Santa Catarina e do
Pélo do Hospital Nereu Ramos, localizados em Florianépolis, Santa Catarina. Os
individuos saudaveis foram randomicamente recrutados do Banco de Sangue do
Hospital Universitario de Floriandpolis, sob responsabilidade do Dr. Jovino Ferreira
dos Santos. Os pacientes com hepatite C sem tratamento foram recrutados do
ambulatério de Infectologia da Policlinica Il Unidade Centro de Florianépolis.

Os dados clinicos foram obtidos de modo consecutivo, a medida do
arrolamento do paciente no ambulatério e através dos dados presentes nos
prontuarios. A avaliagao inicial dos pacientes com hepatite C em tratamento com
interferon peguilado associado a ribavirina decorreu ap6s a décima segunda semana
de tratamento e a avaliagdo dos pacientes com hepatite C sem tratamento decorreu
apés confirmacao do diagnéstico de hepatite C por PCR, que consistiu em uma
anamnese nutricional e exames bioquimicos, sendo estes realizados com intervalos
nao maiores do que 30 dias. Como norma de acompanhamento, nos pacientes com
hepatite C, exames bioquimicos, como hemograma, plaquetas, ALT, AST, creatinina
devem ser realizados a cada 15 (quinze) dias no primeiro més, sendo que apds esse
periodo, os exames devem ser realizados mensalmente; TSH a cada 03 (trés)
meses e para mulheres em idade fértil em uso de ribavirina: beta-HCG a cada 03
(trés) meses, devido, ou ao tratamento - cujos medicamentos utilizados alteram
enzimas hepaticas, assim como a fungao imune do paciente - ou a prépria evolucao
clinica da doenca.

Apds enquadramento quanto aos critérios de inclusdo/exclusao, os pacientes

foram informados sobre o estudo e o consentimento livre esclarecido foi obtido.

3.1.1 Critérios de inclusao

A- Homens ou mulheres com idade entre 20 a 60 anos.
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B- Pacientes com hepatite C em tratamento com interferon peguilado
associado a ribavirina, conforme critérios de inclusdo da Portaria n® 34 de 28 de
setembro de 2007, descrito a seguir, sob denominagao protocolo clinico para
tratamento de hepatite C.

C- Pacientes com hepatite C apds a 122 semana de tratamento com interferon
peguilado associado a ribavirina.

D- Pacientes com sorologia positiva para VHC sem tratamento especifico.

E - Individuos saudaveis, eutréficos, sendo soro negativos para VHC, HBV,
HIV, HbsAg, anti-HBc total e anti-VHC.

F- Potencial de engravidar (se sexo feminino):

a) O sujeito da pesquisa nao poderia ter potencial de engravidar, definido
como: pés menopausa por pelo menos 1 ano ou cirurgicamente estéril (ligadura
tubéria bilateral, ooferectomia bilateral ou histerectomia).

b) Se com potencial de engravidar, deveria ter teste de gravidez negativo
realizado na fase de selecao.

A inclusdo ou nao do paciente no projeto foi de espontanea responsabilidade
do paciente, quando este assinava o termo de consentimento livre e esclarecido

apresentado.

3.1.2 Critérios de exclusao

A- Estados fisiolégicos, condicdes médicas prévias e/ou concomitantes

- presenca de outras afeccdes patolégicas sistémicas associadas, tais
como infec¢Oes ou neoplasias, desordens auto-imunes;

- dados clinicos ou bioldgicos sugestivos de doenca renal cronica;

- alcoolismo cronico;

- co-infeccao com HIV;

- pacientes com conhecida ou suspeita de hipersensibilidade a
farmacos;

- pacientes que estevam participando de outros estudos;

- utilizacdo prévia de suplementos que possuiam na sua composicao

vitaminas C e E, e/ou mineral zinco.
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3.1.3 Dados obtidos

A- Anamnese e exame fisico completos

- Dados constitucionais: data de nascimento (idade), sexo;

- Tempo de diagnostico, modo de transmissao, genotipo;

- Uso de cigarros, de bebidas alcodlicas e medicamentos, atividade
fisica;

- Historia patoldgica pregressa: outras doengas associadas;

- Dieta, peso corporal, altura, indice de massa corpérea, gasto
energético basal, gasto energético total, recordatério alimentar de 24h e diario de

freqUiéncia alimentar.

3.1.4 Caracterizacoes da Amostra

Tabela 01 — Caracteristicas demograficas e clinicas dos grupos controle
(negativo - Gl e positivo Gll) e grupo experimental (Glll).

Caracteristicas % Média + DP
Gl Gl Gl Gl Gl Gl

Sexo

Masculino 58,33 5555 66,66

Feminino 41,67 44 .45 33,34

ldade (anos) 39,91+11,76 45 + 9,85 47+7.61
Atividade fisica - 33,33 27,27

Peso atual (kg) - 69,8 + 13,82 81,78+16,39
IMC (kg/m?) - 24,62 +4,73 27,89+3,7
NET (Kcal/dia) - 2249,11 + 2352 2418,33 + 371,72
Doencas - 22,22 -

associadas SDM!

Resultados expressos em percentual e média + DP.

A amostra foi composta de 32 individuos, sendo 12 individuos saudaveis;
constituindo o grupo controle negativo — Gl, oriundo do Banco de Sangue do HU; 9
pacientes com hepatite C sem tratamento especifico, constituindo o controle positivo
— Gll, e 11 pacientes com hepatite C em tratamento com inteferon peguilado
associado a ribavirina - Glll. A partir dos dados apresentados na tabela 01, verifica-
se que os grupos foram parcialmente homogéneos em relagdo ao sexo e idade. Em

relagcdo ao peso dos individuos, observa-se que o grupo experimental — pacientes
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com hepatite C em tratatamento com interferon associado a ribavirina apresentou
um peso de aproximadamente 15% maior que os pacientes com hepatite C sem
tratamento especifico — Gll. Isto se reflete, conseqiientemente, no indice de massa
corporal — IMC, onde foi verificado que o controle positivo — Gll encontra-se no
estado nutricional de eutrofia, enquanto que o grupo experimental — Glll apresentou
sobrepeso.

Na tabela 02, podem ser observados as caracteristicas do grupo controle
positivo — Gll e grupo experimental — Glll, quanto a doenca causada pelo virus VHC.
Em relacdo ao tempo de diagnéstico, observa-se que o grupo experimental - Glll,
apresentou um tempo menor que o Gll - controle positivo, além de apresentarem
predominantemente o genétipo 1, sendo este um fator considerado evolutivo de um
pior prognéstico na evolugdo da doenga. Embora o controle positivo também
apresentar um predominio do gendtipo 1, o percentual de pacientes com este
gendtipo foi menor que o grupo experimental. Quanto ao modo de transmissao do
virus HCV, verificou-se o predominio da transfusdo no grupo experimental e de
forma desconhecida no grupo controle positivo.

Tabela 02 — Caracteristicas clinicas da hepatite C no grupo controle positivo —
Gll e grupo experimental - GllI.

Caracteristicas % Média = DP
Gl Gl Gl Gl

Tempo diagndstico 5,00+5,90 3,86 + 3,50

(anos)

Gendtipo

1 66,66 93,33

2e 3 33,34 6,66

Modo de Transmissao

Transfusao 46,66

uDlI 13,33

Material contaminado 22,22 13,33

(dentista)

Acidente ocupacional 22,22 6,68

Desconhecido 55,56 20,00

Resultados expressos em percentual e média + DP.

3.1.5 Definicoes
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A hepatite viral C, pela sua magnitude, diversidade viroldgica, formas de
transmissao, evolugao clinica, além da sua complexidade diagndéstica e terapéutica,
demanda, por parte dos gestores do Sistema Unico de Saude (SUS), politicas
especificas no campo da saude publica.

O Programa Nacional de Hepatites Virais (PNHV/DEVEP/SVS) criado para
desenvolver e executar acoes especificas referentes as hepatites virais tem como
objetivo coordenar as agdes desenvolvidas nas outras esferas do Ministério da
Saude. Desta forma, o PNHV, por meio da Portaria n? 34 de 28 de setembro de

2007, estabelece o protocolo clinico-terapéutico para hepatite crénica C.
3.1.5.1 Protocolo clinico para tratamento de hepatite C

Foram incluidos no Protocolo de Tratamento aqueles pacientes que possuiam
todas as seguintes caracteristicas:

- Hepatite Viral Aguda C

a) Critérios diagnésticos para Hepatite aguda pelo VHC:

a.1. Soroconversao anti-VHC documentada, em paciente com quadro clinico
de Hepatite Aguda (paciente que no inicio dos sintomas apresenta anti-HCV
negativo e que converte para anti-VHC positivo na segunda dosagem - realizada
com intervalo de 90 dias);

a.2. Quadro laboratorial de anti-VHC negativo com detecgdao do VHC-RNA por
biologia molecular (qualitativo), realizado por volta de 90 dias apds o inicio dos
sintomas ou da data de exposicdo, quando esta for conhecida em paciente com
histérico de exposicao potencial ao virus da hepatite (VHC).

b) A bidpsia hepatica s6 é justificada, nesta situagcdo, em caso de duvidas
diagnosticas.

- Hepatite Viral Crénica C

a) ser portador do VHC - Deteccdo do VHC-RNA por biologia molecular
(qualitativo);

b) ter realizado, nos ultimos 24 meses, bidpsia hepatica onde tenham sido
evidenciadas as seguintes caracteristicas:

b.1. Atividade necro-inflamatéria de moderada a intensa (maior ou igual a A2
pela classificacdo Metavir ou atividade portal ou peri-septal grau 2 ou maior pela

classificagcdo da Sociedade Brasileira de Patologia) e;
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b.2. Presenca de fibrose de moderada a intensa (maior ou igual a F2 pelas
classificagcdes Metavir ou Sociedade Brasileira de Patologia);

c) terentre 12 e 70 anos; e

d) ter contagem de plaquetas acima de 50000/mm? e de neutréfilos acima de
1500/mm?®.

Nao foram incluidos no Protocolo de Tratamento, tanto com intereferon-alfa
como também com interferon peguilado, pacientes com as seguintes caracteristicas:

a) tratamento prévio com interferon peguilado (associado ou nao a ribavirina);

b) consumo abusivo de alcool nos Ultimos 6 meses;

C) hepatopatia descompensada;

d) cardiopatia grave;

e) doenca da tiredide descompensada;

f) neoplasias;

g) diabetes mellitus tipo 1 de dificil controle ou descompensada;

h) convulsbes ndo controladas;

i) imunodeficiéncias primarias;

j) homens e mulheres sem adequado controle contraceptivo;

k) gravidez (beta-HCG positivo).
3.1.6 Avaliacao Nutricional

Realizou-se o calculo das necessidades nutricionais, assim como avaliacao

nutricional através dos dados antropométricos e de avaliagcao do consumo alimentar.
3.1.6.1 Antropometria

Incluiu a avaliacdo do peso, altura e célculo do indice de massa corporal. Os
pacientes foram pesados em uma balanga da marca Welmy®, modelo 110,
capacidade maxima de 150 kg e minima de 2 kg, especificidade de 100g. A estatura
foi avaliada por estadidmetro préprio da balanga referenciada acima, segundo as
recomendagdes da OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1998). Com os
dados de peso e estatura, foi calculado o indice de massa corporal (IMC), que
consiste no peso em kg, dividido pelo quadrado da estatura em metros. A avaliacao
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do estado nutricional dos pacientes foi diagnosticada conforme recomendagdes da
OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1998), como seguem:

o 20 kg/m2 < IMC > 24,9 kg/m? : peso normal ou eutroéfico;

o 25 kg/m2 < IMC > 29,9 kg/m? : sobrepeso;

o 30 kg/m2 < IMC > 34,9 kg/m? : obesidade grau I;

o 35 kg/m2 < IMC > 39,9 kg/m? : obesidade grau ll;

o IMC > 40 kg/m? : obesidade grau lll.

3.1.6.2 Avaliacao do Consumo Alimentar

Foi realizado anamnese nutricional, o recordatério alimentar de 24h e o
questionario de freqiéncia alimentar (Apéndice |) para célculo da ingestao alimentar
e conhecimentos dos habitos alimentares dos pacientes do estudo, com a finalidade

de terapia nutricional preservando os habitos alimentares dos pacientes em estudo.
3.1.6.3 Determinacao das necessidades nutricionais e terapia nutricional

As necessidades energéticas foram calculadas de acordo com a Equacéao de
Harris-Benedict (1919), por considerar o estado patoldgico do paciente, uma vez que
considera a taxa de metabolismo basal (TMB), multiplicada pelo Fator Atividade
(FA), pelo Fator de Leséao (FL) e pelo Fator Térmico (FT), sendo empregado como
fator de les@o o valor de 1,4 e o fator térmico de 1,1.

. Homens: TMB = 66,47 + (13,75 . P*) + (5,00 . A*) - (6,76 . I)

J Mulheres: TMB = 655,1 + (9,56 . P*) + (1,85 . A*) - (4,68 . I)

* P = Peso em Kg/ *| = Idade em anos/ *A = Altura em cm
> Gasto Energético Total: TMBx FAx FLx FT

A partir das avaliagbes antropométricas e energéticas foi estabelecido um
plano alimentar normocalérico, normoproteico, normoglicidico e normolipidico,
segundo as recomendagdes de macronutrientes e micronutrientes da DRI's (NAS,
2001), sendo calculado pelo programa NUTWIN da Universidade Federal de Sao
Paulo, versao 1.5.2.51-2005, utilizando-se como base de dados da composicao
quimica dos alimentos a tabela TACO, UNICAMP, versdao 2. O periodo de

intervencao nutricional foi de seis meses, juntamente com a suplementacdo com o
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intuito de a dieta nao interferir nas analises do estresse oxidativo nos pacientes com
hepatite C, durante o periodo de intervencao suplementar com as vitaminas C e E, e

o mineral Zn.

3.1.7 Suplementacao

Para a suplementagao de vitamina E, C e o mineral Zn, utilizou-se como

referéncia as quantidades sugeridas por Nathens e colaboradores (2002), as quais

sao baseadas na Upper Intake Level (UL), sendo 0,8 UL (= 54 x RDA) para vitamina

E, na forma de acetato DL-a-tocoferol (Galena Quimica e Farmacéutica Ltda® ) e

manipulado pela farmécia Férmula Indicada ®, na concentragdo de 800 mg/dia. Para

vitamina C, 0,5 UL (= 5,5 x RDA), na forma revestida (Pharma Nostra®) e

manipulada pela farmécia Férmula Indicada ®, na concentragdo de 500 mg/dia. Para

o mineral Zn, sendo 1 UL (= 3,6 x RDA), na forma de zinco quelato (Pharma

Nostra®) e manipulada pela farmacia Formula Indicada ®, na concentragdo de 40
mg/dia. O composto suplementar final foi de 4 capsulas ao dia, sendo prescrita 2
vezes ao dia, ou seja 2 capsulas por horario, nos seguintes horarios, 10h e 15h,

intervalos das refeicbes, por um periodo de 6 meses.

3.1.8 Estratégia apos selecao dos pacientes

Os pacientes inclusos no projeto seguiram os critérios de incluséo,
respeitando o termo de consentimento livre esclarecido, sendo apds a selegao,
realizada a anamnese clinica e nutricional dos pacientes para obtengcao da histéria
clinica da doenca assim como dos dados obtidos, conforme descritos anteriormente.

As defesas antioxidantes e os biomarcadores de estresse oxidativo no
presente trabalho foram determinados nos 32 pacientes, sendo 12 individuos
saudaveis, 11 pacientes com hepatite C em tratamento com interferon peguilado
associado a ribavirina e 9 pacientes com hepatite C sem tratamento especifico, em
duas oportunidades, ou seja: a primeira determinacdo precedendo a terapia
antioxidante e a segunda determinacdo apdés 6 meses de terapia antioxidante. A
terapia antioxidante consistiu na administracao de vitamina E 800 mg/dia, vitamina C
500 mg/dia e Zn 40 mg/dia, baseados na Tolerable Upper Intake Level - Dietary
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References Intakes (NAS-UL-DRI’s-2001), preconizadas pelo Institute of Medicine e
publicada pela National Academy Press em 2002 (NAS-DRI’'s 2001). Os pacientes
tiveram seu sangue coletado por uma mesma pessoa, no mesmo dia da semana e
no horario entre 8 e 10 h da manha, com o objetivo de respeitar o ciclo circadiano.
Foram coletados 15 ml de sangue pré e pés-terapia antioxidante. O material
biol6gico, apds processado (obtencao imediata de extratos acidos e separagédo de
plasma e eritrécitos), foi armazenado em nitrogénio liquido e usado apenas para
realizacao dos exames propostos, sendo posteriormente desprezados. Foram
observados os mesmos cuidados técnicos de coleta e conservacdo do material

biol6gico até a analise laboratorial final.
3.2 Analise Estatistica

Para comparacoes estatisticas dos marcadores de estresse oxidativo dentro
dos grupos | e I, antes da intervengdo com suplementagao antioxidante por 6 meses,
foram realizadas usando o teste t de Student ndo pareado. Para comparacdes
estatisticas dos marcadores de estresse oxidativo no grupo Il — pacientes com
hepatite C sem tratamento, e no grupo lll - pacientes com hepatite C em tratamento
com interferon peguilado associado a ribavirina, antes e apdés o periodo de
suplementacao antioxidante, foi utilizado ANOVA Two-Way (duas vias), com pos-

teste de Bonferroni, admitindo sempre um nivel minimo de significancia de p<0,05.

3.3 Consideracdes Eticas

Para a realizacao deste ensaio clinico, o presente protocolo foi encaminhado
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa
Catarina, em junho de 2007, protocolo N°. 120/07-CEP (Anexo 1). O protocolo
experimental atendeu ao que determina a Resolugdo n° 196/1996, do Conselho
Nacional de Saude, sobre pesquisas clinicas bem como principios éticos, cientificos
e técnicos consoantes com os padrdes de aceitagdo internacional para ensaios
clinicos (normas de Good Clinical Practice). Cada paciente preencheu o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice II).
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3.4 Protocolo Experimental

Imediatamente apds a coleta de amostra sanglinea de cada individuo, via
venosa, em tubo contendo heparina (ou sem heparina para obtencdo do soro), uma
aliquota de sangue foi separada e precipitada em &acido tricloroacético (TCA) 12%
(1:4, v:v), sendo estocada imediatamente em nitrogénio liquido (-170°C), até a
determinagdo da concentracdo de GSH. A separacao dos eritrécitos e plasma, os
quais foram utilizados para os ensaios dos marcadores de estresse oxidativo, foi
realizada através de centrifugacao rapida (3000 g durante 3 min) do sangue total,
para obtencao da fracdo plasmatica e eritrocitos. As amostras foram imediatamente
estocadas em nitrogénio liquido até andlise no laboratério de Ecofisiologia
Respiratéria, CCB, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Esta etapa
de preparacao das amostras foi realizada nos locais de coleta: Hospital Universitario
de Florianépolis, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Hospital Nereu
Ramos — Pélo e na Policlinica Il — Unidade Centro em Floriandpolis. Este material foi
enviado para o Laboratério de Ecofisiologia Respiratéria da UFSC acondicionado em
botijao de transporte contendo nitrogénio liquido, o que confere integridade as
amostras, ja que os tidis nao protéicos e as enzimas antioxidantes permanecem
estaveis em nitrogénio liquido por 6 meses (PALACE et al., 1990).

Neste ultimo laboratério, ap6s a retirada do material coletado para realizagao
das analises, os eritrécitos foram lavados 2 vezes com solugdo salina e depois
centrifugados (5000 g por 3 min), para posteriormente sofrerem lise por sucessivos
congelamentos e descongelamentos. Uma ultima centrifugagao (5000 g, por 5 min)

forneceu o sobrenadante (hemolisado) para analise dos diferentes parametros.

3.5 Equipamentos

As pesagens foram realizadas em balanga analitica marca Ohaus® modelo
AR2140. Os valores de pH foram medidos com pH-metro marca Digimed®, modelo
DM20. A avaliacdo das defesas antioxidantes enzimaticas, conteudos de GSH e
outros marcadores de estresse oxidativo foram realizados com o auxilio de um
espectrofotémetro UV-visivel, duplo feixe, marca/modelo GBCUV 916 acoplado a um

software apropriado € a um termostatizador eletrénico (sistema Peltier). A avaliacao
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da vitamina E foi realizada em aparelho HPLC SCL 10 AVP Shimadzu®, Detector
SPD-M10AVP Shimadzu — Diode Array Detector®, e a vitamina C foi analisada em
aparelho HPLC LC-10AD Shimadzu, Detector ESA Coulochem Il (eletroquimico). A
MPO foi determinada em leitor de Elisa (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey,
EUA). As enzimas AST, ALT, GGT e ALP foram lidas no equipamento EQ : BT 3000
plus, Wiener Lab, versédo 1.7.6.0/RT.

3.6 Reagentes

A enzima GR, os reagentes &cido tiobarbitarico (TBA), acido ascorbico,
albumina, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 5,5 -ditiobis-2-acido nitrobenzéico
(DTNB), D-o-tocoferol, epinefrina, nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato na
forma reduzida (NADPH), GSH, GSSG, H.O. e tert-butil hidroperoxido foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). Todos os outros reagentes

usados foram de grau analitico.

3.7 Defesas Antioxidantes e Marcadores de Estresse Oxidativo

3.7.1 Defesas antioxidantes enzimaticas

3.7.1.1 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida em 480 nm, de acordo com o método de Misra
& Fridovich (1972), modificado por Boveris e colaboradores (1983), mediante a
oxidagdao da adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0), que produz o anion
superéxido e um cromoforo réseo, o adrenocromo. Quando a amostra era colocada
na cubeta a enzima (SOD) presente nesta aliquota retardava sua formacdo. Numa
cubeta contendo 1,95 ml de tampéo glicina 50 mM, pH 10,2, foram adicionados 50 ul
de adrenalina 60 mM (mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco ambar para
evitar a oxidagao). A velocidade inicial de formagdo do adenocromo foi monitorada
durante cerca de 100 s do inicio da reagdo, com acréscimo de absorbancia a cada
intervalo de 15 s em torno de 0,013-0,015 unidades, para entao adicionar diferentes

aliquotas da amostra, geralmente em torno de 50 a 100 ul, dependendo da



68

concentracdo e atividade da enzima presente nesta aliquota. O tempo total de
monitoramento da reacao foi de 3 min. Curvas de 4 ou 5 pontos permitiram avaliar
indiretamente a atividade enzimatica da SOD, medidas em duplicata. Os valores,
obtidos em duplicata, da SOD (U SOD mL™") foram expressos em termos de
atividade da enzima, onde uma unidade arbitraria de SOD € definida como a
quantidade de SOD necessaria para diminuir a metade a velocidade de formagao do
adrenocromo (MISRA & FRIDOVICH, 1972). As amostras foram tratadas por uma
mistura de cloroférmio:etanol (3:5 v:iv), e em seguida por adicdo de agua destilada;
apds as amostras foram agitadas vigorosamente e centrifugadas (5000 g durante 4
min) para retirar a hemoglobina presente nos lisados e impedir a geracdo e
interferéncia do anion superoéxido artefatual no ensaio (MISRA & FRIDOVICH, 1972).

3.7.1.2 Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi analisada segundo Aebi (1984), que se
baseia na velocidade de degradacao do peréxido de hidrogénio, solugdo fresca de
10 mM em tampao fosfato 50 mM pH 7,0 preparada no dia da andlise, onde em 2 mL
desta solucdo em cubeta adicionou-se 20 uL do lisado e procedeu-se a leitura em
240 nm, durante 30 segundos. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas e
os valores expressos em mmol min~' mL™". Diluices finais minimas de 500 vezes
impediram a acao peroxidativa das hemoglobinas presentes nos lisados (AEBI,
1984).

3.7.1.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A enzima GPx catalisa a reducédo de peroxido de hidrogénio, bem como de
outros hidroperéxidos, utilizando a GSH como substrato para esta reacéo,
produzindo GSSG (JONES et al.,1981; EPP et al., 1983). Para a determinagao desta
enzima foi utilizado o método de Flohé & Gunzler (1984) usando 10 ul de amostra e
10 ul de tert-butilhidroperoxido (t-BuOOH) colocados em 1 ml de um meio de reagao.
Este meio de reacéo (50 ml) é composto de 25 ml de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0,
8,6 mg de NADPH, 10 ml de acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) 5 mM pH
7,0, 15 ml de agua destilada, 24 mg de GSH, 3,8 ul de GR 5U e 100 ul de KCN 50
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mM colocado momentos antes do ensaio. O método baseia-se em dismutar o
tBUOOH pela oxidacao de GSH e formacao de GSSG, catalisada pela GPx. Mas a
medida consiste na oxidacao (diminuicao da absorbancia) do NADPH medido em
340 nm, ja que o NADPH ¢ utilizando na regeneracdo de GSH pela GR. Portanto, a
velocidade de oxidacdo do NADPH é proporcional a velocidade de producao de
GSSG a partir de GSH catalisada pela GPx presente na amostra. Os valores,
obtidos em duplicata, foram expressos em pmol min™ mL™. O KCN adicionado ao
ensaio evita a interferéncia do anion superéxido no ensaio e a superavaliacdo da
enzima devido & oxidagao da hemoglobina (FLOHE & GUNZLER, 1984).

3.7.1.4 Glutationa Redutase (GR)

O método utilizado foi o de Calberg & Mannervick (1985), que verifica, em 340
nm, a taxa de oxidacdo do NADPH devido a formacéao de glutationa reduzida, a partir
da GSSG, pela acdo da GR, enzima presente na amostra, em um meio de reacao
(50 ml) contendo tampao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 32,7 mg de
glutationa oxidada, 10 ml de DTPA 5 mM pH 7,0 e 15 ml de agua destilada. Os
valores da atividade, analisadas em duplicata foram também expressos em umol

min~' mL™".
3.7.1.5 Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade da GST foi medida em 340 nm, de acordo com Habig e
colaboradores (1976). A amostra era adicionada a um meio contendo 10 ul de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB), 10 ul de GSH 0,1 M e 970 ul de tampéao
fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na cubeta de referéncia utilizou-se 980 ul de
tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, 10 ul de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) e 10
ul de GSH 0,1 M . Esta técnica tem como principio o uso de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) como substrato, para que a enzima presente na amostra
conjugue a GSH ao CDNB e forme um cromoforo detectavel em 340 nm, atividade
esta monitorada durante 60 s. As andlises foram feitas em duplicatas e os valores

expressos em pumol min”' mL™". Lisados muito concentrados foram diluidos para
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evitar densidades Opticas elevadas na cubeta, o que poderia interferir na avaliagao

da cinética enzimatica, medidas sempre em duplicata.
3.7.2 Analise das Defesas Antioxidantes ndao Enzimaticas
3.7.2.1 Glutationa Reduzida (GSH)

A concentragdo de GSH sanguinea foi determinada através dos tidis nao
protéicos, ja que a GSH representa aproximadamente 95% destes tidis (BEUTLER
et al, 1963). Para avaliar a concentracdo eritrocitaria de pequenos tidis em
precipitado acido (TCA 12%, 1:4, v:v), foi empregado o método de Beutler e
colaboradores (1963). A adicao de 0,2 ml de acido 2-nitrobenzéico 2,5 mM (DTNB)
nas cubetas contendo 1,9 ml de tampao Tris-HCL 0,2 M pH 8,0 e 0,1 ml da amostra,
permitia, apos cerca de 3 min e agitacao da cubeta, a obtengcdo maxima de formacao
do anion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel em A412. Os valores foram

medidos em duplicata, e expressos em pmol mL™".

3.7.2.2 Vitamina E

A determinacdo quantitativa da vitamina E foi realizada através de
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC), através de deteccao UV, em 292 nm,
segundo o método de Nicoletti e colaboradores (2001). Pipetou-se 100 ul de etanol,
em um tubo com tampa, adicionou-se 100 pl do plasma, agitou-se em vortex por 10
s e adicionou-se 100 ul de hexano. Agitou-se em vortex por mais 45 s e centrifugou-
se a 800 g por 5 min. Aproximadamente 75 ul do sobrenadante (fase hexano) foram
transferidos para um tubo e o hexano foi evaporado em nitrogénio. Adicionou-se,
entdo, 25 ul de dietileter e 75 ul de metanol e injetou-se 50 ul deste extrato no
sistema cromatogréfico. As colunas foram eluidas isocraticamente com metanol e o
fluxo foi de 1 ml min™". A concentracdo plasmaética de a-tocoferol foi determinada

através de uma curva-padrao.

3.7.2.3 Vitamina C
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A determinagdo quantitativa do &acido ascorbico foi igualmente realizada
através de HPLC com deteccéao eletroquimica, segundo o método de Lykkesfeldt e
colaboradores (1995). Como foi medido o acido ascérbico total, foi necessario
reduzir o dehidroascorbato (DHAA) presente nas amostras. Uma aliquota do plasma
foi misturada com igual volume de acido metafosforico a 10%. Centrifugou-se a 4000
g por 10 min, em temperatura de 4 °C. Durante o ensaio as amostras foram
mantidas em gelo. O &cido ascorbico total foi medido apds redugédo do DHAA, por
adicao de 100 ul da amostra tratada a 50 ul de tampéao Tris 0,5 M, pH 9,0, contendo
dithiothreitol (DTT) 10 mM, resultando em um pH de 6,1 a 6,2, a 25°C por 5 min.
Adicionou-se 50 ul de H.SO4 0,2 M a amostra resfriada e 20 ul da mistura foi
injetada no aparelho. Para mensuracdo do acido ascérbico total (AA), 100 ul do
sobrenadante da amostra foi diluida com 100 pl de tampao Tris 0,5 M, pH 9,0,
resultando em um pH de 2,6 a 2,7, sendo apéds injetado 20 ul desta mistura no
sistema cromatografico. A fase mével foi fosfato de hidrogénio dissédico (NazHPOy,)
0,1 M, EDTA 2,5 mM e cloreto de dodeciltrimetilaménio 2,0 mM, pH 3,0 ajustado
com &cido orto-fosférico, sendo filtrada através de um filtro 0,45 um sob vacuo antes

de utilizada. O fluxo foi 1,2 ml min™.

3.7.2.4 Zinco e Ferro

O conteudo de Fe e Zn foi determinado através da técnica PIXE (Particle
Induced X-Ray Emission), como descrito por Johansson e colaboradores (1995),
junto ao Laboratério de Implantacao Iénica do Instituto de Fisica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. PIXE é uma importante técnica de analise baseada
na emissdao de raios-X induzidos por um feixe de particulas carregadas
eletricamente. Usualmente, um feixe de prétons emergente de um acelerador incide
na amostra a ser analisada com uma energia tipicamente entre 2 a 3 MeV. Os
protons excitam os elétrons das camadas mais internas dos atomos constituintes da
amostra, ionizando-os. Como os elétrons sao ejetados, gera-se entdo uma vacancia
que é preenchida por um elétron proveniente de uma outra camada eletrénica mais
externa. Na transicao deste elétron, pode ocorrer a emissao de raios-X caracteristico
de cada elemento presente na amostra. Os raios-X emitidos sdo detectados,
adquiridos através de um sistema eletrbnico de aquisicdo de dados, e
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posteriormente analisados. PIXE é uma técnica de alta sensibilidade, ndo destrutiva,
além de possibilitar o conhecimento simultdneo da composi¢cdo elementar de uma
amostra para elementos com Z = 11 em questao de poucos minutos.

As amostras analisadas neste trabalho com o uso de PIXE foram obtidas a
partir de 3 ml de sangue total, colocados em placas de Petry e levados a estufa a
50°C. Depois de secas, as amostras foram maceradas, colocadas em tubos e
reservadas em local sem luz e sem umidade. Apés, as amostras foram enviadas ao
Laboratério de Implantacao Iénica do Instituto de Fisica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, onde foram pastilhadas em pellets com o auxilio de uma prensa

hidraulica e analisadas por PIXE.

3.7.3 Determinacao dos Marcadores de Dano

3.7.3.1 Lipoperoxidacao tecidual — TBARS

A avaliagdo da peroxidagao lipidica endogena foi realizada em triplicata,
através da deteccdo em Aszs nm dos derivados de seus produtos de oxidagao,
através de substadncias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS),
destacando-se o malondialdeido, ou MDA, produzindo uma base de Shiff de
coloracao rosa (BIRD & DRAPER, 1984). As fracbes do plasma foram precipitadas
com acido tricloroacético (TCA) a 12% e agitadas vigorosamente. Em seguida,
incubadas em tampao Tris-HCI 60 mM 7,4 (0,1 mM DPTA) e &cido tiobarbitarico
(TBA) 0,73% durante 60 min a 100 °C. Apés, o material foi resfriado durante 30 min
a 5 °C e centrifugado (5 min a 10000 g) e a absorbancia do croméforo de cor résea

medida em 535 nm, sendo os valores, obtidos em triplicata, expressos em nmol ml™".

3.7.3.2 Proteina Carbonilada

O dano oxidativo a proteinas por carbonilagdo foi determinado pelo método
proposto por Reniznick & Packer (1994). Foram adicionados 200 uL do plasma em
600 uL de DPNH (2,4-dinitro fenil hidrazina). Incubou-se por 1 hora a temperatura

ambiente no escuro, com agitacdo a cada 15 min. Adicionou-se 600 uL de TCA 20
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%, agitou-se em agitador de tubos, manteve-se em banho de gelo por 10 min e em
seguida centrifugou-se por 5 min a 5000 g. Foram adicionados 800 uL de etanol-
acetato de etila, com agitacao seguinte e centrifugacdao por 5 min a 14000 g,
procedimento que foi repetido por 3 vezes, utilizando o pellet. Ao final, o excesso de
etanol-acetato de etila foi retirado com auxilio de um cotonete, adicionaram-se 600
uL de guanidina, manteve-se em banho-maria a 37 °C por 10 min e procedeu-se a
leitura a 360 nm. A concentracdo de proteinas totais foi determinada segundo o
método de Lowry, usando como padrao a albumina. A concentragdo de proteina

carbonilada foi expressa em nmol mg™.
3.7.3.3 Aspartato Aminotransferase — AST

As amostras de soro foram coletadas e conservadas em nitrogénio liquido até
envio ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Florianopolis
para realizacdo das leituras. Durante o experimento as mesmas foram mantidas em
temperatura entre 2-8 °C. A leitura das amostras foi realizada no equipamento EJ :
BT 3000 plus, Wiener Lab, versdao 1.7.6.0/RT, por método cinético (GELLA et al.,
1985; IFCC, 1986), através de Kit da Siemens®.

A AST catalisa a transferéncia reversivel do grupamento amino do L-
aspartato para o 2-oxaloglutarato, liberando oxaloacetato e L-glutamato. O
oxaloacetato é reduzido pela NADH, reacao catalisada pela malato desidrogenase,
liberando L-malato e NAD", sendo a transformacdo da NADH por oxidagdo a NAD"
monitorada em 340 nm. A consequiente redugcdo da absorbadncia em 340 nm,
monitorizada espectrofotometricamente, é diretamente proporcional a atividade da
enzima na amostra.

Preparou-se o reagente de trabalho misturando 4 volumes de tampao TRIS
pH 7,8 (a 30 °C) contendo L-aspartato com 1 volume de substrato (2-oxaloglutarato,
nicotinamida-adenina dinucleotido reduzido — NADH, malato desidrogenase e lactato
desidrogenase), e manteve-se o reagente de a temperatura de 37°C em banho-
maria. Pipetou-se na cubeta 1000 uL do reagente de trabalho e 100 uL da amostra,
anotando-se a absorbancia inicial e o cronémetro foi acionado simultaneamente.
Foram feitas novas leituras a cada minuto, apds exatamente 1, 2 e 3 min, sendo que

as diferencas entre absorbancias (AA min™") devem ser praticamente iguais,
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indicando a linearidade do método. O aumento médio de absorbancia por minuto

(AA min™") foi medido em 340 nm e a concentracéo expressa em U L.

3.7.3.4 Alanina Aminotransferase — ALT

As amostras de soro foram coletadas e conservadas em nitrogénio liquido até
envio ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Florian6polis
para realizacdo das leituras. Durante o experimento as mesmas foram mantidas em
temperatura entre 2-8 °C. A leitura das amostras foi realizada no equipamento EJ :
BT 3000 plus, Wiener Lab, versao 1.7.6.0/RT, por método cinético (Bergmeyer et al.,
1985; IFCC, 1986), através de Kit da Siemens®.

A ALT catalisa a transferéncia reversivel do grupamento amino da L- alanina
para o 2-oxaloglutarato, liberando piruvato e L-glutamato. O piruvato é reduzido pela
NADH, reacdo catalisada pela lactato desidrogenase, liberando L-lactato e NAD",
sendo a transformacdo da NADH por oxidagdo a NAD* monitorada em 340 nm. A
consequente  reducdo da absorbancia em 340 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, € diretamente proporcional a atividade da enzima na
amostra.

Preparou-se o reagente de trabalho misturando 4 volumes de tampao TRIS
pH 7,8 (a 30 °C) contendo L-alanina com 1 volume de substrato (2-oxaloglutarato,
nicotinamida-adenina dinucleotido reduzido — NADH e lactato desidrogenase), e
manteve-se o reagente a temperatura de 37 °C em banho-maria. Pipetou-se na
cubeta 1000 pL do reagente de trabalho e 100 uL da amostra, anotando-se a
absorbancia inicial e o crondmetro foi acionado simultaneamente. Foram feitas
novas leituras a cada minuto, apdés exatamente 1, 2 e 3 min, sendo que as
diferencas entre absorbancias (AA min~') devem ser praticamente iguais, indicando
a linearidade do método. O aumento médio de absorbancia por minuto (AA min™') foi

medido em 340 nm e a concentracdo expressa em U L™,
3.7.3.5 Fosfatase Alcalina — ALP

As amostras de soro foram coletadas e conservadas em nitrogénio liquido até

envio ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Florian6polis



75

para realizacdo das leituras. Durante o experimento as mesmas foram mantidas em
temperatura entre 2-8 °C. A leitura das amostras foi realizada no equipamento EJ :
BT 3000 plus, Wiener Lab, versao 1.7.6.0/RT, por método cinético-otimizado
(Bowers & McComb, 1966), através de Kit da Siemens®.

A ALP hidrolisa o p-nitrofenilfosfato (p-NFF), que nao tem cor, produzindo
fosfato e p-nitrofenol a pH alcalino. A velocidade de surgimento do anion p-
nitrofenolato (amarelo) a 405 nm, é proporcional a atividade enzimatica da amostra.
A dietanolamina (DEA), regula o pH da reagao e atua como receptor do fosfato
liberado pela fosfatase (transfosforilagdo), observando-se como resultado uma
aceleracao da reacéao.

Preparou-se o reagente de trabalho misturando 4 volumes de tampao DEA
contendo cloreto de magnésio com 1 volume de substrato (p-nitrofenilfosfato), e
manteve-se 0 reagente de a temperatura de 37 °C em banho-maria. Pipetou-se na
cubeta 1000 pL do reagente de trabalho e 10 uL da amostra, esperando-se 20 s e
anotando-se a absorbancia inicial, o cronémetro foi acionado simultaneamente.
Foram feitas novas leituras a cada minuto, apds exatamente 1, 2 e 3 min, sendo que
as diferencas entre absorbancias (AA min™') devem ser praticamente iguais,
indicando a linearidade do método. O aumento médio de absorbancia por minuto

(AA min™") foi medido em 405 nm e a concentragéo expressa em U L.

3.7.3.6 Gama-glutamiltransferase (GGT)

As amostras de soro foram coletadas e conservadas em nitrogénio liquido até
envio ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Florian6polis
para realizacdo das leituras. Durante o experimento as mesmas foram mantidas em
temperatura entre 2-8 °C. A leitura das amostras foi realizada no equipamento EJ :
BT 3000 plus, Wiener Lab, versao 1.7.6.0/RT, por método cinético-colorimétrico
(Schumann et al., 2002), através de Kit da Siemens®.

A GGT catalisa a transferéncia do grupamento y-glutamil da y-glutamil-3-
carboxi-4-nitroanilida para a glicilglicina, liberando y-glutamilglicilglicina e 3-carboxi-
4-nitroanilina. A 3-carboxi-4-nitroanilina apresenta elevada absor¢cao em 405 ou 410
nm e a quantidade liberada é diretamente proporcional a atividade da GGT na

amostra (IFCC Methods, 2004). Preparou-se o reagente de trabalho misturando 4
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volumes de tampao (glicilglicina 206,25 mmol L™, hidroxido de sédio 130 mmol L™,
pH 7,9) com 1 volume de substrato (y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 32,5 mmol L™
'), e manteve-se o reagente de & temperatura de 37°C em banho-maria. Pipetou-se
na cubeta 1000 uL do reagente de trabalho e 100 uL da amostra, anotando-se a
absorbancia inicial e o crondmetro foi acionado simultaneamente. Foram feitas
novas leituras a cada minuto, apds exatamente 1,2 e 3 min, sendo que as diferencas
entre absorbancias (AA min~') devem ser praticamente iguais, indicando a
linearidade do método. O aumento médio de absorbancia por minuto (AA min™) foi

medido em 405 nm e a concentragao expressa em U L.
3.7.4 Determinacao da Mieloperoxidase

As amostras de soro foram coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido.
Nos dias dos experimentos, as amostras foram descongeladas em temperatura
ambiente. Volumes de 40 pL da amostra ou do padrao (MPO de neutréfilos humanos
0,7-140 mU mL™") foram transferidos para cubetas e a reagdo bioquimica iniciada
com a adi¢do de 360 pL de meio tampao (0,167 mg mL™" de o-dianisidina 2HCI, 0,1
ml de H2O2 30%, H.O destilada e NaH,PO, 50 mM). Ap6s 15 min de incubacédo a
temperatura ambiente, a reacdo enzimatica foi interrompida com a adicdo de 30 uL
de azida soédica 1% (Rao et al, 1993). A seguir, as amostras foram centrifugadas
(5000 g, por 5 min), e o sobrenadante transferido para cubetas, para posterior leitura
das densidades éticas a 450 nm em leitor de Elisa (Organon-Tecknica, Roseland,
New Jersey, EUA). Curvas-padrao com concentragdes conhecidas da MPO (0,7-140
mU mL™") também tiveram suas densidades 6ticas determinadas, permitindo a
quantificacao dos valores desconhecidos. Os valores da MPO foram expressos em

mU mL™", com o auxilio da equagao de reta.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do Consumo Alimentar

Na anadlise do consumo alimentar, os macronutrientes (carboidratos, lipidios e
proteinas) ficaram acima do recomendado pela RDA-DRI's (NAS, 2001). No
entanto, quando calculamos a energia consumida por dia, referente aos
macronutrientes, observamos que a mesma ficou abaixo do recomendado em média
pela RDA-DRI's (NAS, 2001) em ambos 0s sexos. Considerando os
micronutrientes, vitaminas E e C e o mineral Zn, observamos que a ingestao diaria
de vitamina C encontra-se adequada em ambos 0s grupos € sexos, ja a vitamina E
ficou abaixo da referéncia segundo a RDA-DRI’'s (NAS, 2001) (55,5% - Gll e 59,93%
- Glll). Quanto a ingestao diaria de Zn, apenas o sexo masculino do Gll e o sexo
feminino do GlllI ficaram abaixo das recomendagdes conforme a RDA-DRI's (NAS,
2001).

Tabela 03 — Comparacado entre os grupos controle positivo — Gll e grupo
experimental — Glll em relagao ao consumo alimentar e as RDA-DRI's (NAS, 2001).

DRI's Grupo Il - Controle Grupo lll -
Positivo Experimental
Energia M - 2349 M —1919,82+302,50 M —1861,35+150,80
(kcal/dia) F - 1982 F —1569,26+273,80 F —1260,20+385,95
Carboidrato 130 254,02+19,50 235,75+14,70
(g/dia)
Proteina (g/dia) M - 56 M —72,09+13,90 M —93,98+13,37
F - 46 F —58,16+20,8 F —44,86+21,33
Lipidio (g/dia) 20-35 58,53+7,52 53,43+5,48
Vit. C (mg/dia) M-90 M —92,10+49,70 M — 150,2+40,13
F-75 F —108,52451,02 F -132,60+127,90
Vit. E (mg/dia) 15 6.68+3.69 6.01+2.15
Zn (mg/dia) M-11 M —9,62+2,13 M —10,80+1,14
F-8 F —8,46+3,26 F —4,50+3,26

Resultados expressos em média = erro padrdo. Considerando F — sexo
feminino e M — sexo masculino.

4.2 Determinacao das Defesas Antioxidantes Enzimaticas
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4.2.1 Atividade da SOD

A SOD (figura 13), apresentou diferenga significativa entre os grupos | e |l
(p<0,001), segundo o teste t de Student ndo pareado, nas determinagdes iniciais.
Conforme andlise da ANOVA em duas vias seguida do pos-teste de Bonferroni,
entre os grupos Il e Ill antes da suplementacdo antioxidante, houve diferenca
significativa (p<0,05). Apds a suplementagado por 6 meses, ndo apresentou nenhuma
alteracao significativa nos grupos Il e Ill (p = 0,16; 0,21; respectivamente), embora
tenha sido observada uma tendéncia de aumento no grupo Il e uma tendéncia de
diminuig&o no grupo Ill.
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Figura 13 — Atividade da Superdxido dismutase (SOD) no sangue de individuos saudaveis—
banco de sangue (Grupo I; n=12) e pacientes com hepatite C sem tratamento especifico (Grupo Il; n=9), e
em tratamento com interferon associado a ribavirina (Grupo lll; n=11), no intervalo de 6 meses, antes e
apos a administracao de vitamina E, vitamina C e o mineral Zn. Os resultados representam a médiaterro
padréo. Teste t de Student ndo pareado para comparagao dos grupos Il e lll antes da suplementagcdo. ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni entre a determinacéo inicial e apés 6 meses de suplementacéao
antioxidante nos grupos Il e Ill. A diferenga estatistica pelo teste t de Student ndo pareado foi simbolizada pela
letra grega a em cima da barra dos graficos e a diferenca estatistica pela ANOVA de duas vias foi simbolizada
pelo asterisco em cima da barra, sendo * *p<0,05; ** **p<0,01; “** ***p<0,001.

4.2.2 Atividade da CAT

A atividade enzimatica da CAT (figura 14), considerando o teste t de Student
nao pareado entre os grupos | e Il nas determinacgdes iniciais, apresentou diferenca
estatistica com p<0,01. Conforme analise da ANOVA de duas vias seguida do teste
de Bonferroni, apds a suplementacao por 6 meses, os grupos Il e lll apresentaram

alteracao significativa, com p<0,001 em ambos os grupos.
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4.2.3 Atividade da GPx

A atividade da GPx (figura 15), apresentou perfil semelhante ao da SOD

(Figura 07). No entanto, segundo o teste t de Student ndo pareado, ndao houve

alteragao significativa entre os grupos | e Il nas determinagdes iniciais, embora tenha

sido observada uma tendéncia de aumento. Ja apdés 6 meses de suplementacao

antioxidante, houve um aumento significativo no grupo Il (p<0,05) e uma diminuigao

significativa na atividade da glutationa peroxidase no grupo Ill (p<0,05).
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Figura 15 — Atividade da Glutationa peroxidase (GPx) no sangue (lisados). Detalhes semelhantes

aos da figura 13.

4.2.4 Atividade da GR

A atividade da GR (figura 16), considerando as determinagbes iniciais,

apresentou diminuigcdo significativa entre os grupos | e Il (p<0,01), de acordo com o
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teste t de Student nao pareado. Segundo analise da ANOVA de duas vias, seguida
do pos-teste de Bonferroni, entre os grupos Il e Il antes da suplementacéo
antioxidante houve diferenca significativa (p<0,001), ja ap6s a sulementacao por 6
meses, apenas o grupo Il apresentou uma diminuicdo significativa (p<0,001),

permanecendo inalterada a atividade a glutationa redutase no grupo Il.
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Figura 16 — Atividade da Glutationa redutase (GR) no sangue (lisados). Detalhes semelhantes aos
da figura 13.

4.2.5 Atividade da GST

Considerando as determinacdes iniciais da atividade da GST (figura 17), nao
foi observada alteracdo significativa entre os grupos | e Il, segundo o teste t d
Student ndo pareado. No entanto quando aplicado anélise da ANOVA de duas vias
seguida do pés-teste de Bonferroni, antes da suplementacédo antioxidante observou-
se um aumento significativo entre os grupos Il e Ill (p<0,001), monstrando um
aumento da atividade da GST nos pacientes com hepatite C em tratamento com
interferon associado a ribavirina. Ja apds 6 meses de suplementacao antioxidante, a
GST mostrou uma atividade diminuida em ambos o0s grupos suplementados
(p<0,001).
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Figura 17 - Atividade da Glutationa S-transferase (GST) no sangue (lisados). Detalhes
semelhantes aos da figura 13.

4.3 Determinacao das Defesas Antioxidantes nao Enzimaticas
4.3.1 Glutationa Reduzida (GSH)

Quanto as concentracdes sanguineas de GSH (figura 18), considerando as
determinagdes iniciais, ndo houve alteracao significativa entre os grupos | e Il
segundo o teste t de Student ndo pareado, embora tenha sido observada uma
tendéncia de diminuicdo na concentracao de glutationa reduzida. Apés 6 meses de
suplementacao com vitaminas E e C, e o mineral Zn, houve um aumento significativo
nas concentracbes de GSH nos grupos Il e Ill, com p<0,05 e p<0,001,
respectivamente, apds aplicar andlise da ANOVA de duas vias seguida do teste de

Bonferroni.
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Figura 18 — Concentracdo de Glutationa reduzida (GSH) no extrato acido do sangue total.
Detalhes semelhantes aos da figura 13.
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4.3.2 Vitamina E

Nas determinacbes iniciais, a concentragcdo plasmatica de vitamina E
apresentou uma diminuicao significativa, segundo o teste t de Student ndo pareado,
entre os grupos | e Il (p<0,001). Considerando as determinagbes antes da
suplementacao antioxidantes, quando aplicada a analise da ANOVA de duas vias
seguida do poés-teste de Bonferroni, foi observado um aumento significativo da
concentracao plasmatica de vitamina E nos pacientes com hepatite C em tratamento
com interferon associado a ribavirina (grupo IllI), quando comparado aos pacientes
com hepatite C nao tratados (grupo II) (p<0,001). J& apdés 6 meses de
suplementacdo com vitaminas E, C e o mineral Zn, foi observada uma deplecao

siginificativa da concentrag@o plasmatica de vitamina E no grupo lll (p<0,001).
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Figura 19 — Concentracéo de vitamina E no plasma. Detalhes semelhantes aos da figura 13.

4.3.3 Vitamina C

As determinacdes de vitamina C plasmatica nos pacientes nao permitiram sua
inclusdo no presente trabalho, provavelmente em decorréncia de problemas
metodolégicos, além de problemas ocorridos no instrumento HPLC (filtro) durante a
sua deteccao.

4.3.4 Zinco

A concentracao de Zn (figura 20) nas determinacdes iniciais entre os grupos |
e Il ndo apresentou alteracao significativa, quando aplicado o teste t de Student nédo

pareado. Também nado foi encontrada nenhuma alteracdo significativa apds
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suplementacado antioxidante por 6 meses nos grupo Il e Il (p=0,8039; p=0,6679,

respectivamente), segundo analise da ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de

Bonferroni.
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Figura 20 — Concentracao de Zn no sangue. Detalhes semelhantes aos da figura 13.

4.3.5. Ferro

Considerando as determinacdes iniciais, ndo foi observada nenhuma
alteragao significativa na concentracao de Fe (figura 21) entre os grupos | e Il,
segundo teste t de Student ndo pareado. Da mesma forma, apés 6 meses de
suplementacao com vitaminas E, C e o mineral Zn, ndo foram encontrados nenhuma
alteracao significativa nos grupos Il e lll (p=0,0601; p=0,0962, respectivamente),
quando aplicado analise da ANOVA de duas vias seguida do poés-teste de

Bonferroni.
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Figura 21 — Concentracéao de Fe no sangue. Detalhes semelhantes aos da figura 13.
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4.4 Determinacao dos Marcadores de Dano

4.4.1 TBARS (Lipoperoxidacao)

Considerando a concentracdo plasmatica de TBARS (figura 22) entre os
grupos | e Il, antes da suplementagdo antioxidante, ndo foi encontrada nenhuma
alteracdo significativa, quando aplicado o teste t de Student ndo pareado. No
entanto, apés a suplementagcdo antioxidante, foi detectada uma diminuicdo
estatisticamente significativa apenas no grupo I, segundo anédlise da ANOVA de

duas vias seguida do pés-teste de Bonferroni (p<0,01).
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Figura 22 — Concentracdo de sustancias que reagem com o acido tiobarbitiarico TBARS no

plasma. Detalhes semelhantes aos da figura 13.

4.4.2 PC (Proteina Carbonilada)

Considerando os conteudos de PC (figura 23) antes da suplementacao
antioxidante entre os grupos | e Il, ndo foi observada nenhuma alteracéo
significativa, segundo o teste t de Student nao pareado. Ja, quando aplicado andlise
da ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Bonferroni, antes da
suplementacdo por 6 meses, foi observado um aumento significativo no grupo Il
(p<0,01), quando comparado ao grupo ll; e apds a suplementacao antioxidante, foi
observada uma forte diminuicdo na concentracao de proteina carbonilada no grupo
Il (p<0,001).
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Figura 23 — Concentracédo de proteina carbonilada no plasma. Detalhes semelhantes aos da figura

4.4.3 AST

Nao houve alteracdes significativas na concentracao da AST (figura 24) entre

os grupos | e Il, quando aplicado o teste t de Student nao pareado (p=0,8584). Apo6s

a suplementacao com vitaminas E, C e o mineral zinco durante 6 meses, também

nao apresentou diferenca estatisticamente significativa, nos grupo Il e Ill, conforme

andlise da ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.
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Figura 24 — Concentracdo da AST no soro. Detalhes semelhantes aos da figura 13.

4.4.4 ALT

A concentragéo de ALT (figura 25) nas determinagdes iniciais, apresentou um

aumento significativo entre os grupos | e Il (p<0,001), quando aplicado o teste t de

Student ndo pareado. Apds a suplementacdo antioxidante, ndo houve diferenca
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estatistica nos grupos Il e lll (p=0,4907 e p=0,0958, respectivamente), conforme

andlise da ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Bonferroni.
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Figura 25 — Concentracdo da ALT no soro. Detalhes semelhantes aos da figura 13.

4.4.5 ALP

Considerando a determinagéao incial da atividade da fosfatase alcalina (figura
26) nos grupos | e Il, verificou-se uma diminuicao significativa no grupo Il em relagao
ao grupo | (p<0,001). Foi observado também um aumento estatisticamente
significativo na atividade da ALP no grupo Ill quando comparado ao grupo II,
conforme analise da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Apés 6

meses de suplementagdo antioxidante, verificou-se uma diminuigdo significativa no

grupo Ill, com valor de p<0,001.
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Figura 26 — Concentracdo da ALP no soro. Detalhes semelhantes aos da figura 13.
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4.4.6 GGT

Nao houve alteracdes significativas na atividade da GGT (figura 27) entre os
grupos | e Il, considerando as determinagdes iniciais (p=0,1897), quando aplicado o
teste t de Student ndo pareado. Comparando os grupos Il e lll, antes e apds a
suplementacdo antioxidante, verificou-se também que ndo houve diferencas
estatisticas, com p=0,3765 e p=0,1040, respectivamente, conforme andlise da

ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.
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Figura 27 — Concentracao da GGT no soro. Detalhes semelhantes aos da figura 13.

4.5 MPO

Nas determinacgdes iniciais, nao foi detectada nenhuma alteracao significativa
na atividade da MPO (figura 28) entre os grupos | e Il, quando aplicado o teste f de
Student ndo pareado. Considerando a intervengdo com suplementacao antioxidante
durante 6 meses, foi detectado um aumento significativo na atividade da
mieloperoxidase no grupo Il (p<0,05), enquanto que no grupo Il ndo houve nenhuma
alteracao significativa, quando aplicada analise da ANOVA de duas vias seguida do
teste de Bonferroni (p=0,3726).
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Figura 28 — Atividade de mieloperoxidase no soro. Detalhes semelhantes aos da figura 13.
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5 DISCUSSAO

Analisando a caracterizacdo das amostras quanto a distribuicao dos
gendtipos nos pacientes com VHC, observou-se uma predominancia do genétipo
tipo 1, corroborando estudo de Campiotto e colaboradores (2005), onde
demonstraram que no Brasil, o genétipo tipo 1 é predominante em todos os estados.
Quanto ao consumo alimentar dos grupos Il (controle positivo) e grupo Il
(experimental), verificou-se que ambos 0s grupos apresentaram consumo acima do
adequado de carboidratos, proteinas, lipidios. No entanto, ao considerarmos a
ingestao de Zn, no sexo masculino (Gll) e sexo feminino (Glll) e vitamina E, em
ambos 0s sexos e grupos, observou-se um baixo consumo em relagcdo a RDA-DRI’s
(NAS, 2001). Embora o consumo de vitamina C, em ambos 0s grupos e sexos, tenha
sido adequado em relagdo as necessidades diarias conforme a RDA-DRI's (NAS,
2001), a suplementagao de vitaminas e minerais, por sua vez, esta preconizada em
determinadas patologias, como hepatite C, ndo excedendo as quantidades toleraveis
(UL) recomendadas pelo Conselho Nacional de Pesquisa dos EUA — Recommended
Dietary Allowances (RDA) (SILVA & NAVES, 2001).

No presente trabalho a SOD, na determinagdo anterior a suplementagao
antioxidante, segundo o teste t ndao pareado, apresentou aumento significativo
(88,3% - p<0,001) entre o grupo | e grupo Il, o que poderia estar refletindo uma
necessidade inicial das defesas antioxidantes manterem-se elevadas, no sentido de
tentar combater a agressao oxidativa causada pela presenca do virus da hepatite C.
Entre o grupo Il (controle positivo) e grupo Il (grupo experimental), foi observada
uma diminuicdo estatisticamente significativa (31,3%) na atividade da SOD, o que
nao condiz com estudo de Levent e colaboradores (2006), que em estudo
semelhante, mostraram que, ap6s o tratamento com interferon associado a
ribavirina, houve um aumento da atividade da SOD nos pacientes tratados quando
comparados aos nao tratados. Considerando 6 meses de intervengdo com terapia
antioxidante, foi observada no grupo lll, embora nao significativa, uma tendéncia de
diminuigdo (18,1%) na atividade da SOD, no sentido de normalizar esta atividade
apds a intervencao com a suplementacgao, relativamente ao controle negativo. Esta
resposta teve um perfil semelhante ao verificado na atividade da CAT apés
suplementacdo. Entretanto, a atividade da SOD no grupo Il apés a suplementacao

antioxidante, ndo apresentou uma diminui¢cao, permanecendo inalterada.



90

A atividade da SOD, a qual havia aumentado antes da suplementacao
antioxidante, o que poderia refeletir uma necessidade compensatéria perante a
geracdo de EROs promovida pela presenca do virus da hepatite C, apds a
suplementacdo antioxidante foi normalizada em valores proximos aqueles
apresentados pelos controles. De modo analogo, Rousselot e colaboradores (2006)
encontraram um aumento da atividade da SOD entre individuos sem doenca
hepatica alcodlica e em pacientes infectados com hepatite B, C e delta. De modo
semelhante, Boya e colaboradores (1999) e também Ko e colaboradores (2005), em
estudos envolvendo pacientes com hepatite C crénica e individuos saudaveis,
mostraram igualmente aumento da atividade da superéxido dismutase.

Considerando a determinacao inicial, a atividade da CAT entre o grupo | —
banco de sangue (controle negativo) e o grupo Il — pacientes com hepatite C sem
tratamento especifico (controle positivo), apresentou um aumento significativo
(31,2%; p<0,01) da sua atividade, provavelmente ocasionado pelo aumento de
geracdao de EROs relacionado com a presenca do VHC. Entre os grupos Il e I,
controle positivo e o grupo experimental, a atividade da CAT nao apresentou
alteracdes significativas, porém observou-se uma tendéncia de aumento (36,1%),
sugerindo que, além do proprio virus da hepatite C promover o aumento de EROs, a
terapia utilizada para o tratamento de hepatite C crénica poderia estar interferindo
nas defesas antioxidantes.

Apds a suplementacdo antioxidante, a CAT mostrou forte diminuigao de sua
atividade nos grupos Il e lll (41,2% e 67,8%, respectivamente), novamente sugerindo
a acao antioxidante da suplementacao, que, além de provavelmente neutralizar a
geracao de EROs promovidas pelo VHC, permitiu diminuir a atividade desta enzima
comparativamente ao grupo controle negativo. O aumento da atividade da CAT foi
constatado também em células hepaticas infectadas pelo virus HCV, sugerindo uma
adaptacdo ao estresse oxidativo ja descrita em outros trabalhos (ABDALLA et al.,
2005; QADRI et al., 2004). Como a vitamina E é considerada o principal antioxidante
protetor da lipoperoxidagcdo, a mesma poderia estar seqlestrando radicais peroxil
(RO"), formados durante o ataque do H2O- e outras EROs as membranas lipidicas,
consequentemente diminuindo a atividade da catalase.

Nas determinacdes iniciais, a GPx nao apresentou diferencas significativas
entre o grupo | e ll, embora tenha sido observada uma tendéncia de aumento (9,7%)

na atividade da GPx, sugerindo aumento das defesas antioxidantes perante o
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aumento de EROS, supostamente promovido pelo VHC, podendo constituir um
mecanismo compensatorio. Revelou-se também uma tendéncia de aumento (19,7%)
entre os grupo Il e lll, na atividade da GPx, confirmando um dano oxidativo na
hepatite C crdnica, novamente sugerindo que, além da presenca do préprio virus da
hepatite C promover aumentos de EROs, a terapia utilizada para o tratamento de
hepatite C crénica (interferon + ribavirina) poderia estar alterando as defesas
antioxidantes. Neste sentido, Kim e colaboradores (2008), mostraram que o
tratamento com interferon-y por um periodo crénico causa senescéncia celular
através do dano ao DNA e da geracao de EROs, através da disfuncdo mitocondrial e
do aumento da atividade da NADPH oxidase. Além disso, células tratadas com
interferon-y, estimulam a expressdao de iINOS pela ativacdo do NFxB nos
macréfagos, onde a interacdo de ‘NO e O," rapidamente gera peroxinitrito, uma
espécie altamente reativa de nitrogénio deletéria a proteinas, lipidios e DNA
(YANAGISAWA et al., 2008).

Apb6s a suplementacao antioxidante, foi observado um aumento significativo
da atividade da glutationa peroxidase no grupo Il (p<0,05) e uma diminuicao
significativa no grupo Il (p<0,05), perfil semelhante ao apresentado pela SOD,
embora a atividade da SOD nao tenha apresentado alteracOes estatisticamente
significativas. A diminuicado da atividade da GPX pds-suplementacdo poderia ser
decorréncia principalmente da ac¢ao da vitamina E, com agdo sinérgica da vitamina
C, em diminuir o dano oxidativo promovido pelas EROs e pelo processo de
lipoperoxidacao e, conseqlientemente, diminuindo a atividade da GPx.

Em outro estudo envolvendo pacientes com hepatite C crénica, foi observado
um aumento significativo da GPx entre os pacientes, antes e apds tratamento com
interferon associado a ribavirina (LEVENT et al., 2006), sugerindo que a terapia com
interferon associada a ribavirina poderia estar aumentado a atividade da glutationa
peroxidase, conforme verificado neste trabalho, embora ndo tenha apresentado um
aumento estatisticamente significativo. De modo semelhante, Boya e colaboradores
(1999) nao encontraram alteragdes significativas entre individuos saudaveis e
pacientes com hepatite C cronica, igualmente revelando uma tendéncia de aumento
na atividade da glutationa peroxidase. Ja Chrobot e colaboradores (2000),

encontraram aumento significativo na atividade da GPx entre individuos saudaveis e
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com hepatite C crbnica, sugerindo 0 mesmo mecanismo compensatoério de acao
antioxidante perante a geracdo de EROs, como o verificado neste trabalho.

Uma diminuicao (76,8%; p<0,01) entre o grupo controle negativo (Gl) e grupo
controle positivo (Gll) na atividade da GR foram encontradas durante as
determinagdes iniciais. No entanto, este resultado nao condiz com o estudo de Ko e
colaboradores (2005), que mostraram um aumento significativo na atividade da
glutationa redutase nos pacientes com hepatite C cronica, quando comparados a
individuos saudaveis. Sendo a GR uma flavoproteina que permite a continua
conversdo de GSSG para GSH via oxidagao do NADPH para NADP, sugere-se que
esta diminuicdo perante o dano oxidativo estabelecido pelo HCV, poderia estar
relacionada a deplegdo dos niveis de GSH sanguineos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006). Entre o grupo controle positivo e grupo experimental, também
foi observada uma alteracao significativa, com aumento da atividade da GR
(p<0,001), sugerindo um efeito pro-oxidante do interferon associado a ribavirina.

Apdés a intervengdo antioxidante ocorreu uma diminuicdo fortemente
significativa (85,3%; p<0,001) na atividade da GR no grupo lll, reiterando a eficacia
relacionada com o efeito redutor da suplementacdo encontrado nas outras enzimas
ja descritas anteriormente. Entretanto, o estudo de Serejo e colaboradores (2003)
mostrou efeitos antioxidantes do interferon, o que contrasta com o resultado deste
trabalho. Entretanto, Liu e colaboradores (2002) ndo encontraram efeitos do
interferon nos marcadores de estresse oxidativo em pacientes com hepatite C, assim
como Vendemiale e colaboradores (2001), que igulamente ndo observaram nenhum
efeito do interferon na diminuicdo de EROs em ratos com fibrose hepatica, pelo virus
da hepatite C. No grupo Il ndo foi observada diferenca estatistica apos a
suplementacao, permanecendo inalterada a atividade da glutationa redutase.

Considerando as determinacdes iniciais, a GST ndo apresentou alteracoes
significativas entre os grupos | e Il, segundo o teste t de Student ndo pareado. Ja
entre os grupos Il e lll, foi observado um aumento significativo (361,2%; p<0,001)
através da ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni, novamente
indicando que a terapia do interferon associada a ribavirina poderia estar diminuindo
as defesas antioxidantes. Neste particular, aumentos da atividade da GST vém
sendo estudados como um possivel marcador de lesdo hepatica em pacientes com
hepatite C crbnica, pois a GST também regula a sintese de leucotrienos e

prostaglandinas, assim como a resposta imune e inflamatoéria. No caso de pacientes
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com hepatite C ocorre uma elevagao plasmatica de citocinas, como TNF-a e IL2,
que favorecem a lesao hepatica, além de aumentar a producédo de EROs (OLIVEIRA
Jr., 2004). Durante a detoxificacdo hepatica via citocromo P450, Fase | da
biotransformacdo destes medicamentos, metabdlitos secundérios considerados
toxicos sdo produzidos, a GST, uma enzima de Fase |l deste processo que protege
as células contra varios agentes carcinogénicos e toxinas eletrofilicas, age na
detoxificacdo de agentes xenobidticos, através da catalizacdo das reacdes destes
agentes com o grupo SH da glutationa, neutralizando-os e tornando-os mais
facilmente excretaveis (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). Deste modo, sugere-
se que o0 aumento na atividade da glutationa-S-transferase poderia ser consequéncia
desta acao de Fase Il

Depois do periodo de intervencdo com a suplementacdo antioxidante,
observou-se diminuigao significativa da atividade da GST nos grupos suplementados
(IM'e lll, 86,2 % e 96,0%, respectivamente), acompanhando coerentemente os recuos
ja assinalados para as atividades da CAT e GR, bem como nos conteudos de
proteina carbonilada. Como a GST esta também envolvida na eliminacdo de
hidroperéxidos, a diminuicdo acentuada dos niveis de proteina carbonilada no grupo
[ll suplementado provavelmente estaria relacionada com a diminuigdo de sua
atividade ap6és a suplementacéo antioxidante.

A diminuicdo dos conteudos de GSH intracelulares e/ou mitocondriais na
hepatite C crénica ja foi demonstrada em outros trabalhos (ABDALLA et al., 2005;
KORENAGA et al., 2005). A deplegcdo da concentracdo da GSH poderia estar
envolvida com o aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a, relacdo ja encontrada
também em cultura de células (ISHII et al., 1992; PHELPS et al., 1995), e, de modo
coerente, os niveis de TNF-a plasmaticos mostraram-se elevados em pacientes com
hepatite C cronica (LEVENT et al., 2006). Nas determinacdes iniciais nao houve
diferenca estatistica nos contetdos de GSH entre os grupos | e Il, segundo o teste t
de Student ndo pareado, embora tenha sido observada uma forte tendéncia de
diminuigdo (40,9%), sugerindo que o HCV, através de proteinas Vvirais,
principalmente estruturais (core), tende a diminuir as concentracées de GSH e
aumentar as concentracées de GSSG, efeitos consistentes com a elevacdo de
ERQOS, caracterizando um dano oxidativo (ABDALLA et al., 2005).
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Ap6s a suplementacdo antioxidante com vitaminas E, C e o mineral Zn,
verificaram-se aumentos fortemente significativos nos conteidos de GSH nos grupos
I e Il suplementados (354,15% e 157,2%, respectivamente), podendo estar
relacionados, além da interacdo direta da GSH com a acao das vitaminas C e E
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006), com a agao antioxidante do Zn. Este metal
aumenta a biossintese de GSH pela glutamato-cisteina ligase (GCL), aumentando a
expressdao do RNAm da GCL, através do fator de transcricdo nuclear eritrocitario
(Nrf2) (CORTESE et al., 2008). Além disso, tem sido demonstrado que o Zn em
concentracdes ndo toxicas protege a inducao de estresse oxidativo provocada pelo
H.O. (CHUNG et al, 2005; SUNTRES & LUI, 2006). A suplementagcdo de Zn
também aumenta a expressdao da metalotioneina, que, sob condi¢cdes de elevado
estresse oxidativo, promoveria liberagcdo do Zn ligado a metalotioneina, resultando
em maior disponibilidade de agrupamentos sulfidrilas reduzidos da metalotioneina,
prontos para atuar na protecdo antioxidante. Por sua vez, o Zn liberado seria
redistribuido na célula, podendo ser utilizado em outros mecanismos de protecao
antioxidante (MARET, 2000). Estudos sugerem que uma diminuicdo da
concentracao de GSH, além da prépria inducdo de EROs na transformacao de TGF-
B, mediariam efeitos profibrogénicos, aumentando a sintese de colageno,
consequentemente causando esteatose que culminaria em fibrose hepética (SOYLU
et al.,, 2006; CHOI & JAMES-OU, 2006). Por outro lado, sugere-se que a vitamina E
regula a secrecao de colageno de células estreladas hepaticas, pela diminuicao da
transformacéao de TFG-B (SOYLU et al., 2006; CHOI & JAMES-OU, 2006).

Nas determinacgdes iniciais, a concentracdo de vitamina E mostrou deplecéo
significativa (p<0,001) em pacientes com hepatite C (Gll), quando comparados ao
grupo controle negativo (Gl), sugerindo que esta deplecao poderia estar associada
ao dano oxidativo promovido pela presengca do VHC, conforme verificado pelo
aumento dos outros componentes das defesas antioxidantes ja comentados. Ja
entre os grupos Il e lll, foi observado um aumento significativo na concentragdo de
vitamina E, sugerindo que a terapia com interferon associada a ribavirina, por
diminuir a replicacdo viral devido as suas propriedades caracteristicas de acao
antiviral, poderia estar contribuindo para manutencdo da integridade do tecido
hepatico, consequentemente preservando a fungdo da proteina transportadora de a-
tocoferol localizada nos hepatécitos (MUSTACICH et al., 2007). Em funcéo disto, a

concentragao de vitamina E nos pacientes em tratamento com interferon associado a
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ribavirina foi similar aquela do grupo controle negativo (Gl), e dentro das
concentragdes séricas normais de vitamina E (21 a 27 umol/L) (SCHWEDHELM et
al., 2003).

Apds a suplementagdo antioxidante foi observada uma forte tendéncia de
aumento da concentracdo de vitamina E no grupo Il (58,4%). No entanto, no grupo
[Il observou-se uma diminuicédo significativa da concentracao de vitamina E (34,0%,
p<0,001), apdés 6 meses de intervencdo antioxidante. Segundo Mustacich e
colaboradores (2007), a concentracdo de a-tocoferol no plasma e tecidos extra-
hepaticos ndo aumenta mais do que aproximadamente 3 vezes, pois a proteina
transportadora de a-tocoferol aumenta nos rins e intestino quando adiministrada em
altas doses, com excecao do figado, onde o excesso de o-tocoferol parece ser
sequestrado e rapidamente metabolizado e/ou excretado, corroborando o0s
resultados encontrados no presente estudo. A diminuicdo da concentracdo de
vitamina E no grupo lll poderia estar relacionada tanto a mobilizagdo de seus
estoques, como ao aumento de seu catabolismo e a sua fungao antioxidante de
sequestrar EROS (MINGJIAN et al, 1992; MAGHIT et al,, 2000), o que explicaria
também a melhora do biomarcadores de estresse oxidativo neste grupo.

Analisando as concentracdes de Zn antes da suplementacdo, nao foram
verificadas alteragOes significativas entre os grupos | e Il, conforme o teste t de
Student ndo pareado. Entretanto, as concentracbes de Zn iniciais nos trés grupos
ficaram acima dos niveis normais, que giram em torno de 0,7 ug mL™ no plasma e
4,22 + 0,56 ug mL" nos eritrécitos (GIBSON, 1990). Em trabalho recente, Ko e
colaboradores (2005) mostraram uma deplecdo de Zn eritrocitario e plasmatico em
pacientes com hepatite C cronica, quando comparados a individuos saudaveis (0,79
+0,05vs. 1,4 +0,01 pg mL™; 0,13 £ 0,01 vs. 0,55 + 0,06 pg mL™, respectivamente),
assim como os valores encontrados por Suzuki e colaboradores (2006), em um
estudo com pacientes com hepatite C em tratamento com interferon associado a
ribavirina (0,69 + 0,17 vs. 0,73 £ 0,21 ug mL™"). O Zn possui efeitos antiinflamatérios,
propriedades antioxidantes e efeitos imunomodulatérios, além de ser necessario
para a dimerizacao do interferon, sendo que esta forma pode ativar receptores de
interferons, e, consequentemente, aumentar a eficacia da terapia para hepatite C
cronica (RADHAKRISHNAN et al., 1996).
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Apds a suplementagdo antioxidante, ndo foi observada nenhuma alteragao
significativa, permanecendo inalteradas as concentragbes de Zn sanguineas em
ambos 0s grupos suplementados. Isto poderia estar relacionado com a biossintese
da glutationa reduzida, visto que a concentracdo da mesma aumentou
significativamente em ambos os grupos, sendo o Zn utilizado para este fim. Além
disso, sugere-se uma acao sinérgica do Zn com aumento do efeito do interferon,
pois a deficiéncia de Zn tem sido associada a diminuicdo da concentracdo de
citocinas como interferon-y, além de ser necessario para a dimerizagao do interferon,
que ativa os seus receptores (TAKAGI et al., 2001).

Nas determinagbes iniciais, as concentracdes de Fe eritrocitario nao
apresentaram alteragOes significativas entre os grupos | e Il, embora tenha sido
observada uma tendéncia de diminuicdo (9,5%). Foi observada também uma
tendéncia de diminuicdo entre os grupos Il e lll (9,9%), talvez reforcando o fato de
que a terapia para VHC, principalmente a ribavirina, tem como efeito colateral causar
hemolise das células vermelhas, aumentando as concentragées de ferro livre
(FONTANA et al.,, 2000), e consequentemente, elevando a produgcdo de radicais
hidroxil via reacdo de Fenton, aumentando ainda mais o dano oxidativo em
pacientes HCV. Alternativamente, poderiam aumentar as concentracoes de
transferrina ou ferritina séricas, como resultado da liberacao de ferro dos hepatécitos
lesados, caracteristico nos pacientes com VHC em tratamento com interferon
peguilado associado a ribavirina (FONTANA et al., 2000; ANGULO et al., 1999).
Contrapondo-se a estes resultados, Ko e colaboradores (2005) verificaram um
aumento da concentragdo de Fe eritrocitario em pacientes com hepatite, quando
comparados aos individuos saudaveis.

Apds a suplementagao com vitaminas E, C e o mineral Zn, nao foi observada
nenhuma alteracao significativa em ambos os grupos suplementados, apenas uma
tendéncia de diminuicdo, sugerindo que, embora nas determinacdes iniciais as
concentracdes eritrocitarias ndo tenham apresentado concentragdes acima dos
valores normais, a suplementacao teria promovido diminuicao das concentracdes de
Fe eritrocitaria. Embora as concentracbes de Fe eritrocitaria nas determinacoes
iniciais tenham apresentado este perfil, 0 presente estudo mostrou a presenca de
dano oxidativo em pacientes com VHC, tanto em tratamento como em pacientes nao
tratados. Isto poderia refletir-se no aumento da atividade dos marcadores de dano

oxidativo, principalmente pela deplecdo de glutationa reduzida, a qual interfere na
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liberacdo de Fe da hemoglobina, com formagao de metahemoglobina, tornando o Fe
disponivel para participar da formagao do radical hidroxila intracelular (WELCH et al.,
2002).

Apds a suplementacdo antioxidante, observou-se também uma diminui¢do
significativa nestes marcadores, sugerindo uma acgao eficaz da terapia antioxidante
em diminuir a provavel geracao de radicais hidroxil nos pacientes avaliados.

A concentracao de TBARS, determinada como avaliagdo da peroxidacao
lipidica, ndo apresentou alteragdes significativas entre os controles e os pacientes
com hepatite C, embora tenha sido observada uma tendéncia de aumento. Também
foi observada uma tendéncia de diminuicdo entre os pacientes com hepatite C e
pacientes com hepatite C em tratamento com interferon associado a ribavirina,
segundo a ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni. Estes resultados
concordam com o estudo de Levent e colaboradores (2006), onde foi verificado um
aumento das concentracbes de malondialdeido (principal produto da
lipoperoxidagao) entre individuos saudaveis e pacientes com hepatite C antes do
tratamento, e uma diminuicdo significativa apdés o tratamento com interferon
associado a ribavirina (4,20+1,47 vs. 9,28+1,61 vs. 4,88+1,22 nmol mL™"), como
também constatado no presente trabalho. Resultados semelhantes foram obtidos no
estudo de Yadav e colaboradores (2002), onde foi observada uma maior
concentracdo de malondialdeido em pacientes com moderada/severa inflamacéo
e/ou fibrose, comparados com aqueles com pouca inflamacédo e/ou fibrose,
reiterando os resultados obtidos aqui obtidos, pois o tratamento com interferon
associado a ribavirina tende a diminuir a inflamagao.

Apo6s 6 meses de suplementacdo antioxidante, nao foi observada nenhuma
alteracdo no grupo lll, provavelmente pela acao antioxidante da vitamina E, com
acao sinérgica da vitamina C, em proteger as membranas lipidicas do ataque de
EROs, especialmente de peréxido de hidrogénio, ja que as concentracdes de
TBARS no grupo Ill pés-suplementagao permaneceram semelhantes as do grupo | —
controle negativo. Groenbaek e colaboradores (2006) avaliaram o efeito da
suplementacao com vitamina E em pacientes com hepatite C crénica, e também nao
observaram nenhuma diferenca consistente nas concentracées de malondialdeido,
concordando com os resultados obtidos no presente estudo. Por outro lado, no
grupo I, houve uma tendéncia de aumento nos conteudos de TBARS durante a

determinacao inicial, e apdés a suplementacdo antioxidante, foi observada uma
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diminuicao significativa, sugerindo que, além da protecao antioxidante da vitamina E,
a terapia antiviral poderia estar mantendo o dano oxidativo as membranas lipidicas,
consequentemente mantendo elevadas as concentragbes de TBARS, durante o
tratamento de hepatite C cronica.

Contrapondo-se aos resultados de TBARS, o dano oxidativo as proteinas,
determinado pela avaliacdo dos conteudos de proteina carbonilada, ndo apresentou
alteracdes significativas entre os grupos | e Il, segundo o teste t ndo pareado. Ja
entre os grupos Il e lll, foi observado um aumento acentuado (372,4% - p<0,001)
nos conteudos de proteina carbonilada, segundo analise ANOVA de duas vias
seguida do teste de Bonferroni, sugerindo que a terapia antiviral poderia estar
promovendo maior geracao de EROs, e que, consequentemente, estariam causando
maior dano oxidativo as proteinas. De modo sememlhante, em estudo realizado por
Kokén e colaboradores (2002), foi constatado um aumento significativo nos
conteudos de proteina carbonilada nos pacientes com hepatite C, quando
comparados aos pacientes com hepatite C em hemodialise.

Apés a intervengdo antioxidante, ndo foi observada nenhuma alteragao
significativa no grupo Il, permanecendo inalterados os conteudos de proteina
carbonilada. No entanto, no grupo Ill houve uma diminui¢ao significativa nos niveis
de PC (85,7%), sugerindo uma possivel acdo do Zn, ligando-se a grupos sulfidrilas
de proteinas, estabilizando e diminuindo a reatividade com metais de transi¢cao proé-
oxidantes (POWELL, 2000).

As enzimas aminotransferases sao utilizadas rotineiramente para screening,
diagnostico e monitoramento nas hepatites virais, porém na hepatite C valores de
AST e ALT podem nao estar correlacionados com parametros histolégicos da
severidade da doenca (PARK et al, 2000). No presente trabalho, ndo houve
alteracdes na atividade da AST entre os diferentes grupos, assim como apds a
intervencdo com a suplementacao antioxidante durante 6 meses, sugerindo que a
AST nao é um bom marcador para avaliacao histolégica em pacientes com hepatite
C crénica. Ao contrario da AST, e considerando as determinagdes iniciais da ALT,
verificou-se aumento significativo (311,8% - p<0,001) entre os grupos | e Il, segundo
o teste t de Student ndo pareado. Isto confirma que na hepatite C cronica, elevacdes
da ALT sado mais frequentes que a AST, devido ao fato da ALT situar-se
majoritariamente no citoplasma das células do parénquima do figado, sendo,

portanto, melhor marcador de doencgas hepaticas (GIANNINI et al., 2003).
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Apo6s a suplementacao antioxidante, ndo houve diferencas significativas nos
grupos suplementados, porém observou-se uma tendéncia de aumento no grupo |l
(19,6%), podendo eventualmente estar correlacionada com o uso da terapia antiviral
empregada, com a metabolizacdo de xenobiédticos, alterando a atividade da ALT.
Analisando-se a relagcao AST/ALT, foi observado que apenas o grupo lll antes da
suplementacao antioxidante estaria apresentando maior dano hepatico (AST/ALT =
1,07), sendo que apds a suplementacdo antioxidante houve uma tendéncia de
diminuicdo nesta relacao (22,4%).

Em relacdo a fosfatase alcalina, outra enzima utilizada como marcadora em
inflamagdes, nas determinagbes iniciais verificou-se uma diminuigdo significativa
entre os grupos | e Il (50,3% - p<0,001). Considerando a analise da ANOVA em
duas vias seguida do po6s-teste de Bonferroni, foi observado um aumento fortemente
significativo (153,5%) na atividade da ALP entre os grupos Il e lll, indicando que a
terapia antiviral poderia ser responsavel por este aumento, embora a mesma seja
inespecifica. A fosfatase alcalina, mesmo sendo relativamente inespecifica, tem sua
forma predominante no soro e origina-se principalmente no figado e esqueleto,
podendo entdo ser considerada um bom marcador de doencas hepaticas (GIANNINI,
2005). Apdés 6 meses de suplementacdo, verificou-se uma forte diminuicao
significativa (57,8%) no grupo lll, enquanto que no grupo Il ndo foi observada
nenhuma alteragao significativa.

Assim como a AST, a gama-glutamiltransferase (GGT), ndo apresentou
alteracdes entre os diferentes grupos durante as determinagdes iniciais, e tampouco
apés a intervencdo com vitaminas C, E e o mineral Zn. Estudo similar comparando
individuos saudaveis, em pacientes com hepatite C, antes e apds tratamento com
interferon associado a ribavirina, verificou um aumento significativo da AST e ALT
entre os individuos saudaveis e pacientes com hepatite C antes do tratamento, e,
comparando estes individuos apés o tratamento, mostrou uma diminuicdo
significativa, sugerindo que a acao da terapia antiviral diminuiu a replicagédo do HCV,
e, consequientemente diminuindo a injuria ao tecido hepatico (LEVENT et al., 2006).
Entretanto, Groenbaek e colaboradores (2006), em estudos com pacientes com
hepatite C crénica, ndo observaram nenhuma alteracdo nas transaminases apés
suplementag¢ao com vitamina E, C e selénio. Por outro lado, Gomez e colaboradores
(2007) mostraram uma diminuigdo significativa na atividade da ALT apés
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suplementacdo antioxidante contendo Zn, assim como também Hino e
colaboradores (2006), utilizando como antioxidantes as vitaminas C e E.

Estudos recentes tém sugerido que a GGT sérica poderia constituir-se em um
marcador precoce de estresse oxidativo (LIM et al., 2004; LEE et al., 2004), o que
nao foi observado no presente trabalho. A funcdo primaria da GGT celular é
metabolizar a GSH extracelular, permitindo que precursores aminoacidos sejam
assimilados e reutilizados para a sintese de GSH intracelular. No entanto, o perfil
dos niveis de GSH antes da suplementacao nos diferentes grupos ndo acompanhou
os resultados apresentados pela GGT. Ja apo6s a suplementacao, o perfil da GSH
acompanhou a atividade da GGT, embora esta nao tenha apresentado uma
alteracdo significativa, apenas uma tendéncia de aumento de 37,1%. A
suplementacdo antioxidante permitiu reverter a deplecdo dos niveis de GSH
promovida, tanto pelo quadro de hepatite C crénica, como pelo tratamento anti-viral,
para niveis normais semelhantes aos controles negativos.

A atividade killing de neutréfilos ocorre através da producdo de EROs e a
desgranulacdo enzimatica, que juntos, completam a bateria microbiocida destas
células, sendo que dentre as enzimas liberadas esta a mieloperoxidase (SILVA,
2001). O acido hipocloroso (HOCI) produzido pelos neutréfilos através da
mieloperoxidase, apresenta intensa acao téxica sobre as bactérias, sendo que em
muitas patologias inflamatérias, como fibrose cistica e artrite reumatéide, também
causa lesdo tecidual (GOLDBLUM et al., 1985). Nas determinagdes iniciais nao foi
detectada nenhuma alteracdo estatisticamente significativa na atividade de MPO
entre os grupos, | e Il, segundo o teste t ndo pareado. Considerando a intervencao
com suplementagdo antioxidante durante 6 meses, foi observada apenas diferenca
significativa no grupo Il, com aumento da atividade da mieloperoxidase (p<0,05).
Segundo Dikici e colaboradores (2005), peréxidos lipidicos formados podem ser
quimiotaticos para neutréfilos, causando aumento do processo inflamatorio, e,
consequentemente, aumento da injuria celular mediada por EROs, o que poderia
ocasionar uma aumento da mieloperoxidase no grupo Il, ja que foi observada uma
tendéncia de aumento na concentracdo de TBARS neste grupo. Entretanto, os
resultados obtidos sugerem que, devido ao fato da mieloperoxidase ser encontrada
predominantemente em neutréfilos, e os portadores de inflamagédo crénica

possuirem baixas concentracdes destas células, sendo predominante o infiltrado
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linfocitario, auséncia de alteracdo na atividade desta enzima nao confere
comprometimento aos pacientes quanto a sua agao microbicida.

No presente trabalho foi possivel evidenciar que a provisdo diaria de
vitaminas antioxidantes e minerais como o zinco é essencial, pelo menos durante o
periodo examinado, ndao somente como intermediarios no metabolismo, mas
também para as fungdes inerentes a cicatrizacao (Lima & Serra, 2002), imunidade
celular (JACOB et al., 2008; WINTERGERST et al., 2006), e, notadamente, na acao
antioxidante. Estudos que demonstram a atividade aumentada de EROs e
diminuigdo dos niveis de antioxidantes durante o estresse oxidativo agudo e crdnico,
implicam em necessidades maiores para nutrientes com capacidade antioxidante
(Prelack & Sheridan, 2001). Em estudo recente envolvendo pacientes pediatricos do
Hospital Infantil Joana de Gusméao de Floriandpolis, vitimas de queimaduras leves e
moderadas mostraram a importadncia da reposicdo de certos metais-tracos
essenciais e suplementos vitaminicos (antioxidantes nutricionais) nestes pacientes
(BARBOSA et al., 2009).

Em resumo, no presente trabalho, o estresse oxidativo provocado pelo virus
da hepatite C ou pela progressao da doenca foi constatado através do aumento das
defesas antioxidantes, como um mecanismo compensatério ao provavel aumento de
EROs produzidas pela presenca viral (quadro sindptico; figura 29). Além disso,
sugere-se neste trabalho que o tratamento para hepatite C, envolvendo o uso
interferon peguilado associado a ribavirina, poderia estar exacerbando ainda mais a
geracao de EROs e, destarte, do estresse oxidativo nos pacientes com VHC,
constatado pelo aumento significativo das enzimas antioxidantes como GR e GST
(somadas as de tendéncias de aumento da atividade das enzimas CAT e GPx), além
da ALP, pelo aumento dos conteudos de PC, bem como pela deplecdo dos
contetudos de GSH nos pacientes com VHC em tratamento antiviral. Em relacao aos
niveis de TBARS, verificou-se que podem constituir um melhor marcador de dano
oxidativo em pacientes com VHC antes do tratamento antiviral, por acdo da prépria
presenca do virus da hepatite C, enquanto que o aumento do dano oxidativo as
proteinas poderia ser conseqUéncia de resposta ao tratamento com inteferon
peguilado associado a ribavirina por algum mecanismo ainda nao esclarecido.

Por outro lado, a suplementacao antioxidante, utilizando concomitantemente
doses diarias de 800 mg de vitamina E, 500 mg de vitamina C e 40 mg de Zn,

conferiu uma protegao redutora nos pacientes com hepatite C crénica em tratamento
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com interferon associado a ribavirina. Esta suplementacdo combinada permitiu
diminuir os processos de oxidacdo as proteinas, restabeleceu os conteldos
sanguineos de GSH, diminuiu significativamente as atividades da GST, GR e CAT,
enquanto que a atividade da MPO ficou inalterada, porém e aparentemente, ndo
comprometendo o processo inflamatério.

Em outras palavras, a suplementacdo antioxidante envolvendo os
antioxidantes nutricionais como as vitaminas C e E mostraram-se eficientes no
sentido de atenuar o quadro de estresse oxidativo vinculado a hepatite C crénica. De
modo semelhante, resultados similares obtidos em outras doencas cronicas
relacionadas com o estresse oxidativo, pacientes chagasicos com cardiopatia
crbnica, em estudos recentemente desenvolvidos em nosso laboratério (OLIVEIRA
et al., 2007; MACAOQ et al., 2007; RIBEIRO, 2009), e em analogia a outros estudos
envolvendo demais patologias crénicas (YADAV et al., 2002; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006; SOYLU et al, 2006; CORTESE et al, 2008), igualmente
mostraram a eficacia de terapias antioxidantes, apesar de autores que discordam
desta eficiéncia terapéutica (BRIGELIUS-FLOHE, 2009).

A figura 29 representa o quadro sindptico dos resultados obtidos no presente
trabalho, para melhor visualizagao conjunta dos dados obitdas. Reiterando a sintese
do presente estudo, é possivel discernir o comportamento diferenciado nos dois
momentos experimentais relativamente aos biomarcadores do estresse oxidativo
examinados: 1) nos pacientes com VHC sem suplementagcédo antioxidante, houve
aumento generalizado das atividades enzimaticas, consumo de antioxidantes nao
enzimaticos, aumento de lipoperoxidacao (TBARS), oxidacao de proteinas (PC) e da
mieloperoxidase (MPO). Apds suplementagdo antioxidante, houve reversao
generalizada destes parametros, sugerindo a compensacgao antioxidante promovida
pela adicdo de antioxidantes nutricionais.
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ALT = ﬂGII —» Gl;
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ALP = ﬂ Gll — Gl
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Apos intervencao com suplementacgao antioxidante (Zn 40 mg/dia, vit
E 800 mg/dia e vit C 500 mg/dia) durante 6 meses no Gll e Gl
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ﬁ = aumento da
concentragdo ou
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enzimatica.
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Mieloperoxidase

MPO =ﬁ Gll
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CAT=B Glle Glll Vit E = HGII:BGIII PC=BGIII
Zn = sem alteracoes
GPx = ﬂ Gll: ﬂ Glll ALP = ﬂ Glll

GR = ﬂ Glll

Fe = sem alteracdes

GST = ﬂ Glle Glll

AST, ALT e GGT =
sem alteracdes

Figura 29 — Quadro sindptico dos resultados obtidos no estudo.



104

6 CONCLUSOES

As determinac6es antes da suplementacdo mostraram que a atividade de
algumas enzimas (CAT, SOD, MPO, ALT) mostraram-se aumentadas e as
concentracoes da GSH e vitamina E foram depletadas nos pacientes com
hepatite C sem tratamento, confirmando o envolvimento do estresse oxidativo

nesta patologia, de acordo com dados existentes na literatura.

De modo semelhante, foi observado um aumento das atividades enzimaticas
da CAT, GST e GR, e aumentos das concentracdes de proteina carbonilada e
deplecdo dos conteudos de GSH, em pacientes com hepatite C em
tratamento com interferon peguilado associado a ribavirina, tanto quando
comparado ao controle negativo (banco de sangue), como quando
comparado ao grupo dos pacientes com hepatite C sem tratamento,
sugerindo uma acdo pré-oxidante do interferon e/ou da ribavirina, tanto

contrariando como confirmando dados congéneres existentes na literatura.

De uma maneira geral, observou-se uma diminuicdo, ou uma tendéncia de
diminuicdo das defesas antioxidantes enzimaticas apdés a suplementacao
antioxidante, exceto para a SOD e GPx, nos pacientes com hepatite C sem
tratamento, o que sugere que a suplementacdo antioxidante foi efetiva em

atenuar o estresse oxidativo nestes pacientes.

A vitamina E apresentou deplecao nos pacientes com VHC em tratamento
com interferon associado a ribavirina (grupo lll), a qual foi correlacionada com
uma diminuicdo das defesas antioxidantes enzimaticas e um aumento
significativo dos conteudos de GSH, novamente confirmando a eficacia de
suplementacdo, paralelamente a agao pré-oxidante do tratamento com

interferon associado a ribavirina.

O Zn manteve suas concentracées sanguineas inalteradas, sugerindo-se uma
acao deste mineral na biossintese na GSH, observado pelo aumento
significativo deste tripeptideo em ambos o0s grupos.
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A suplementac&o antioxidante diminuiu ou manteve inalterados os processos
de lipoperoxidagdo e oxidagdo de proteinas, essencialmente em todos os
grupos, atenuando os danos causados pelo estresse oxidativo, refor¢ando a

eficacia redutora nestes processos.

Em relacdo ao TBARS, verificou-se que este pode constituir em um melhor
marcador de dano oxidativo antes do tratamento, por acao do proprio virus da
hepatite C, enquanto o dano oxidativo as proteinas (PC) poderia estar
associada a acao do inteferon peguilado associado a ribavirina por algum

mecanismo ainda ndo esclarecido.

A suplementacdo antioxidante, utilizando concomitantemente doses de 800
mg didrias de vitamina E, 500 mg de vitamina C e 40 mg de Zn, conferiu uma
protecao redutora nos pacientes com hepatite C crénica em tratamento com
interferon associado a ribavirina. Mais especificamente, esta suplementacao
combinada permitiu diminuir os niveis de PC, aumentou os conteudos de
GSH, diminuiu significativamente a inducao das atividades das enzimas GST,
GPx, GR e CAT, enquanto que a atividade da MPO ficou inalterada, porém

nao comprometendo o processo inflamatério.

Através dos resultados obtidos no presente trabalho, é possivel concluir que o
uso da terapia antioxidante, através das vitaminas E,C e do mineral Zn, tem
grande relevancia no sentido de atenuar os danos decorrentes do estresse
oxidativo associados a doenca, principalmente durante a terapia com
interferon peguilado associado a ribavirina, sugerindo sua utilizagdo futura

para aumentar a resposta virolégica sustentada.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam varias possibilidades
futuras, tanto na melhor avaliagcao dos efeitos de suplementacao antioxidante, como
na eventual utilizagcdo do interferon peguilado em monoterapia e a ribavirina em
monoterapia associado a esta suplementacdo. Desta forma, seria oportuno
averiguar:

o O efeito de suplementacao antioxidante (vitaminas E, C e o mineral Zn)
associada ao tratamento com interferon peguilado isoladamente em monoterapia na
hepatite C crénica, no sentido de avaliar o quadro de estresse oxidativo provocado
pelo proprio farmaco no hospedeiro (modelo animal em ratos), juntamente com o

beneficio da terapia antioxidante, conforme verificado neste estudo.

o O efeito de suplementacao antioxidante (vitaminas E, C e o mineral Zn)
associada ao tratamento com ribavirina isoladamente em monoterapia na hepatite C
crdnica, no sentido de avaliar o quadro de estresse oxidativo provocado pelo préprio
farmaco no hospedeiro (modelo animal em ratos), juntamente com o beneficio da

terapia antioxidante, conforme verificado neste estudo.

o O mecanismo intrinseco de geracao de EROs ou efeito antioxidante do

interferon e da ribavirina em modelo animal (ratos).

o O dano ao DNA (teste cometa ou aductos de DNA como a 8-
oxoguanosina), a quantidade de ‘NO pelo nitrito/nitrato e a nitragdo de proteinas

(niveis de 3-nitrotirosina), como marcadores de dano oxidativo adicionais.

o A capacidade antioxidante total (FRAP) dos pacientes com hepatite C
cronica, se possivel, antes e apds a suplementacado antioxidante, como ferramenta
mais pratica e acessivel (apesar de sua inespecificidade), no sentido de monitorar
rotineiramente a evolugdo da doenca e o status antioxidante dos pacientes,

notadamente em numero elevado de amostras.
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8 APENDICES

8.1 Apéndice | — Anamnese Nutricional, Recordatdrio Alimentar de 24h e
Questionario de Frequéncia Alimentar

= ANAMNESE NUTRICIONAL

Dados Pessoais:

Nome: Sexo:( )F ( )M
Idade: Profissao:

Email:

Telefone:

Aspectos Gerais:

Atividade Fisica: ( ) Sim ( ) Nao

Qual? Quantidade de horas/sem:
Fuma? ( ) Sim ( ) Nao Quantos?

Bebida Alcodlica? ( ) Sim ( ) Nao

Doencas:

() Diabetes () Hipertensao () Apnéia
() Artrite () Hipercolesterolemia

() Outras:

Doencas Familiares:

() Diabetes () Hipertensao () Apnéia
() Artrite () Hipercolesterolemia

() Outras:

Medicacao em uso:

Ritmo intestinal: ( ) Normal ( ) Diarréia ( ) Constipacao

Intolerancia alimentar:

Preferéncia alimentar:

Ingestao de liquidos com freqliéncia: ( ) Sim ( ) Ndao Numero de copos?
Suplementos alimentares em uso? ( ) Sim ( ) Nao Quais?

Quem prepara as refeicoes?

Refeicoes em casa?

Exames bioquimicos:
Glicose -
Colesterol total —



LDL -
HDL -

Triacilglicerois -

AST -
ALT -
GGT -
ALP -

OBSERVACOES

Avaliacao Antropométrica:

108

Altura:cm Peso Usual: kg Peso Ideal: kg IMC: kg/m?
NET: kcal Necessidade protéica:g
Data Peso atual

Diario Alimentar de 24 horas habitual

Refeicao

Alimentos/ Preparacoes

Quantidade

Café da manha

Colacao

Almocgo

Lanche

Jantar

Ceia

Diario de Freqliéncia Alimentar

Alimentos

Caracteristica
do alimento
sublinhado

Nunca

Menos
de
1x/més

1a
3x/més

1x/semana 2a

4x/semana

1x/dia

2ou
mais
x/dia

Leite

Integral ou
semi ou
desnatado

Café

Infusao,
expresso
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Acucar
Mel
Adocante
Achocolatado
Pao Integral, branco
Bolo Simples,
recheado
Biscoito Integral, doce,
salgado,
amanteigado
Queijo Amarelo,
branco
Presunto Frango
Peito de peru
Chester
Mortadela
Pobre em
gordura
Defumado
Nao defumado
Margarina Com gordura
trans, sem
gordura trans
Maionese,
catchup ou
mostarda
Requeijao Normal, light
Geléia de
frutas
Doce de leite
Frutas “In natura”,
(coloragéo): suco, puré,
Amarelas vitaminas
Alaranjadas
Vermelhas
Verde
Roxa
Branca
Arroz Branco,
integral,
selvagem
Macarrao Integral ou
normal
Feijao Preto,
vermelho,
branco, adzuki
Lentilha Cozida,
ensopada
Hortaligas Cruas, cozida,
refogada
Oleo Oliva, canola,
milho, girassol,
soja
Carne Frita, cozida,
vermelha ensopada
Frango Frita, cozida,
ensopada
Peixe Frita, cozida,

ensopada
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Figado

Frita, cozida,
ensopada

Frutos do mar | Fritos, cozidos,

ensopados

inhame

Batata, aipim, | Frita, cozida,

ensopada

milho

Farinha de
mandioca ou

Refrigerante

Doces

(sobremesas,
chocolates,
doces miudos)

(noz,

castanha,
gergelim)

Sementes e
oleaginosas

améndoas,

VET:

Adequacao em energia, macronutrientes e micronutriente:

QUADRO DE ANALISE DE VALORES ENCONTRADOS

Macronutrien
tes

Total a/kg
peso/ dia

%
caldrico

HB

FAO

Schofi
eld

Henry

Rees

Cunningh
am

RDA

Calorias

Carboidratos

Proteinas

Lipidios

Ac. Graxos
saturados

Ac. Graxos
poliinsaturado
S

Ac. Graxos
monoinsatura
dos

Micronutrient
es e Outros

Acido
Ascérbico (Vit.
C)

Folato

Agua

Cafeina

Caélcio

Cobre

Vitamina B12
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(Cianocobala
mina)

Colesterol

Ferro

Fibra

Fosforo

Magnésio

Manganés

Vitamina B6
(Piridoxina)

Potassio

Vitamina A

Vitamina B2
(Riboflavina)

Selénio

Sédio

Vitamina B1
(Tiamina)

Vitamina E
(Tocoferol)

Vitamina D

Zinco
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8.2 Apéndice Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO CONSENTIMENTO

PROJETO: AVALIACAO DA INTERVENCAO NUTRICIONAL COM VITAMINAS C
E E. E O MINERAL ZINCO NO ESTRESSE OXIDATIVO E NAS DEFESAS
ANTIOXIDANTES DE PACIENTES COM HEPATITE C EM TRATAMENTO COM
ITERFERON ASSOCIADO A RIBAVIRINA.

Responsaveis: Danilo Wilhelm Filho, residente na Rodovia SC 405, 435A, Fazenda
Rio Tavares, Florianépolis. Telefone: 048-32374145
Mirelle Sifroni Farias, residente na Rua Francisco Tolentino, 800,
apartamento 505, Centro, Floriandpolis. Telefone: 048-32232291/048-99410291

Estas informacbes estdo sendo fornecidas para sua participacao voluntaria
neste estudo, que tem como objetivo avaliar a intervencao nutricional com
vitaminas C e E e o mineral Zn no estresse oxidativo e nas defesas
antioxidantes de pacientes com hepatite C em tratamento com interferon
associado a ribavirina.

Os pesquisadores, Danilo W. Filho e Mirelle Sifroni Farias fardo a consulta de
seu prontudrio, coletando informagdes, dentre estas: idade, tempo de diagndstico da
doenca, tempo de tratamento com interferon associado a ribavirina, assim como sua
dosagem e periodo de uso. Para a avaliagdo da ingestao alimentar serado coletadas
informacgdes de sua dieta através da anamnese alimentar por um questionario de 24
horas de um dia habitual e um questionario de freqiéncia alimentar. E para
avaliacao de seu estado nutricional, serdo coletadas as informacdes de seu peso e
sera feita a medicdo de sua altura. Para avaliacdo do estresse oxidativo e das
defesas antioxidantes, sera realizada uma coleta de sangue, com material
descartavel.

Esta pesquisa tem como principal beneficio verificar a eficacia de
antioxidantes, como vitaminas C e E, e o mineral zinco no estresse oxidativo e nas

defesas antioxidantes, causadas pelo tratamento com interferon associada a
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ribavirina em pacientes com hepatite C. Assim, com estes resultados podemos
orientar a conduta adequada para evitar complicacées provocadas pelo tratamento.

A qualquer momento vocé tera acesso aos resultados parciais da pesquisa,
bem como a qualquer dado referente ao resultado dos exames de sangue.

Vocé tem a liberdade de querer ndo participar desta pesquisa ou, no caso de
aceitagao, retirar seu consentimento a qualquer momento, sem nenhum prejuizo a
continuidade de seu tratamento.

A avaliacao do seu prontuario médico e dos resultados dos exames somente
sera realizada pelos pesquisadores envolvidos na pesquisa € médicos responsaveis
pelo seu tratamento. Todos os resultados serdo de uso exclusivo desta pesquisa.
Salientamos, que as consultas ao seu prontuario obedecerdo a Resolucdo CNS
196/96, as disposicoes legais e normativas em vigor no Brasil, como Cddigo Civil,
Codigo de Defesa do Consumidor, Cédigo de Etica Médica, entre outros, além da
autorizacdo prévia da instituicao, onde estao localizados os prontuarios.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer etapa do
estudo, nao existindo também, compensacao financeira relacionada a sua
participacao. Havendo comprovacao de que tenham ocorrido danos causados
diretamente pela pesquisa, vocé tera direito a tratamento médico na
instituicao, assim como as indenizacoes legalmente estabelecidas.

Todos os dados coletados assim como os resultados desta pesquisa serao
publicados e divulgados no meio cientifico sem qualquer identificacdo pessoal,
mantendo sigilo e preservando a sua privacidade. Além disto, somente o médico
responsavel pelo seu tratamento tera conhecimento sobre os resultados dos exames
e de sua avaliacdo nutricional.

Esse documento sera assinado em 2 (duas) vias por ambas as partes, uma

pelo pesquisador responsavel e outra por vocé.

Eu, , acredito ter sido

suficientemente informado a respeito das informagées sobre o estudo citado, que li
ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com a pesquisadora Mirelle Sifroni Farias sobre a minha decisdo em
participar deste estudo. Ficaram claros os propdsitos do estudo, os procedimentos
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de

esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta
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de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem

penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data: /]

Assinatura do Paciente

Data: /]

Assinatura dos Pesquisadores
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9 ANEXOS

9.1 Anexo | — Parecer do Comité de Etica de Pesquisa com Seres
Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
PARECER CONSUBSTANCIADO - PROJETO N © 12007
- ldentificagin
Titubo do Projete: “Avaliagho da intervengdo nutricional com vitaminas Ce E e o miineral Zinco mo esresse
oxidative ¢ nas defesas antioxidantes de pacientes com Hepatite © em ratamento com Imterferon-y associado
com ribaviring™. :
Pesguisador Responsivel: Praf. Danile Wilhelm Filho (Oriemador).
Pesguisador Principal: mdirele Sifroni Farias
Data Coleta dados: main'2007 a abeil 2008
Local onde @ pesguisa serd cond uzida: Institute de Medicing do Sistema digestivo Hha de Santa Catarisg
Il - Objetivos: ) geral: anslisar o efeito dn terapia antioxidante, através de um plano alimentar rics om
anticwidantes {vitaminas © e E, & ¢ minesal zinco}, ¢ da administrasg@o de suplementes dos mesmos, nas
defesas antioxidantes e no esiresse oxidative de pacientes com hepatite C em tratamento com interferon ¢
ribavirina
b} especificos: - verificar s diferencas dns defesas antionidantes enzimiticns (superdxido dismutase,
catnlase, glutationa peroxidase, glutations redutase, glutations s-transforase) presenies
no sangue dos pacientes com hepatite C em tratamenta com interferon e ribavirina.
antes ¢ depois de um plano alimentar rico em antioxidantes (vit. C, E ¢ o mineral zineae)
& da administragio de suplementos dos mesmos;
- verificar as diferengas das defesas antioxidantes nfio enzimisicas (glutations reduzida,
cxidada e total, teorss de vit, C e E), bem como nos nivels de ipoperoxidagho
[cencentraghio de THARS), presentes mo sangue dos pacientes com hepatite © em
tratamento com interferon & ribaviring, antes ¢ depois de um plang alimentar rizo em
antioxidantes {vit. C e E e o mineral zingo) e da administragilo dos mesmos:
comparar 06 resultados ablides antes e depois da intervengdio nutricional, atrevés deum
plano alimentar rice em antioxidantes {vit, . E & o mineral zinco) e da administrogiio
de suplementos dos mesmos e verificar eveniuais modificagpdes no quadro clinizo dos
pacientes.
10 = Sumirio do Projeto:
Trats-s¢ projets de dissertagiio de mestrade apresentado a0 programa de posgraduagBo em Farmacia da
UESC, Die acordo com os pesquisadores seréin avaliados 20 pacientes. com idade entre 30 a 50 anos, com
hepatite C em lralamento com (terferon ¢ ribwviring, sem doencas associadas como HIV e doengas renais
crfinicas, O diagnéstico serd buseado nos elevagfies das transaminascs séricas, na positividade para anti-HEWY

{anticorpos) ¢ através de bidpaia de figada.
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Um grupo controle serd constituido de 20 individuos saudiveis, sendo soro negativos para HCV, HBY. HIV,
HbsAg, anti-HBe total & anti-HCV. Nio poderdo apresentar histdria peévia de hepatite ou alcoolisme crnice,
& as aminofransferases deverfio estar em concenfraghes séricas normais.

Os pacienies serio recrutados no ambulatério de Mutrigio do Institute de Medicina do Sistema Digestivo Lha
de Santa Catarina, localizado no Baia 5ul Medical Center, em Floriandpolia/3C.

Apos avaliagio antropometricas, energéticas ¢ bioquimicas, serd estabelecido um plane normocaldrice,
normoprotéico ¢ normolipidico, conforme protocolo estabelecido no projete. Os dados coletados serdo
expressos em valores médios e desvio-padrio. O teste t de Student simples independente serd usado para

comparar o grupo de pacientes ¢ o grupo controke.

1Y — Comentirios frente & Resolucio 196/% CNS ¢ complementares:

(b processo contém tedos o5 documentos necessarios para sua apreciagiio. Os objetivos do projeto
estio de acorde com a metodologia a ser empregada. O projeto tem relevincia cientifica e oz curriculos
profissionais dos pesquisadores alestam sua capacidade para a realizago da pesquisa, Mo entarto, o TCLE
nfo estd de acordo com a Resoluglo 196/96, j4 que o TCLE deve conter o enderego e telefone dos
pesquisadores para quaisquer dividas por parte dos sujeilos, bem como, em caso de desisténcia na pesquisa.

Outra ddvida em relagio a0 TCLE & a forma coma serd obtido, uma vez que ndo estd clare no
projeto ou no resumo, Refere apenas que os pacientes serfio recrutados  no ambulatdrio de Mutrigio do
Instituto de Medicina do Sistema digestive [lha de Santa Cataring,

Cutra questiio refere-se a uma declaragiio dos pesquisadores, onde atestam que farfo consultas as
fichas de avaliagho médica e nutricional, no periodo de maio de 2007 o dezembro de 2008,

Lembramos que & preservacio do sigile, da privacidade, o acesso @ 0 uso dos prontudrics deverd
obedecer, nio apenas a Resoluglio CNS 196/96, mas também, as disposipbes legais e normativas em vigor no
pais, lais como o Cidige Civil, ¢ Codigo de Defesa do Consumidor, o Cadigo de Etica Médica, além de
OULTDS.

Eam aposto de 2005 a COMEP encaminhou a carta circular n® 23, onde se 16 “a responsabilicond,
para fodos 03 efeitos, decorrentes de acesse e do uso dos prowivdrios médices, bem comg op relotivos G
privacidide e ao sigilo, serd integrolmente dos atores envolvidos ™,

Alertamos aos pesquisadores sobre a necessidade de buscar  autorizagio assinada pelos pacientes,
seus responsiveis legais ou familiares. Isto porque a auséncia de awtorizagio prévia para utilizagio dos dados
confidenciais dos prontusdrios, sob & guarda de uma institigBo de saGde, fere os principios biodticos de
autonomia e de nilo maleficéncia. Assim, antes de realizar qualquer consulta 8s fichas dos pacientes, estes
antes devemn ser contactados pelo médieos responsiveis pela guarda das fichas e prontudrios médices o
solicitada swa autorizagio.

Existe no projeto um termo de consentimenio do lecal de pesquisa. Lembramos que & necessdrio uma
declaracio do [nstituto de Medicing do Sistema digestivo Tha de Santa Catanog autorizando & pesquisa ¢ o
acesso acs locals onde serfio recrutados os sujeiios da pesquisa, resguardando a Resolugio CNS 196/96.

Ainda nio estd clare na pesquisa, gue tipo de tratamento poe interferon-y e ribaviring seri avaliado,
como por exemplo, doses ¢ freqliéncia diaria ou semanal de uso destes medicamenios, bem como que tipo de

interferon (alfa, gama, “peguilado™ usado pelos pecientes serf critério para inclusdo dos pacientes na
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pesquisa. Dentre as anlises bioquimicas do projeto, algumas sio citadus gque serfio realizadas em duplicata,
porém outras o hé mengdo alguma a realizaglo de mais de uma repetigSo, pede-se que os pesguisadorss
atenter a este fato quando da analise estatistica ou reformulem o projelo.

Salienta-se que conforme consta dos objetivos especificos “..verificar eveatuais modificaghes no quadro
clinice dos pacientes..” cabe aos pesquisadores buscarem profissional habilitado e com competéncia

profissional regulamentada para tal ou melhor esclarecer este objetiva.

Pendéncias: Obtengiio de declarapiio do Instituto de Medicing do Sistema digestivo Hha de Santa Catarina,
refornulagio da Terma de Consentimento Livee ¢ Evclarecido de acordo com a Resolugiio CNS 19694, ¢

miiores cyclarecimentos da metodologio de pesquisa,

PARLCER DO CEP

[ x ) com pendéncia

Informamos que o parecer dos relatores foi aprovado por em reunido deste Comité na data de 1§ de
mab de 2HT.

V1- Data da Reunidio: 28 de maio de 2007,

Washington Portela de Souza
Coordenadaor do CEP
Fonte: CONEP/ANYS - Resoluglies 196/96 ¢ 251/97 do CNS,

Tendo em vista ¢ pronto atendimento das pendéncias, onde vs pesquisadores prestaram os
esclarecimentos solicitados e apresentaram a documentagiio pertinente, somos pela aprovagao

do presente projeto de pesquisi,

VII- PARECER FINAL:

{ X Japrovado

Informamos que o parecer dos relatores foi aprovado por em reunifo deste Comité na data de
25 de junho de 2007,

VIII- Data da Reunido: 25 de junho de 2007,

e
Prof. Washingion Porteln de Sour
Coordenador do CEF

Fonie: COMEF/ANYS - Resolugfes 196/%6 e 251/97 do CNS.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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