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RESUMO

NISHIOKA, Alessandra Harumi. Estudo comparativo da excrecdo de flavonoides entre
individuos eutroficos e obesos, apos ingestdo de sucos de laranja, cv. Pera e cv. Moro.
2019. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2019.

As laranjas e seus derivados, principalmente os sucos, possuem compostos bioativos, tais
como os flavonoides, entre eles as flavanonas hesperidina e narirutina, que podem estar
relacionados a promocdo e beneficios a saude. A absorcdo e metabolizacdo de flavonoides
podem ser afetadas por diversos fatores como a microbiota e fatores antropométricos, o que
pode afetar a sua bioatividade. Assim, 0 objetivo deste estudo foi comparar o metabolismo e
excrecdo dos flavonoides entre individuos eutroficos e obesos apds a ingestdo de sucos de
laranja pasteurizado obtidos das cvs. Pera e Moro. Em um estudo cross-over randomizado 20
voluntarias eutrdficas e 10 voluntarias obesas, com idade entre 19 e 40 anos, consumiram em
dose Unica 600 mL de cada suco, que contém as flavanonas narirutina e hesperidina, além das
antocianinas no suco Moro. Os metabdlitos de flavanonas e de antocianinas foram
identificados e quantificados em urina coletada em diferentes periodos de tempo durante 24
horas. N&o foi observada diferenca significativa na permeabilidade intestinal entre os grupos.
Foram detectados e identificados 8 metabdlitos de fase Il da hesperitina e naringenina,
principalmente mono e diglicuronidados e sulfatos, alem de trés &cidos fenolicos catabolitos
de flavanonas formados pela microbiota intestinal, entre elas o &cido hipuarico, acido
protocatecuico e acido 3-(3-hidroxifenil)-3-hidroxipropidnico. Os &cidos fendlicos foram os
metabolitos majoritarios recuperados na urina, principalmente o acido hiparico. Ainda, 0s
metabolitos de fase Il apresentaram maior excre¢do entre o periodo de 4-8h e 8-12h (13 a
27% do total de metabolitos excretados). N&o foi observada diferenca significante (p<0,05) no
total de metabdlitos de naringenina e hesperitina excretados na urina durante o periodo de 24
h entre os dois grupos e para 0s sucos de laranja, nem para o total de metabdlitos,
provavelmente devido a grande variabilidade interindividual na excre¢do. Assim, nao foi
observada diferenca entre a metabolizacdo de flavanonas de laranja entre os eutrdficos e

obesos e nenhuma correlagdo com os pardmetros antropométricos avaliados.

Palavras-chaves: Excrecéo, flavanonas, hesperidina, narirutina, suco de laranja



ABSTRACT

NISHIOKA, Alessandra Harumi. Comparative study of excretion of flavonoids among
eutrophic and obese individuals, after ingestion of orange juice, cv. Pera and cv Moro.
2019. Dissertation (Master degree) — Faculty of Pharmaceuticals Sciences, University of Sao
Paulo, S&o Paulo, 2019.

Oranges and orange juices contain bioactive compounds, such as flavonoids, mainly the
flavanones hesperidin and narirutin, which may be related to the promotion and health
benefits. The absorption and metabolization of flavonoids can be affected by several factors
such as the gut microbiota and anthropometric parameters, which may affect its bioactivity.
Thus, the aim of this study was to compare the metabolism and excretion of flavonoids among
eutrophic and obese people after ingestion of two pasteurized orange juice obtained from cvs.
Pera and Moro. In a randomized cross-over study 20 eutrophic volunteers and 10 obese
volunteers, aged 19-40 years, consumed a single dose of 600 mL of each juice. The
metabolites of flavanones and anthocyanins were identified and quantified in urine collected
at different time points for 24 hours. No significant difference in intestinal permeability was
observed between groups. Eight Phase Il metabolites of hesperitin and naringenin, mainly
mono and diglycerides and sulfates, and three phenolic catabolites of flavanones formed by
the gut microbiota were detected and identified, among them hippuric acid, protocatecuic acid
and 3- (3-hydroxyphenyl) ) -3-hydroxypropionic acid. Phenolic acids were the major
metabolites recovered in urine, mainly hippuric acid. Furthermore, phase 1l metabolites had
greater excretion between the period of 4-8h and 8-12h (13-27% of total metabolites
excreted). No significant difference (p <0.05) was observed in the total of naringenin and
hesperitin metabolites excreted in the urine during the 24 h period between the two groups,
probably due to interindividual variability in excretion. Thus, no difference was observed on
metabolism of flavanones between the eutrophic and obese and no correlation was observed

with the anthropometric parameters evaluated.

Key-words: Excretion, flavanones, hesperidin, narirutin, orange juice
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1. INTRODUCAO

Os sucos de frutas citricas, como o suco de laranja, possuem compostos bioativos que
podem estar relacionadas a beneficios a salde devido a sua capacidade antioxidante que
derivam tanto da vitamina C como das flavanonas, em especial, as majoritarias narirutina e
hesperidina (SANCHEZ-MORENO et al, 2003; MARTI et al. 2009). Estes compostos
podem atuar como agentes antioxidantes, hipolipidémicos e anti-inflamatorios
(MILENKOVIC et al, 2011; PETERSON et al., 2006).

As principais flavanonas, nos citrus, estdo conjugados a acgucares atraves de ligacdes
do tipo B, formando estruturas glicosiladas. Ao serem ingeridas, a molécula de aclcar é
hidrolisada por p-glicosidases e a-raminosidases da microbiota intestinal, sendo absorvida
posteriormente na forma aglicona (NEMETH et al, 2003; DAY et al, 1998; GEE et al, 2000;
BOKKENHEUSER et al, 1987).

Além das flavanonas, ha outra subclasse de flavonoides presentes nas laranjas, as
antocianinas. Estas, podem ser encontradas nas laranjas sanguineas, que apresentam
pigmentacdo vermelha na polpa. As antocianinas, em alguns casos, diferente das flavanonas
diferem em relacdo a metabolizacdo, que por vezes podem ser detectadas na forma glicosilada
na urina, mas sdo também metabolizadas pela microbiota intestinal. Mas em geral, ambas as
classes se apresentam na forma sulfatada e/ou glucuronidada, além de metilada,no caso das
antocianidinas (FELGINES et al. 2002; KAY et al. 2005).

Assim, dependendo da composi¢do da microbiota intestinal de diferentes voluntarios,
além de outros fatores como a permeabilidade intestinal e dieta, é possivel ter diferentes
niveis de hipersensibilidade e atividade raminosidases bacterianas, podendo gerar diferencas

na metabolizacdo e absorcdo de flavanonas (Vallejo et al., 2010).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sucos e Laranjas
O suco de laranja estéa entre os principais sabores de sucos consumidos no mundo. E

uma bebida que possui nutrientes, como a vitamina C, e compostos bioativos, tais como 0s
flavonoides, entre eles as flavanonas hesperitina e naringenina (NEVES et al, 2010; KAWAII
et al, 1999).

As laranjas podem ser classificadas de acordo com a coloracdo que apresentam na
polpa, sejam amarelas ou sanguineas. As laranjas com polpas amarelas sdo as variedades mais
comercializadas no mundo, dentre elas esta a laranja Pera, ja a variedade Moro, tem cor
caracteristica devido as antocianinas presentes em sua polpa (Figura 1) (MOURA et al.,
2010; LIANG et al., 2011).

Figura 1. Laranja cv. Pera e cv. Moro

Os principais derivados glicosilados da naringenina e hesperitina encontrados em
frutas citricas estdo apresentados na Figura 2. Destes, a hesperidina (hesperitina-7-O-
rutinosideo) e a narirutina (naringenina-7-O-rutinosideo) sdo as principais flavanonas
encontradas exclusivamente na laranja. Estes, sdo caracterizadas por dois anéis benzénicos
unidos por uma cadeia de trés carbonos ciclico e saturado e um atomo de oxigénio na posicdo
C4, e glicosiladas a um dissacarideo na posi¢do C7 (D'ARCHIVIO et al, 2007).
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Figura 2. Estruturas glicosiladas das flavanonas. (Fonte: MULLEN et al, 2008)

Na laranja Moro, sua coloracdo avermelhada a diferencia das laranjas com polpas
amarelas, isso devido a presenca de antocianinas. As antocianinas majoritarias presentes nessa
laranja sdo a cianidina-3-glicosideo e a cianidina 3-(6’"-malonil glicosideo) (DUGO et al.
2003) Figura 3.

®
HO
O = OH oH

Cianidina-3-glicosideo Cianidina 3-(6’-malonil glicosideo).
Figura 3. Antocianinas majoritaria da laranja Moro

2.2 Metabolismo de flavonoides
O metabolismo, a biodisponibilidade e a atividade biolégica dos flavonoides

dependem tanto da sua estrutura quimica como numero de grupos hidroxila, configuracédo e
substituicdo por grupos funcionais quanto da absorcdo intestinal. Um outro fator que pode
influenciar na absorgdo desses compostos séo as diferengas na microbiota intestinal devido a
variabilidade intestinal (KUMAR et al., 2013; ERLUND et al, 2000; VALDES et al., 2015).
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Ao serem ingeridos, os flavonoides sdo metabolizados por enzimas intestinais e hepéticas e
pela microbiota intestinal (KANAZE et al., 2007; SILVEIRA, 2014).

Segundo Duefias et al. (2015) e Valdés et al. (2015), cerca de 5 a 10% dos polifendis
ingeridos sdo absorvidos no intestino delgado, enquanto cerca de 90 a 95% chegam ao
intestino grosso, onde sdo degradados pela microbiota intestinal e enfim absorvidos. Os
polifendis nos alimentos, em sua grande maioria estdo em sua forma glicosidea, que nao sao
absorvidas pela mucosa intestinal. Para que ocorra a absor¢do desses compostos, estes
precisam ser liberados como aglicona.

A absorcdo dos glicosideos no intestino delgado pode ocorrer de duas maneiras. Na
primeira, o glicosideo ¢ hidrolisado pela lactase-florizina hidrolase (LPH), que esta presente
na borda em escova e concomitantemente, a aglicona pode ser absorvida através do intestino
delgado. A segunda forma é o transporte da molécula glicosidica através do transportador de
glicose, 0 SGLT-1 (transportador de glicose sodio dependente) (KUMAR et al., 2013).

Por outro lado, a absor¢édo de rutinosideos, tais como a hesperidina e narirutina, ocorre
no intestino grosso, devido ao intestino delgado néo possuir glicosidases capazes de hidrolisar
esta ligacdo, e desta forma sdo dependentes da microbiota intestinal para sua deglicosilagéo.
Isto explica o pico de concentracdo plasmatica destes dois flavonoides ocorrer por volta de 6
horas (HOLLMAN et al., 1999; HOLLANDS et al., 2008).

As antocianinas podem diferir em relacdo a metabolizacdo, que por vezes podem ser
detectadas intactas na urina. Mas em geral elas podem se apresentar na forma metilada,
sulfatada ou glicuronidada (FELGINES et al. 2002; KAY et al., 2005).

No intestino, os polifendis sdo transportados dos enterdcitos para o figado através do
sistema-portal ligado a albumina ou via linfatica (BRAND et al., 2008; SPENCER, et al.,
1999; SCALBERT et al., 2000), onde sofrem reacdes de conjugacdo como metilacdo,
sulfatacdo e glicuronidacdo. Em estudos de biodisponibilidade em humanos, ha indicacdo de
que as flavanonas séo absorvidas como conjugados glicuronideo e sulfato.

Apos chegar ao figado os flavonoides entdo sofrem biotransformacdo pelas enzimas
UDP’s glicuronosiltransferases e sulfotransferases (enzimas de conjugacdo de fase Il) ao
final, os metabdlitos conjugados aos glicuronideos e sulfoglicuronideos podem ser excretados
pela bile e/ou urina, dependendo do metabdlito formado (Figura 4) (MATSUMOTO et al.,
2004; WILLIAMSON 2002; XIAO et al., 2013; MANACH et al., 2003).

A absorcdo ocorre tanto no intestino delgado quanto no intestino grosso. Este fato é

reforgado apo6s comparacdo da excre¢do na urina de metabdlitos de hesperitina, por individuos
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ileostomisados e saudaveis, na ordem de 3,5% e 11,9 %, respectivamente, do total ingerido de
hesperitina-3-O-rutinosideo, 0 que indica que aproximadamente 70% dos metabdlitos de
hesperetina sdo absorvidos no intestino grosso e em menor concentracdo no intestino delgado
(SCALBERT et al. 2000; NIELSEN, et al., 2006; MANACH et al., 2004; MATSUMOTO et
al., 2004; BORGES et al., 2010; BORGES et al., 2013).

Enterocitos Circulaciio entero-hepdtica

Alimento
= Glicosideo
10c oo F'.)“r;v)
Agliconas [ *: Aghconas
>
>
- Bile —
—— Y
Agliconas —9$ @ —> Agliconas O
V ’_‘74
‘.’:J
4“'. ::I
Metabdlitos ——( @ 5 Metabdlitos |
ﬂ microbianos
Excrecdo -
fecal Colondcitos Excre¢do na urina

Figura 4. Metabolismo dos polifendis. (Fonte: Adaptado de Kemperman et al. 2010)

A Dbiodisponibilidade por via oral dos rutinosideos €é baixa, representando
aproximadamente 20%. Em estudo realizado por Nielsen et al., (2006), mostrou que a
remocdo da fracdo com rutina, apds tratamento com a enzima hesperidinase, torna a
hesperidina mais biodisponivel, pois ocorre mudanca do sitio de absorcdo, que antes ocorria
no colon e passa a ser no intestino delgado. Contudo, os resultados podem variar levando em
consideracdo as diferencas geneticas entre os individuos (SPENCER et al., 2008).

Griffiths et al., (1972) demonstraram que a microbiota intestinal pode ser importante
no processo de hidrolise dos glicosideos com a liberacdo de agliconas. Foi observado que a
naringenina-7-O-neohesperidosideo e a hesperitina-7-O-rutinosideo quando administradas a

ratos germ-free se mantinham intactas nas fezes, diferente das baixas concentragdes
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encontradas em ratos com microbiota normal. As enzimas chave para a hidrélise e absorcao
de flavanonas sdo as o-L-ramnosidades, enzimas que s&o capazes de deglicosilagdo dos
rutinosideos. Varias estirpes bacterianas presentes no colon foram apresentadas como
produtoras dessas enzimas (BOKKENHEUSER et al., 1987; YADAV et al., 2010). As
bactérias do género Bacteroides JY-6 e Fusobacterium K-60 tém demonstrado ser produtoras
dessa enzima (JANG et al., 1996; PARK et al., 2005). Assim, uma fonte provavel de variacdo
na absorcdo das flavanonas pode ser a composicdo da microbiota intestinal, que pode gerar
diferentes niveis de alfa-raminosidase e beta-glicosidase, alterando assim o processo de
deglicosilagdo (KANAZE et al., 2007).

Bredsdorff et al. (2010) comparou a biodisponibilidade em humanos de narirutina
presente na matriz de suco de laranja, e 0 mesmo suco tratado com a-raminosidase, contendo
naringenina-7-O-glicosideo, seu produto de hidrolise. Neste caso, a area sobre a curva da
naringenina no plasma do suco tratado com a-raminosidase foi aumentada em 4 vezes e a
Cmax foi 5,4 vezes mais elevada e 0 Tmax diminui de 311 para 92 min em comparagdo com 0
suco sem tratamento, indicando a mudanca de local de absorcdo. Ainda, os metabolitos
encontrados na urina aumentaram de 7 para 47% da dose administrada, com o suco tratado. O
mesmo aumento na absorcéo foi observado em uma concentragao 3 vezes maior, neste caso sO
afetou a concentracdo total, mas ndo teve qualquer impacto sobre perfil dos conjugados
formados ap6s a absorcao do colon.

A maioria das referéncias sobre as flavanonas identificaram glicuronideos e sulfatos
conjugados circulantes. Em humanos, os locais da O-glicuronidagdo da naringenina ocorrem
nas posicdes C7 e C4’ e nas posi¢des C7 e C3’ na hesperitina (MULLEN et al., 2008; BRETT
et al., 2009; BREDSDORFF et al., 2010; VALLEJO et al.,, 2010). J4, a sulfatacdo da
naringenina ocorre preferencialmente nas posicdes C7, C4’ e C5 (ZHANG et al., 2004),
enquanto que na hesperitina ocorre principalmente na posicdo C3’ (MULLEN et al., 2008;
BORGES et al., 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

A absorcdo das flavanonas presentes nas laranjas depende inicialmente da agéo de
enzimas intestinais e da microbiota intestinal, sendo absorvidas nas suas formas livres
(KANAZE et al, 2007).

Vallejo et al. (2010) sup6s que pode haver diferencas na absorcdo e excrecdo de
flavonoides devido a fatores como: niveis de hipersensibilidade, atividade de raminosidases
bacterianas e em parte a variabilidade interindividual.

Neste caso, uma vez que a absorcdo dos flavonoides de laranjas depende desses
fatores, propdem-se a avaliar a metabolizacdo e excrecdo de flavonoides na urina de dois

grupos distintos, apds a ingestao de sucos de laranjas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Comparar 0 metabolismo e excrecdo dos flavonoides entre individuos eutréficos e

obesos apds ingestdo de sucos de laranjas.

4.2 Objetivos especificos
e Caracterizacdo dos sucos de laranjas.

e Avaliar a permeabilidade intestinal dos dois grupos de estudo.
e Identificar e quantificar os metabodlitos na urina dos voluntarios apds ingestdo dos

sucos de laranjas.

5. HIPOTESE
HO: Né&o existe diferenca significativa entre a metabolismo e a excregéo de flavanonas

entre individuos obesos e eutréficos apds ingerir suco de laranja.

H1: Existe diferenca significativa entre os objetivos observados.
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6. METODOLOGIA

6.1 Material
Suco de laranja, cv. Pera e cv. Moro, pasteurizados foram fornecidos pela

FUNDECITRUS, Araraquara-SP, em frascos de 1 litro. Apds a pasteurizagdo, os sucos foram
congelados em freezer a -20°C.
Os sucos foram centrifugados a 10.000 rpm/15 min/4°C e o sobrenadante utilizado para

as andlises de caracterizacgdo (itens 6.2.1 a 6.2.6).

6.2 Metodologia

6.2.1 Quantificacdo de sdlidos soluveis - Grau Brix (°Brix)
O teor de solidos soluveis foi avaliado com refratbmetro digital portatil (modelo DR

201-95), em triplicata.

6.2.2 Determinagéo do pH
Foi utilizado pHmetro modelo Metrohm 827 pH Lab Meter Swissmade.

6.2.3 Agucares totais
Amostras dos sucos foram filtradas em filtros PTFE (Millipore Ltda., Bedford, USA) de

0,45 pum de poro e posteriormente analisados por CLAE acoplado a um detector
pulsoamperométrico (Dionex, DX500, Sunnyvale, CA, USA). Foi utilizado uma coluna PA1
(250 x 4 mm, Dionex, Sunnyvale, CA, USA) e fase mdvel constituido de NaOH 18 mM, em
modo isocratico, por 25 min. O fluxo através da coluna foi de 1 mL/min. As amostras foram
injetadas em duplicata e os acucares identificados pelo tempo de retencdo em comparacao a
padrdes externos PadrOes de sacarose, frutose e glicose (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) foram utilizados para a construcdo de uma curva de calibracdo com cinco pontos de
concentracdo e aplicados em triplicata (GOMEZ; LAJOLO; CORDENUNSI, 2002). Os
resultados foram expressos como g/100 ml de suco.

6.2.4 Determinacao de fendlicos totais
Foi utilizado o reagente de Folin-ciocaulteau e acido galico como padrdo (SWAIN, T.;

HILLIS, W.E., 1959). As leituras foram realizadas em espectrofotdometro (Hewleett Packard,
modelo 8453) no comprimento de onda de 765 nm. Os resultados foram expressos como mg
AG/100 ml de suco.


http://www.ebay.com/itm/Metrohm-827-pH-Lab-pH-Meter-Swissmade-/231806739015?_ul=BR

26

6.2.5 Acidos organicos
As amostras foram filtradas em filtros PTFE (Millipore Ltda., Bedford, USA) de 0,45

pum de poro. Em seguida, foram injetadas em sistema cromatografico equipado com detector
de arranjo de diodo (CLAE-DAD) (Hewlett-Packard 1100, Agilent), em coluna pBondpack
C18 (300mm x 3.6 mm i.d., Waters, Milford, MA), com fase mdvel de acido fosforico a
0,1%, com fluxo de 0,5 mL/min. O monitoramento foi feito a 210nm. As amostras foram
injetadas em triplicatas e os resultados expressos em mg/100 ml de suco. Os éacidos organicos
foram identificados a partir do tempo de retencdo e similaridade do espectro de absorgédo em
comparacdo aos padrGes comerciais. Os padrdes dos acidos malico, succinico, citrico,
ascorbico e tartarico foram utilizados para a construcdo das curvas de calibracdo utilizando

cinco pontos de concentracédo e aplicados em triplicata (PASTERNAK, T. et al., 2005).

6.2.6 Capacidade antioxidante
Para a determinacdo da capacidade antioxidante foi utilizada o método Oxygen radical

assay capacity (ORAC), segundo Prior et al., 2003, e pelo método do sequestro de radical
a,a-difenil-B-picrilhidrazina (DPPH), proposto por Brand-Williams et al., 1995.

6.2.6.1 Oxygen radical assay capacity (ORAC)
As solugdes de fluoresceina 40 nM e 2,2’ -azobis 153 mM (2-amidinopropano)

dihidrocloreto (AAPH) foram preparados em tampao fosfato 75 mM, pH 7,1. Aliquotas de 25
puL de tampédo (branco) ou 25 pL de solucdo Trolox (curva de calibracdo) ou 25 uL de
amostra, devidamente diluida, foram distribuidas em microplaca de poliestireno de fundo
chato com 96 pocos seguidas da adicdo de 150 pL de solucdo de fluoresceina e incubada a 37
°C por 30 minutos. Posteriormente, a reacdo foi iniciada pela adicdo de 25 pL de AAPH. A
leitura da intensidade de fluorescéncia (485 nmex / 525 nmem) foi realizada a cada 1 minuto
durante 60 minutos de reacgdo, utilizando-se leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek
Instruments, Winooski, VT, USA). A capacidade antioxidante foi calculada pela area abaixo
da curva de uma amostra subtraindo-se a area correspondente a do branco (solugdo tampao).
Foi utilizando curva de calibracdo tendo o Trolox como padréo, efetuada a cada ensaio, nas
concentragfes de 6,25 a 100 puM. Os resultados foram expressos em pmol Trolox

equivalente/100 ml de suco.
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6.2.6.2 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Para o método DPPH, foi preparada uma solucdo metandlica de DPPH (0,05 mM) em
metanol. A analise foi realizada em microplaca de poliestireno de fundo redondo com 96
pocos, no qual cada pogo foi preenchido com 200 pL da solugdo de DPPH, 40 pL de metanol
(branco), ou o mesmo volume para a solucdo de Trolox (curva de calibracdo), nas
concentracdes entre 20-70 uM, ou amostras, devidamente diluidos, quando necessario. A
leitura de absorbancia a 517 nm foi realizada em leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek
Instruments, Winooski, VT, USA) ap6s 20 minutos de incubacdo ao abrigo da luz. A
capacidade antioxidante foi calculada segundo férmula abaixo e os resultados foram
expressos em pmol Trolox equivalente/ml amostra. Onde, A (Branco) refere-se a absorbancia

do branco / A (Amostra) refere-se a absorbancia da amostra.

% descoramento do DPPH = A (Branco) — A (Amostra) x 100
A (Branco)

6.2.7 Identificacdo e caracterizac¢ao de flavonoides

6.2.7.1 Extracéo e separacao em fase solida (SPE)
Amostras dos sucos integral foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi eluido em coluna de 1 g de Poliamida (CC 6, Macherey-Nagel), preparada
em seringa propria de 6 mL (HPLC Technology), previamente pré-condicionadas pela
passagem de metanol seguido por dgua deionizada. Apés a passagem do extrato, a coluna foi
lavada com agua deionizada e a eluicdo dos compostos fendlicos foi realizada com metanol e
posteriormente com metanol:NHs (99, 5:0,5, v/v). Os eluatos foram completamente secos
através de rotaevaporacao (Rotavapor, RE 120, Buichi, Flawil, Suica), sob vacuo, a 40 °C. As
amostras de suco de laranja cv. Pera, foram ressuspendidos com metanol. Para amostras de
suco cv. Moro, as amostras foram ressuspendidas com metanol acidificado com acido acético
5%, a seguir foram filtrados em filtros PTFE (Millipore Ltda., Bedford, USA) de 0,45 um de
poro. Quanto ao precipitado foi adicionado 20 ml de dimetilsulféxido (DMSO), sobre
agitacdo, em temperatura ambiente overnight. Posteriormente foi filtrado em filtros PTFE
(Millipore Ltda., Bedford, USA) de 0,45 um de poro. A identificagdo e a quantificacdo de
compostos fendlicos foram realizadas por CLAE-DAD e LC-ESI-MS/MS.
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6.2.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector diodo array (CLAE-
DAD)

A quantificacdo de fenolicos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em equipamento Agilent 2100 e detector com arranjo de diodo (CLAE/DAD). Para a detecgéo
de flavanonas, foi utilizada a coluna Prodigy 5 p ODS3 (250 x 4,60 mm) (Phenomenex Ltd.,
Reino Unido) com fluxo de 1 mL/min, 25 °C. A eluicdo foi realizada com gradiente de
solventes constituido por A: 0,5% acido formico em agua e B: 0,5% éacido férmico em
acetonitrila. O gradiente de concentracdo dos solventes constituiu em 8% de B no inicio, 10%
em 5 min, 17% em 10 min, 25% em 15 min, 50% em 25 min, de 90% em 30 min, 50% em 32
e 8% em 35 min — o tempo total de corrida foram de 35 minutos. O comprimento de onda
para a leitura foi de 280 nm.

Quanto a detecgdo de antocianinas, foi utilizada a coluna Prodigy 5 p ODS3 (250 x
4,60 mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido), com fluxo 0,8 mL/min, 25 °C. A eluigéo
realizada com gradiente de solventes constituidos por A: agua/ &cido férmico/ acetonitrila
(96:1:3 v/viv) e D: agua/ acido formico/ acetonitrila (48:1:51 v/viv). O gradiente de
concentracdo dos solventes constituiu em 10% de D no inicio, 25% em 10 min, 31% em 15
min, 40% em 20 min, 50% em 30 min, 100% em 40 min, 10% em 45 min e 10% em 50 min —
o tempo total de corrida foram de 50 minutos. O comprimento de onda para a leitura foi de
525 mn.

A quantificagdo foi realizada utilizando curva de calibragio com padrdes de
flavonoides cianidina-3-O-glucosideo, hesperitina, narirutina e didimina (Extrasynthese,

Genay, France) e rutina (Sigma).

LC-ESI-MS/MS

A identificacdo de compostos fendlicos, foi conduzida em equipamento composto de
um espectrometro de massa tipo ion trap, modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics,
Alemanha), acoplado a um cromatografo liqguido modelo Prominence (Shimadzu, Japdo) e
interface de ionizacdo por electron spray (ESI). As condicdes de separacdo serdo foram as
mesmas utilizadas para CLAE/DAD. Apos a passagem pelo DAD, o fluxo foi alterado para
0,2 mL/min para a passagem no espectrobmetro de massa. O ESI foi mantido em modo
positivo para antocianinas e modo negativo para os demais flavonoides. O detector de massas
foi programado para realizar full scan entre m/z 100-1000. A energia de ionizagdo foi de
3000-3500 V. Os compostos foram identificados pela comparacdo do espectro de massas

obtidos e a comparagdo com o de padrées comerciais e/ou dados de literatura.
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6.2.8 Estudo comparativo da excrecdo de flavanonas da laranja em individuos obesos e

eutroficos

6.2.8.1 Comité de Etica e registro de ensaio clinico

A selecdo dos voluntéarios foi realizada por entrevista individual, explicando os
objetivos e procedimentos da pesquisa.

A participacdo do projeto esta de acordo com as normas do Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de S&o Paulo, documento — CAAE:
61707116.5.0000.0067 e registrado no sitio de Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(ReBEC) — UTN: U1111-1216-2468.

6.2.8.2 Populagéo de estudo

Foram recrutados 20 voluntarios com diagnostico nutricional de eutrofia (IMC= 19,0-
24,99 Kg/m2) e 10 com diagndstico de obesidade (IMC > 30,00), sexo feminino, com idade
entre 19 e 40 anos. Para a classificacdo do percentual de gordura, para os individuos
eutréficos foi utilizado a porcentagem de gordura corporal entre 9 a 22% e para individuos
obesos porcentagem de gordura corporal maior ou igual a 32%. As voluntérias nao
apresentaram nenhum historico de doenca gastrointestinal, hepéatica ou renal; ndo eram
etilistas, tabagistas, diabéticos ou vegetariano; ndo apresentaram qualquer tipo de infeccéo;
ndo estavam fazendo uso de suplementos vitaminicos e minerais, nem de antibioticos,
antidcidos ou medicamentos para diarreia ou constipacdo; ndo praticavam atividade fisica
intensa; ndo estavam gravidas ou em periodo de amamentacao ou em terapia hormonal para

menopausa.

6.2.8.3 Desenho do estudo

Dentre as 55 voluntarias que responderam ao recrutamento feito na Universidade de
Sao Paulo, somente 30 estavam dentro dos critérios de inclusdo. Estas voluntarias foram
randomizadas em um estudo clinico cross-over, no qual consumiram em dose Unica 600 mL
de cada suco, laranja Pera e laranja Moro (. As voluntarias receberam orientacdo para que
restringissem 3 dias antes de cada suco de laranja, alimentos como maracuja, laranja,
tangerina, limédo e uva, além de chéa e café, e que fosse feito washout de uma semana entre as

intervencdes.
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Foi realizado um primeiro encontro para esclarecimento sobre o ensaio clinico, e outro
para aferir as medidas antropomeétricas e para que fosse feita a coleta de sangue e fezes.

Ap0s a ingestdo dos sucos, foram coletadas as urinas de 24 horas das voluntarias.

Antes da intervencdo com os sucos de laranjas, Pera e Moro, foi realizada a analise de
permeabilidade intestinal, onde essas voluntarias ingeriram manitol e lactulose, que foram

recuperados na urina depois de 5 horas da ingestdo destes agucares.

Voluntéarias selecionadas n=55

Voluntérias incluidas n=30

Teste de Permeabilidade Intestinal

Restricdo de alimentos (3 dias)

Eutrofia n=20 Obesidade n=10

Laranja Pera Laranja Moro

Washout — 7 dias

Laranja Moro Laranja Pera

Figura 5. Fluxograma do estudo

6.2.8.4 Analise da permeabilidade intestinal
A andlise de permeabilidade permite a avaliagdo da integridade da mucosa intestinal. Esta

foi analisado utilizando trés metodologias, excrecdo urinaria de agucares ndo metabolizaveis,

LPS plasmatico e Zonulina plasmatica.
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6.2.8.5 Excrecdo urinaria de lactulose e manitol
O teste consiste em administrar por via oral de aglUcares ndo metabolizaveis, e

posteriormente a coleta de urina-5h, para a mensuracdo da excrecao urinaria desses agucares.

Inicialmente foi solicitada a restricdo, trés dias antes do ensaio, frutas como maca,
goiaba, pera, uva, ameixa, cereja, damasco, framboesa, amora. No dia do ensaio, as
participantes foram avaliadas antropometricamente (peso, altura, circunferéncia da cintura, %
de gordura corporal) e amostras de sangue, urina e fezes foram coletadas para exames
bioquimicos. As amostras foram armazenadas em ultra freezer & -80°C até a analise

Foi solicitado as voluntérias eliminarem a urina residual e posteriormente a essa etapa
foi a feita ingestdo de 200 ml de uma solucdo composta por 3g de manitol e 9,479 de
lactulose. Apds 1h e 30 min da ingestdo da solugdo, as participantes receberam uma caixinha
de &gua de coco e um pacote unitario de biscoito salgado. Toda urina foi coletada no periodo
de 5h. Ao final, o volume da urina foi mensurado e 80 ml foram armazenados a -20 °C. A fim

de impedir o crescimento microbiano 0,015¢g de Timerosal foi adicionado na amostra.

6.2.8.6 Quantificacao dos acucares (lactulose e manitol) na urina
Foi realizada em CLAE Thermo ICS-5000 + DC, em coluna CarboPac MA1 (4x250

mm) e solvente isocratico de 500 mM de NaOH durante 35 min. A quantificacdo foi realizada
utilzando curva de calibracdo com os respectivos padrdes. Os resultados foram expressos em
Razé&o de lactulose/manitol (L/M).

6.2.8.7 Dosagem do LPS plasmatico
Foi utilizado o kit Lonza — Limulis Amebocyte Lysate (LAL) QCL — 1000 ™, de

acordo com as instrucdes do fabricante.

6.2.8.8 Dosagem de Zonulina plasmatica
Foi utilizado o kit IDK® Zonulin ELISA K 5601, de acordo com as instru¢des do

fabricante.

6.2.8.9 Parametros bioguimico
Os exames bioquimicos foram realizados pelo laboratorio de analises clinicas do

Hospital Universitario (HU-USP):

- Glicose (Método enzimatico - hexoquinase);

- Colesterol total (Método enzimatico colorimétrico - colesterol oxidase);
- LDL e VLDL colesterol (obtidas pelo calculo de Friedewald);

-HDL colesterol (Método enzimatico colorimétrico homogéneo sem precipitacao);
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- Triglicérides (Método enzimético colorimétrico - glicerol fosfato peroxidase segundo
Trinder);

- Creatinina (Método colorimétrico — Jaffe);

- Insulina (Eletroguimioluminescéncia - ECLIA)

- Alanina aminotransferase (ALT ou TGP) (Método enzimético - IFCC sem piridoxal
fosfato);

- Aspartato aminotransferase (AST ou TGO) (Método enzimatico - IFCC modificado).

6.2.9 Excrec¢do de flavanonas em individuos obesos e eutréficos

Os mesmos individuos recrutados acima participaram de um segundo encontro, onde
trés dias antes, foi requisitado que restringissem o consumo de frutas citricas (laranja,
tangerina e limao) e seus derivados (periodo de washout). Ap6s um jejum de 10 horas, as
voluntérias ingeriram 600 mL de suco de laranja, em dose Unica. Foi coletada a urina nos
intervalos Oh (anterior a ingestao), e nos intervalos de tempo entre 0-4 h, 4-8 h e 8-12 h e 12-
24 h. O volume total de cada periodo foi mensurado. Durante este periodo de 24 h foi
solicitado a manutencao da restricdo de alimentos descritos acima. A urina, no caso do suco
de laranja cv. Moro foi acidificada com &cido formico a 50%. As urinas foram armazenadas

em ultra freezer a -80°C até analise.

6.2.10. Identificacdo e quantificacdo de metabolitos da urina
Aliquotas de urina foram centrifugadas a 14.000 rpm, por 5 minutos a 4°C, filtrados

utilizando filtro PVDF 0,22 um x 13 mm de diametro.

A identificacdo inicial dos metabdlitos de fase Il e acidos fendlicos foi realizada em
equipamento de CLAE modelo Prominence (Shimadzu, Japao) acoplado ao espectrémetro de
massa do tipo ion trap, modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics, Alemanha), e interface de
ionizacdo por electron spray (ESI). As condi¢bes cromatograficas utilizadas foram coluna
Poroshell 120 C18 (100 x 3,0 mm), 2,7um A(gilent, Palo Alto, CA, USA), com fluxo 0,5
ml/min e temperatura de coluna de 25°C. As fases moveis utilizadas foram A: agua/ &cido
formico (99:1, v/v) e B: acetonitrila. O gradiente de concentracdo dos solventes para B foram
5% no inicio, 18% em 7 min, 28% em 17 min, 50% em 17:10 min, 90% em 20 min, 90% em
20:20 min e 5% em 26 min. A corrida foi monitorada a 280 nm e 525 nm. Os metabdlitos de
fase Il foram identificados pela similaridade do espectro de massas comparado a padrdo
externo dos metabdlitos naringenina-7-O-glicuronideo, hesperitina-7-O-glicuronideo e
hesperitina-3"-O-glicuronideo, gentilmente doados pelo Dr. Paul Kroon e Paul Needs
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(Quadram Institute, UK) e dados de artigos. Os &cidos fendlicos foram também identificados
pelo espectro de massas e tempo de retencdo de padrfes comerciais.

As amostras também foram analisadas por cromatografia liquida acoplado a EVOQ
triplo quadrupolo (Bruker Daltonics), para a quantificacdo de metabolitos. As condi¢des para
a identificacdo dos metabolitos foram Source Type HESI, Spray Voltage 3500 V, Cone
Temperature 350°C, Cone Gas Flow 20, Heated Probe Temperature 350°C, Probe Gas Flow
40, Nebulizer Gas Flow 50.

Os metabolitos foram identificados pelas seguintes transicdes: acido protocatecuico
(m/z 153.0) com fragmentacdo (m/z 108.0); Acido 3-(3-Hidroxifenil)-3-hidroxipropi6nico
(HPHPA) (m/z 181.0) com fragmentacdo (m/z 119.0); &cido hiparico (m/z 178.0) com
fragmentacdo (m/z 77.2), hesperitina digluconideo (m/z 653.0) com fragmentacao (m/z 477.0),
naringenina diglicuronideo (m/z 623.0) com fragmentacdo (m/z 271.0), naringenina
sulfuglicuronideo (m/z 527.0) com fragmentacéo (m/z 477.0), naringenina-7-glicuronideo (m/z
446.8) com fragmentacdo (m/z 112.8) e hesperitina sulfatada (m/z 381.0) com fragmentagéo
(m/z 164.0). A quantificacdo relativa dos metabolitos foi realizada considerando a area do

pico de cada metabdlito.

6.2.11 Andlises estatistica
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, e quando apropriado

realizado analise de variancia (ANOVA) e teste t. Quando os dados ndo foram de distribuicdo

normal, foi utilizado o teste de Wilcoxon.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi realizado a caracterizacdo quimica e perfil de flavonoides dos sucos
de laranja pasteurizado, cv. Pera e Moro.

7.1 Teor de solidos solaveis totais, pH, acucares totais, fendlicos totais e &cidos organicos
O teor de solidos sollveis totais (TSS), agucares, fendlicos totais e &cidos organicos e

pH, foram semelhantes no suco de laranja cv. Pera e cv. Moro (Tabela 1).

Tabela 1. Composicédo quimica e de fendlicos totais de sucos de laranja pasteurizados, cv.
Pera e Moro.

Laranja Pera Laranja Moro

TSS (°Brix) 7,2+0,00 6,5+ 0,00
pH 4,08 + 0,00 4,14 + 0,00
Fendlicos Totais* 46,04 + 0,00 45,75 + 0,00
Acucares soluveis**

Sacarose 2,55+ 0,03 2,69 +£0,25

Frutose 1,10 £ 0,02 1,36 £ 0,08

Glicose 0,98 + 0,02 1,25+0,04

Total 4,63 + 0,87 5,30 £ 0,80
Acidos Organicos*

Acido Citrico 940,94 + 0,44 966,24 + 0,42

Acido Mélico 419,16 + 0,20 309,71 +£0,11

Acido Succinico 102,98 + 0,00 113,30 £ 0,00

Acido Tartérico nd 53,48 + 0,03

Acido Ascorbico 28,84 + 0,01 25,24 + 0,04

TSS, solidos sollveis totais; Valores expressos como média + DP; nd — ndo detectado; *Concentracdes expressas
em mg/100 mL; ** concentra¢Bes expressas em g/100 mL.

Os sucos de laranjas cv. Pera e cv. Moro avaliados apresentaram TSS de 7,2 € 6,5
°Brix, respectivamente. O conteldo total de agucares sollveis foi de 5 e 4,6 % para 0s cv.
Moro e Pera, respectivamente (Tabela 1). A sacarose foi o agUcar majoritario, perfazendo
aproximadamente 50-55% do total. Os sucos de frutas possuem a mistura de sacarose, glicose
e frutose em sua composicdo que podem variar no contetdo de glicose e frutose (DEMIATE
et al., 2002), como evidenciado para a cultivar Moro (KAFKAS et al., 2009) apresentando
conteldo de sacarose semelhante ao presente estudo, contudo com o dobro de glicose e
frutose, podendo assim impactar na dogura do suco.

O principal acido orgénico encontrado nos cultivares analisados, foi o acido citrico,
seguido do acido malico (Tabela 1). Os contetudos encontrados nas duas variedades de suco
sdo semelhantes, exceto pela presenca de &cido tartarico no suco de laranja cv. Moro, que

pode ser um a caracteristica dessa variedade (RANDHAWA et al., 2014). Os conteudos de
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acidos organicos descritos na literatura nas variedades de laranja sdo bastante diversos
(KAFKAS et al., 2009), mas estdo proximos aos encontrados neste trabalho.

A laranja é reconhecida como fonte de acido ascorbico (SANCHEZ-MORENO et al.,
2005), sendo facilmente oxidada. Contudo, ndo se observou perda significativa durante o
processo de pasteurizacdo de suco de laranja, ao contrario, um pequeno aumento na
concentracdo provavelmente devido a maior facilidade de extracdo (BRASILI et al., 2017). O
conteudo de &cido ascorbico encontrado nesse estudo foi semelhante para os dois cultivares, e

também semelhante ao descrito por Silva et al., (2007) para o suco de laranja cv. Pera.

7.2 Capacidade Antioxidante
A capacidade antioxidante avaliada pelos métodos ORAC e DPPH estdo apresentados

na Figura 6. Os valores obtidos para 0 método ORAC e DPPH foram semelhantes nos dois
sucos avaliados, sendo superior ao encontrado para os sucos de laranja, cv. Bahia e Cara Cara,

analisado anteriormente por nosso grupo (BRASILI et al. 2017).
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Figura 6. Capacidade antioxidante dos sucos de laranja das variedades Pera e Moro, avaliada

pelos métodos ORAC (A) e DPPH (B). Os valores sdo expressos em média + desvio-padrao.

Os possiveis efeitos benéficos na saude através do consumo de sucos de frutas citricas,
segundo Pimentel et al. (2005), pode ser atribuido aos compostos capazes de reduzir a
reatividade dos radicais livres por sua capacidade redutora. Pode-se destacar, principalmente,

0 &cido ascorbico e os compostos fenolicos, tais como acidos fenolicos e flavonoides.



7.3 ldentificacéo e caracterizacdo de flavonoides dos sucos de laranja

Foram identificados seis flavonoides glicosilados ndo antocianicos comuns as duas
variedades (Tabela 2 e Figura 7). Ainda, na cv. Moro, foram detectadas 17 antocianinas,
responsaveis pela cor vermelha do suco. Os principais flavonoides ndo antocianicos
identificados foram o flavonol quercetina (m/z 301), as flavanonas naringenina (m/z 271),
hesperitina (m/z 301) e Isosakuranetina, derivado O-metilado da naringenina (m/z 285) e a
flavona apigenina C-glicosilada (m/z 353) (Figura 8). As flavanonas majoritarias
identificadas em ambas os cultivares foram a naringenina-7-O-rutinosideo (narirutina), pico 3,
apresentando ion molecular [M-H] a m/z 579 e fragmento MS2 a m/z 271 (Figura 8) e a

hesperitina-7-O-rutinosideo (hesperidina), pico 4, apresentando [M-H] a m/z 609 e fragmento

MS2 a m/z 301 (Figura 9).
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Figura 7. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (A 280 nm), para o suco de laranja cv. Pera.

Identificacdo dos flavonoides apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Espectro de massas de flavonoides de suco de laranja cv. Pera e Moro, obtido por

LC-ESI-MS/MS, modo negativo.

Composto identificado pi TR [M—-H]- MS/MS Pera Moro
ico .
(min) (m/2) (m/2)
Apigenina 6,8-di-C-glucosideo 1 8.1 593 473/353 + +
(Vicenin-2)*
Quercetina-3-O-rutinosideo 2 12.6 609 563/301 + +
(Rutina)*
Naringenina-7-O-rutinosideo 3 16.6 579 271 + +
(Narirutina)*
Hesperitina-7-O-rutinosideo 4 19.0 609 301 + +
(Hesperidina)*
Quercetina-3-O-glucosideo* 5 21.6 463 301 nd +
Isosakuranetin-7-O-rutinosideo 6 24.6 593 285 + +

(Didimina)*

*Identidade confirmada com padréo externo; TR, tempo de retengdo; (+) presente / (nd) ndo detectada.
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A hesperitina e a quercetina apresentam o mesmo ion molecular a m/z 301
(Figura 8 e 9). Uma forma de diferencia-los sdo os fragmentos MS3 os quais sdo
caracteristicos de cada estrutura, além do espectro de absorcéo. De acordo com Mullen
et al., (2003), em modo negativo o fragmento MS2 da quercetina forma fragmentos
caracteristicos a m/z 179 e 151 (Figura 9). Por outro lado, a hesperitina forma
fragmentos caracteristicos a m/z 163 e 136 (Figura 10) (MOLINA-CALLE et al., 2015;
LEVEQUES et al., 2012)

Além destes, também foi identificado a flavona vicenin-2 (pico 1), um C-
glicosideo, apresentando [M-H] a m/z 593 e fragmentos MS2 a m/z 473 e a m/z 353
(Figura 8).

Todos os flavonoides ndo antocianicos aqui identificados sdo caracteristicos de
frutas citricas (NOGOTA et al., 2006; BRASILI et al., 2017).
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Figura 9. Espectro de massas MS2 e MS3 de quercetina-3-O-rutinosideo (m/z 609) e o
padrédo de fragmentagdo da quercetina.
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Figura 10. Espectro de massas MS2 e MS3 de hesperitina-7-O-rutinosideo (m/z 609) e
padrdo de fragmentacéo da hesperitina.

Além destes flavonoides, o suco da cv Moro apresentou antocianinas em sua
composicdo 0 que caracteriza a cor vermelha deste fruto. Foram detectadas e
tentativamente identificadas 17 antocianinas (Tabela 3 e Figura 11), algumas delas
aciladas a acidos fenolicos. Quatro antocianidinas foram identificadas, entre elas a
cianidina (m/z 287), delfinidina (m/z 303), petunidina (m/z 317) e a peonidina (m/z 301).

A antocianina majoritaria foi identificada como cianidina-3-O-glucosideo (pico
3) apresentando ion molecular [M]" a m/z 449 e fragmento MS2 a m/z 287, resultante da
perda neutra de uma hexose ([M]™-162 u). A segunda antocianina majoritaria foi
identificada como cianidina-3-O-(6"-malonil)-glicosideo, (pico 6), apresentando [M]* a
m/z 535 e fragmentos MS2 a m/z 449 e m/z 287, resultante da perda de um grupo
malonil ([M]*-86 u) e da perda neutra de uma hexose ([M]*-162 u), respectivamente
(Figura 12). De acordo com Scordino et al., (2015), o perfil das antocianinas s&o um
traco caracteristico das laranjas sanguineas. Esse perfil pode ser encontrado em um
estudo realizado por Maccarone et al., (1998), onde foi relatada a presenca do éster
malonil da cianidina-3-O-glicosideo ao estudar o suco de laranja Moro. A ocorréncia
desse éster, raramente é relatada em frutas, mas encontrada em cebolas roxas (FOSSEN,
et al. 1996).
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Figura 11. Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS (A 525 nm), de suco de laranja

cv. Moro em modo positivo. Identificacdo dos flavonoides apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Espectro de massas de antocianinas detectadas em suco de laranja cv. Moro
obtido por LC-ESI-MS/MS (modo positivo).

Composto identificado . TR M]* MS/MS
i PICO. (i) Amax (NM) ([m/]z) (m/z)
Delfinidina-3-O-glucosideo* 1 11.6 523 465 303
Cianidina-3-O-galactosideo 2 12.5 449 287
Cianidina-3-O-glucosideo* 3 13.3 280/516 449 287
Peonidina-3-0-glucosideo™ 4 15.9 463 301
Petunidina-dihexosideo-ramnosideo 16.1 787 641/479/317
Delfinidina-malonyl-glucosideo 16.2 551 465/303
Cianidina-3-O-(6"-malonyl glucosideo) 16.2 535 287
Cianidina-3-O-(6"-dioxyalyl) glucosideo 5 17.3 593 287
Cianidina-3-O-(6"-malonyl glucosideo) 6 18.1 280/517 535 449/287
Cianidina-3-O-(6"-dioxyalyl glucosideo) 7 19.1 520 593 287
**nd 8 20.3 520 607 301/287
Cianidina 3-sulforosideo 20.4 611 449/303
Derivado de cianidina 9 21.3 520 549 449/287
Derivado de cianidina 10 21.8 520 679 287
Derivado de cianidina 607 287
Derivado de delfinidina 11 24.0 693 465/303
Derivado de cianidina 12 24.6 693 593/287/257

*Identidade confirmada com padrdo externo; **nd, ndo identificado; TR, tempo de retengéo
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Figura 12. Espectro de massas MS2 obtido por LC-ESI-MS/MS (modo positivo) da
cianidina-3-O-glucosideo (m/z 449) e cianidina-3-O-(6"-malonil)-glicosideo (m/z 535) e
0 padrdo de fragmentacao.

O conteudo total de flavonoides do suco de laranja cv. Pera e Moro foi de 48,49
mg/100 mL e 58,19 mg/100 mL, respectivamente (Tabela 4). A hesperidina, flavanona
majoritaria, contribui com 81% e 62% do total de flavonoides nos cvs. Pera e Moro,
respectivamente.

As trés flavanonas majoritarias (narirutina, hesperitina e didimina) sao
encontradas principalmente insollveis (pellet), correspondendo a 84% (40,96 mg/100
mL) e 78% (33,49 mg/100 mL) do total de flavonoides n&o antocianicos nos cvs. Pera e
Moro, respectivamente. Brasili et al., (2017), encontrou nos sucos de laranja Bahia e
Cara Cara, que a narirutina é encontrada majoritariamente na fracdo solGvel, enquanto
que a hesperidina se concentra na fragcdo insoltvel (60-70%). Ainda neste estudo, foi
notado que a pasteurizacdo afeta a solubilizacdo das flavanonas, aumentando a
insolubilidade da narirutina comparado ao suco ndo pasteurizado, mas solubilizando a
hesperidina. Assim, aparentemente a pasteurizacdo pode influenciar significativamente
na biodisponibilidade das flavanonas.

Além das flavanonas, o suco de laranja Moro apresentou antocianinas em sua
composicao (15,12 mg/100 mL de antocianinas totais), principalmente a cianidina-3-O-

glucosideo (80%) e a cianidina-3-O-(6"-malonyl-glucosideo) (20%).
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Dentre as antocianinas majoritérias, a cianidina-3-O-glicosideo contribui com
aproximadamente 21%, enquanto que a cianidina-3-O-(6"-malonyl-glicosideo) com

5%, em relacdo ao total de flavonoides encontrados no suco de laranja Moro.

Tabela 4. Conteudo de flavonoides no suco de laranjas cv. Pera e cv. Moro.

Compostos Pera Moro
Sobrenadante Pellet Sobrenadante Pellet

Narirutina 1,10 + 0,66 2,79 +0,02 2,48 + 0,28 1,71 + 0,96

Hesperidina 3,44 + 2,63 36,09+0,20 5,89+0,62 30,56 + 13,58

Didimina 0,96 £ 0,42 2,08 +£0,01 0,68+0,16 1,22 + 0,69

Naringina 0,43+0,33 0,33+0,01

Naringenina 0,68 £ 0,20 0,11+£0,01

Hesperitina 0,09 £ 0,02

Cyn-3-O-glu? 12,23 £1,76

Cyn-3-0-(6"- 289 +1,14

malonyl) glu

Flavanonas totais 6,61 40,96 9.58 33,49

Antocianinas totais 15,12

Flavonoides totais 47,57 58,19

Cyn-3-0-glu, cianidina-3-O-glucosideo; Cyn-3-O-(6"-malonyl)glu, cianidina-3-O-(6"-malonyl)

glucosideo. Valores expressos em mg/100 mL de suco (média + desvio padréo)

7.4 Populacéo do estudo
No total, 55 individuos responderam ao recrutamento, contudo somente 30

voluntarias foram incluidas e participaram do estudo, 20 destes apresentaram eutrofia e
10 de obesidade, segundo parametros antropométricos (Tabela 5). As voluntéarias
caracterizadas como eutroficas apresentaram perfil bioquimico clinico dentro dos
valores de referéncia, contudo sete voluntarias apresentaram HOMA-IR acima dos
valores de referéncia. Dentre as voluntérias obesas, seis delas apresentaram HOMA-IR

acima da referéncia.
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Tabela 5. Pardmetros antropométricos e perfil bioquimico clinico de voluntérias

participantes da pesquisa.

Parametros Eutrofia Obesidade Valores de
(n=20) (n=10) referéncia

Idade (anos) 27,90 £ 6,76 30,8 £9,55

Peso (kg) 56,80 + 7,03 81,82 + 10,83?

IMC (kg/m?) 21,20 +1,89° 31,56 + 2,782

% GC 28,00 +6,50° 47,00 + 5,50°

Creatinina* 0,71£0,10 0,74 £ 0,07 0,50 a 0.90 mg/dL

TGO (U/L) 18,00 £ 13,00 22,00+ 11,00 Até 32 U/L

TGP (U/L) 19,00 + 26,00 30,00 + 36,00 Até 33 U/L

Triglicérides* 92,40 £39,80 133,80 £53,49 <150 mg/dL

Colesterol total* 176,10 + 23,21 217,00 + 56,46 <200 mg/dL

HDL* 68,00 £ 11,00 68,00 £ 31,00 >60 mg/dL

LDL* 90,00+ 17,00 124,00 £ 54,00 <100 mg/dL

Néo HDL* 104,30 £ 30,24 149,50 + 59,20 <130 mg/dL

Glicose* 86,35+ 7,51 87,89 + 6,58 <=99 mg/dL

Insulina (mU/L) 8,00 £ 4,05 12,30 £ 5,49 2a23muU/L

HOMA-IR 1,72+ 0,94 3,01+£1,44 <2,15

IMC: indice de Massa Corporal; GC: Gordura Corporal; TGO: transaminase glutdmico-oxalacética; TGP:
transaminase glutamico-pirtvica; HDL: HDL-Colesterol; LDL: LDL-Colesterol; *(mg/dL). Valores
expressos em média + desvio padrdo. Teste de Wilcoxon. Letras diferentes indicam diferenga estatistica
(p<0,05).

7.5 Andlise de permeabilidade intestinal

7.5.1 Lactulose e Manitol
A anélise de permeabilidade permite a avaliacdo da integridade da mucosa

intestinal. A razdo da excrecdo lactulose/manitol é considerado um bom marcador de
(FARHADI
apresentada pelo grupo de voluntarias eutroficas foi de 0,013 + 0,013, enquanto que

permeabilidade intestinal et al, 2003). A razdo lactulose/manitol
para o outro grupo foi de 0,013 + 0,02 (p=0,678). Johnston et al. (2000), apos realizar o
teste com voluntarios saudaveis, estabeleceu um limite normal para a razdo de excre¢ao

de lactulose/manitol de 0,024.

7.5.2 Zonulina plasmatica
A zonulina plasmatica é considerada um biomarcador de permeabilidade

intestinal, e sua funcéo esta relacionada a regulacéo das tight junctions dos enterocitos e

da permeabilidade intestinal.
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N&o houve diferenga estatistica entre as concentragdes de zonulina entre 0s
grupos (p=0,790). De acordo com Bodil et al. (2017), ap6s analise de amostras de
plasma de voluntarios saudaveis, foi encontrado a média de 34 + 14 ng/mL. Os valores
obtidos nessa analise foram semelhantes ao encontrado na literatura, e encontram-se em

niveis normais.
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ng/mL
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Barras de erros: +- 1 SE

Figura 13. Concentragdo de zonulina plasmética de voluntérias eutroficas e obesas.
Teste de Wilcoxon Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

7.5.3 LPS plasmético
Os lipopolissacarideos (LPS) compde a parede bacteriana de bactérias Gram-

negativas e pode estar elevado em individuos que consomem dietas hiperlipidicas
caracterizando um quadro de endotoxemia (CANI et al., 2007). A dieta hiperlipidica
pode afetar a permeabilidade intestinal estimulando a secre¢cdo de mediadores
inflamatdrios, que pode favorecer o deslocamento de LPS para a circulacgéo.

Ndo se observou diferenca significativa (p=0,221) no conteddo de LPS
plasmaéticos entre os dois grupos (Figura 14).

Assim, ndo se observou diferenca significativa na permeabilidade intestinal

entre os dois grupos de estudo, considerando os trés parametros utilizados.
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Figura 14. Contetdo de LPS plasmatico de voluntarias eutréficas e obesas. Teste de

Wilcoxon. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

7.6 ldentificacéo e quantificacdo de metabdlitos excretados na urina ap6s ingestao de
sucos de laranja

7.6.1 ldentificacdo de metabdlitos
Foram identificados 13 metabdlitos na urina apos a ingestdo de 600 mL do suco

de laranjas das duas variedades estudadas (Tabela 6). Destes, dez sdo metabolitos de
fase 2 da hesperitina (m/z 301) e naringenina (m/z 271) (Figura 15A e 15B), entre eles
dois isdbmeros de hesperitina diglicuronideo (m/z 653), hesperitina sulfuglicuronideo
(m/z 557), hesperitina sulfatada (m/z 381), hesperitina glicuronideo (m/z 477), dois
isbmeros de naringenina diglicuronideo (m/z 623), naringenina sulfuglicuronideo (m/z
527), naringenina sulfatada (m/z 351) e naringenina-7-glicuronideo (m/z 446), esta
ultima confirmada com padrédo externo. A conjugacdo da hesperitina e naringenina com
0 acido glucuronico e grupamento sulfato podem ocorrer em vérias hidroxilas livres do
anel A e B das flavanonas (PEREIRA-CARO et al., 2017), formando varios isdmeros.
Trés metabdlitos sdo acidos fendlicos (Figura 16) oriundos da acdo da microbiota sobre
os flavonoides, entre eles o acido protocatecuico (m/z 153), acido 3-(3-hidroxifenil)-3-
hidroxipropiodnico (HPHPA) (m/z 181) e acido hipuarico (m/z 178). A forma aglicona da
hesperitina e naringenina, bem como os derivados glicosilados da matriz alimentar ndo

foram detectados na urina.
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Tabela 6. Espectro de massas de metabdlitos de flavonoides encontrados na urina apos

ingestdo de suco de laranja cv. Pera e Moro por LC-MS triplo quadrupolo.

) Energia
Metabdlito Pico (n-::?]) ([n'\1//|1) I\/é;//l;/l)s C&!{j;io
Acido protocatecuico® 1 3.93 153.0 108.0 10.0
HPHPA® 2 5.50 181.0 119.0 15.0
Acido hipurico® 3 6.40 178.0 77.2 10.0
Naringenina diglicuronideo- Isémero 1 4 6.50 623.0  447/271 15.0
Hesperitina diglicuronideo- Isdmerol 5 7.96 653.0 477/301 15.0
Naringenina diglicuronideo-Isémero 2 6 8.50 623.0  447/271 15.0
Naringenina sulfuglicuronideo 7 8.80 527.0 271.0 15.0
Hesperitina diglicuronideo-1sémero 2 8 1041 653.0 477/301 15.0
Hesperitina sulfuglicuronideo 9 10.60 557.0 301 15.0
Naringenina-7-glicuronideo® 10 13.15 446.8 271 10.0
Naringenina sulfatada 11 1450 3510 271 15.0
Hesperitina glicuronideo 12 1475 4769  301/113 15.0
Hesperitina sulfatada 13 16.20 381.0 301/164 15.0
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Figura 15. Estrutura de metabdlitos de fase Il. (A) metabolitos de hesperitina (B)

metabdlitos de naringenina. Adaptado de Pereira-Caro et al., 2017
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Figura 16. Estrutura de &cidos fendlicos formados pela cisdo do anel C das flavanonas

por bactérias da microbiota intestinal

Em geral, a absorcdo de flavonoides glucosideos, tais como a quercetina-3-O-
glucosideo ou hesperidina-7-O-glucosideo, ocorre no intestino delgado, apds a hidrélise
pela B-glicosidase citosélica ou pela lactase floridzina hidrolase presente na borda em
escova do epitélio. Contudo, a absorcdo dos flavonoides rutinosideos, tais como a
narirutina, hesperidina e quercetina-3-O-rutinosideo, ocorre no intestino grosso uma vez
que as B-glicosidases enddgenas apresentam especificidade somente para flavonoides
glucosideos mas ndo flavonoides rutinosideos (CROZIER et al., 2009). Assim, as
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principais flavanonas de citrus, narirutina e hesperidina, alcangam o coélon onde sé&o
expostos a o-ramnosidases das bactérias residentes onde sdo absorvidas na forma
aglicona. As cepas identificadas por apresentarem atividade o-ramnosidases e
envolvidas na deglicosilacdo de flavonoides sdo Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum e Bifidobacterium dentium (AVILA et al., 2009; BRAUNE e
BLAUT, 2016). As flavanonas sdo entdo conjugadas ao acido glicurénico e/ou
grupamento sulfato pela acdo das enzimas de fase 2, a UDP-glucuronosil transferase e
sulfotransferase (C3", C4", C5 ou C7), respectivamente, nos enterdcitos e alcancam a
circulacdo pela veia porta e entdo podem sofrer nova metabolizacdo no figado
(CROZIER, et al., 2009; DEL RIO et al., 2013).

Ainda no colon, as agliconas resultantes sdo extensivamente metabolizadas por
outras bactérias da microbiota, com a cisdo do anel C levando a producédo de diversos
acidos hidroxifenilacético, derivados do anel A ou anel B (ESPIN et al., 2007). Em
flavanonas, a cisdo no anel C ocorre entre 0 C1 e C2 ou entre C4 e C10, observadas pela
bactéria E. ramulus e as espécies Clostridium (MARIN et al., 2015).

Doze dos metabdlitos encontrados, com exce¢do do acido protocatecuico (APC),
eram esperados para serem encontrados na urina das voluntarias que consumiram o suco
de laranja Pera. Contudo, o APC foi detectado na urina de 10 voluntarias que
consumiram o suco de laranja Pera antes do ensaio (tempo zero) e durante 24h apds
ingestdo, e pode ser decorrente de um washout insuficiente. O APC é 4cido fendlico
resultante da metabolizacdo da antocianidina cianidina pela microbiota intestinal
(Figura 17) (CZANK et al, 2013), entretanto pode também ser decorrente da

metabolizacdo de outros flavonoides como o flavonol quercetina (MARIN et al., 2015).

o OH
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HO OH
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Cianidina-3-O-glicosideo Cianidina

Aldeido Floroglucinol

Figura 17. Metabolizagdo da cianidina-3-O-glucosideo pela microbiota intestinal e
degradacéo térmica.
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O é&cido 3-(3-Hidroxifenil)-3-hidroxipropionico (HPHPA), é derivado do
metabolismo microbiano da hesperitina (Figura 18), podendo ser um biomarcador para
consumo de suco de laranja. Por outro lado, o acido hipurico pode ser encontrado na
urina apos acilacao do &cido benzoico com a glicina, e sugerido como biomarcador de
consumo de frutas e vegetais, entretanto ndo é especifica para flavanonas de Citrus, uma
vez que podem ser oriundos da metabolizagdo pela microbiota intestinal de diversos
flavonoides como a flavanona hesperitina e o flavonol quercetina (RECHNER et al.
2002, PEREIRA-CARO, 2014 e 2015).
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Figura 18. Metabolizagdo da hesperitina e formacdo de HPHPA. Adaptado de Pereira-
Caro et al. 2015.

Os conjugados glicuronidados e sulfatados de flavanonas encontrados neste
trabalho também foram encontrados em outros trabalhos apds consumo de suco de
laranja ou a laranja. Contudo, outros acidos fenélicos também foram encontrados além
dos detectados no presente estudo, entre eles o acido 3-(3"-hidroxi-4-
methoxifenil)propionico, &cido 3-(3-hydroxifenil)hidracrilico, &cido 3-(3"-metoxi-4’-
hidroxifenil)propionico e o acido 4-hidroxihipurico (ASCHOFF et al, 2016; PEREIRA-
CARO et al., 2014).
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7.6.2 Perfil de metabdlitos
N&o foi observado diferenca significante (p<0,05) no total de metabdlitos de

naringenina e hesperitina excretados na urina durante o periodo de 24 h entre os dois
grupos, obeso e eutréficos, para os dois sucos de laranja (Figura 19). Os metabdlitos de
fase Il da hesperitina sdo majoritarios, representando 90 a 95% do total, seguido pelos
metabolitos de naringenina, o que € esperado uma vez que a hesperitina é a flavanona
majoritaria dos sucos.

O perfil de conjugacdo das duas flavanonas indica uma preferéncia para a
conjugacdo com grupos sulfatos para a hesperitina, perfazendo 76 a 84% de metabolitos
sulfatados, majoritariamente hesperitina sulfoglucuronideo, enquanto que a naringenina
é preferencialmente glucuronidada e quase ndo sofre sulfatacdo (Figura 19). O
metabolito de naringenina majoritéria foi a naringenina diglucuronideo e naringenina
glucuronideo.

Considerando o total de metabolitos, os acidos fendlicos formados pela acédo da
microbiota intestinal sdo majoritarios (77 a 98%) quando comparado aos metabolitos de
fase Il, em ambos os grupos e sucos de laranja, principalmente o &cido hipurico. A
porcentagem relativa de excrecdo entre os metabolitos difere principalmente entre os
periodos entre 4-8h e 8-12h, onde observa-se um aumento de excre¢cdo de metabdlitos
de hesperitina e naringenina (13 a 27%), com menor abundéncia entre 12-24h (Figura
20 e 21).
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Figura 19. Perfil de metabolitos totais de naringenina e hesperitina e porcentagem relativa de metabdlitos de fase Il em urina de 24h
apos ingestdo de suco de laranja cv. Pera e Moro. (A) Eutréfico (n=20); (B) Obeso (n=10). Hsp: Hesperitina; Nar: Naringenina; Glc:

glicuronideos; Sulf: Sulfato; SulfGlc: Sulfuglicuronideo; diGlc: Diglicuronideo
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Figura 20. Excrecdo de metabolitos de flavonoides e porcentagem relativa de
metabdlitos de fase Il e de acidos fendlicos em urina de 24 h apds ingestdo de suco de
laranja cv. Pera. (A) Eutréfico (n=20); (B) Obeso (n=10)
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Figura 21. Excrecdo de metabolitos de flavonoides e porcentagem relativa de
metabdlitos de fase Il e de acidos fendlicos em urina de 24 h apds ingestdo de suco de
laranja cv. Moro. (A) Eutréfico n=20); (B) Obeso (n)=10.
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Observa-se uma grande variabilidade interindividual de excrecdo dos
metabdlitos de fase 2 e os &cidos fendlicos mesmo dentro do mesmo grupo de estudo,
no periodo de 24 h apos ingestdo de ambos os sucos (Figura 22 e 23).

Diversos fatores podem contribuir para a grande variabilidade interindividual,
entre eles a matriz alimentar, glicosilagdo, a composi¢cdo da microbiota intestinal,
permeabilidade intestinal, estado metabdlico e pard@metros antropométricos.

Voluntarios saudaveis foram estratificados em alto, médio e baixo excretores de
metabolitos de flavanonas apos a ingestdo de suco de laranja. Neste caso, a reducéo no
tamanho de particula pelo processo de alta pressdo parece influenciar positivamente a
absorcdo/excrecdo destes metabdlitos, principalmente nos voluntarios com alta
excrecdo, quando comparado aos sucos pasteurizados ou natural (TOMAS-NAVARRO
etal., 2014).

Por outro lado, ndo foi observado diferenca entre a excre¢do de metabdlitos de
flavanonas quando administrados na forma de suco de laranja ou fruta. Contudo, a
grande variacdo na excre¢do foi inversamente relacionada com a idade dos voluntarios,
mas ndo relacionados com parametros antropométricos como sexo e indice de massa
corporea (BRETT et al, 2009).

A absorcdo da forma aglicona da hesperitina e naringenina reduz 0 Tmax.
plasmatico para 3,5 a 4h (KANAZE et al, 2007), quando comparado a forma
glicuramnosideo de 6 a 8h (BRETT et al., 2009), uma vez que ndo necessita da acdo da
microbiota, ocorrendo na porcdo do intestino delgado. Neste caso, a naringenina
apresentou absor¢do superior a hesperitina (maior que 2 vezes), provavelmente devido a
menor polaridade da naringenina o que facilita o transporte passivo.

Vallejo et al. (2010) supde que pode haver diferencas na absorcdo e excrecao de
flavonoides devido a fatores como: niveis de hipersensibilidade, atividade
raminosidases da microbiota e em parte a variabilidade interindividual. Os resultados
apresentados neste estudo mostraram que ha diferentes niveis de excre¢do por parte dos
voluntarios, que podem ser classificados como voluntarios que excretam altos niveis de
flavanonas e os que secretam baixos niveis. Entretanto, a grande variabilidade na
excrecdo de flavonoides ndo foi correlacionada com parametros antropomeétricos ou

mesmo permeabilidade intestinal.
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Figura 22. Excrecdo de metabdlitos de fase 2 e de &cidos fendlicos em urina 24 h de
voluntarias obesas e eutroficas ap6s ingestdo de suco de laranja Pera. Colunas em
laranja- eutroficos (n=20) e roxo-obesos (n=10). (A) metabdlitos de flavanonas de fase

2; (B) acidos fendlicos totais.
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Figura 23. Excrecdo de metabdlitos de fase 2 e de acidos fenolicos em urina 24 h de
voluntarias obesas e eutroficas apos ingestdo de suco de laranja Moro. Colunas em
laranja- eutréficos (n=20) e roxo-obesos (n=10). (A) metabdlitos de flavanonas de fase

2; (B) &cidos fenolicos totais.



7.6.3 Curva de excrecdo tempo dependente

S7

A curva de excrecdo de metabdlitos de flavanonas entre os dois grupos, apesar

de apresentarem perfil diferente, ndo apresentou diferenca significativa (Figura 24 e

25).
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HPHPA, ap0s ingestdo de suco de laranja cv. Pera. Dados normalizados com creatinina.

Média + Erro padrao.
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Figura 25. Curva de excrecdo tempo dependente, ao longo de 24 h, dos metabolitos de
fase 1l da hesperitina (A) e naringenina (B) e acidos fenolicos (C) acido hipdrico, (D)
HPHPA e (E) &cido protocatecuico ap6s ingestdo de suco de laranja cv. Moro. Dados

normalizados com creatinina. Média + Erro padréo.

Em relacdo aos metabdlitos do suco de laranja Pera, o perfil de excre¢do dos
metabolitos de fase Il € diferente entre os grupos, onde a naringenina apresenta uma
excrecdo constante e crescente durante o periodo de 24 horas, enquanto que a
hesperitina apresenta um pico de excrecdo entre 4 e 12 horas.

Da mesma maneira 0 acido hipurico, apresenta uma excrecdo constante e
crescente durante 24 horas. Entretanto ndo se observa diferenga no perfil de excregéo

entre obesos e eutréficos, observado pela AUC (p<0,05) (dados ndo apresentados). Com
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excecdo para o HPHPA, que apresenta um pico de excre¢do no grupo eutrofico no
periodo de 8 a 12 horas. Mas ainda ndo apresenta diferenca significativa entre os dois
grupos.

O perfil de excrecdo no suco Moro, apresentou pico de excrecdo 0 a 4 horas para
fase 1, diferente do suco de laranja Pera. O mesmo ocorre para os acidos fenolicos, o
maior pico de excregdo ocorre durante o intervalo de 0 a 4 horas.

Teixeira et al (2017) encontrou que individuos podem ser separados em alto e
baixo excretores de metabolitos de elagitaninos, mas ndo apresentavam diferencas

significativas na AUC.

7.7 Analise Multivariada
A andlise de componente principal ndo explica 0 modelo, onde a PC1 responde

somente por 30.3 % e a PC2 com 17,5% para o suco Pera (Figura 26A), enquanto que

para o suco de laranja Moro a PC1 e PC2 respondem por 50,4% (Figura 26B).
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Figura 26. Anélise de Componentes Principais (ACP), suco de laranja Pera (A) e moro

(B).
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8. CONCLUSAO
Os sucos de laranja, cv. Pera e Moro, apresentam composicdo de flavonoides

semelhante, com exce¢édo das antocianinas caracteristicos do suco de laranja Moro.

N&o foi observado diferenca na excrecéo total entre os dois grupos, obesos e
eutroficos, e a grande variacdo na excrecdo de metabdlitos de fase Il de flavanonas e
catabolitos oriundos da acdo da microbiota entre as voluntarias ndo foi associado aos
parametros antropométricos ou permeabilidade intestinal.

Assim, outros fatores podem estar influenciando a excrecdo destes metabolitos,
além dos estudados, entre eles a microbiota intestinal. Vale ressaltar que a analise da

microbiota esta sendo realizada.
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10. ANEXOS

Anexo 1 — Espectro de massas do suco de laranja cv. Pera
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Anexo 2 — Espectro de massas do suco de laranja cv. Moro

Modo Negativo
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Anexo 3 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP-FCF)

USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS wm -
DA UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Biodisponibilidade de flavanonas em individuos eutroficos e obesos
Pesquisador: Neuza Mariko Aymoto Hassimotto

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 61707116.5.0000.0067

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.043.272

Apresentacao do Projeto:

A obesidade é uma doenca cronica e multifatorial que envolve aspectos ambientais e genéticos. Os fatores
que podem contribuir para o seu desenvolvimento sao o consumo energético excessivo e o sedentarismo.
Estudos estdo associando a composicao da microbiota intestinal a obesidade, onde, sua composicao pode
ser alterada tanto por fatores genéticos quanto por fatores ambientais como estilo de vida e a dieta. Assim,
considerando estes fatores, ha indicacdes em estudos que individuos obesos possuem microbiotas
intestinais diferentes quando comparados a individuos eutroficos, acarretando alteracéo na aquisicao de
nutrientes e regulacao energética. As flavanonas (hesperidina e narirutina) presentes quase exclusivamente
em laranjas sao associadas a diversos beneficios a saude, como acao antioxidante, anti-inflamatodria e
hipolipidémica. Contudo, uma vez que a acao biolégica depende da biodisponibilidade destes compostos,
diferencas na absorcao e metabolizacao poderiam afetar sua acao. Neste contexto, propoe-se estudar a

biodisponibilidade de flavanonas em individuos obesos e eutréficos.

Objetivo da Pesquisa:
Comparar a biodisponibilidade dos flavonoides da laranja entre individuos obesos e eutréficos e sua relacao
com a microbiota intestinal.

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Continuacao do Parecer: 2.043.272

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores, 0s riscos sao: constrangimento causado pela coleta de sangue, urina e fezes;
urinar em excesso; desconforto provocado pela picada da agulha na coleta de sangue e, para pessoas mais
sensiveis, diarreia e/ou pequeno hematoma (pele arroxeada) por até 48 h.

Os beneficios serdo o acesso as informagodes resultantes das avaliagbes antropométricas, exames
laboratoriais, além da contribuicao para melhor entendimento sobre a biodisponibilidade dos flavonoides
entre os diferentes grupos para auxiliar na compreensao da bioatividade destes compostos na promogao a
saude.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

A pesquisa é importante, pois as flavanonas sao compostos com propriedades antioxidante, anti-inflamatdria
e hipolipémica, tornando essencial o entendimento da biodisponibilidade desses compostos em individuos
obesos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Neste adendo, a pesquisadora somente solicita a alteracao no critério de inclusao dos participantes da
pesquisa, dos atuais 19 aos 30 anos para a faixa dos 19 aos 40 anos. De fato, a alteracao nao produz riscos
adicionais aos participantes do estudo, pois continuam sendo individuos jovens adultos. Os demais
aspectos do projeto nao foram alterados.

Recomendacoées:

Recomenda-se a aprovacao da emenda.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Sem pendéncias ou inadequacoes.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_902542| 12/04/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 17:42:02
Brochura Pesquisa | projeto_19_40a.doc 12/04/2017 | Neuza Mariko Aceito
17:39:57 | Aymoto Hassimotto

Outros ADENDO.pdf 12/04/2017 |Neuza Mariko Aceito
17:33:37 [ Aymoto Hassimotto

Outros carta_cep.pdf 18/01/2017 |Neuza Mariko Aceito
17:02:08 | Aymoto Hassimotto

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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mo

TCLE/ Termos de | TCLE_modificado.pdf 18/01/2017 |Neuza Mariko Aceito
Assentimento / 17:00:45 | Aymoto Hassimotto
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 07/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
13:12:59 | Aymoto Hassimotto
Outros Termo_Outorga_Auxilio.pdf 07/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
11:06:14 | Aymoto Hassimotto
Outros formulario.pdf 04/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
23:19:27 | Aymoto Hassimotto
Projeto Detalhado / | projeto.pdf 04/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
Brochura 23:18:26 | Aymoto Hassimotto
Investigador
Declaracao de declaracao_equipe_participacao.pdf 04/11/2016 | Neuza Mariko Aceito
Pesquisadores 16:43:58 | Aymoto Hassimotto
Orcamento orcamento. pdf 04/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
16:33:59 | Aymoto Hassimotto
Outros declaracao_anuencia.pdf 04/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
16:24:56 | Aymoto Hassimotto
Outros Instrucoes_voluntarios.pdf 04/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
11:23:26 | Aymoto Hassimotto
TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 04/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
Assentimento / 10:57:04 | Aymoto Hassimotto
Justificativa de
Auséncia
Cronograma Cronograma.pdf 04/11/2016 |Neuza Mariko Aceito
10:46:40 | Aymoto Hassimotto
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 03 de Maio de 2017
Assinado por:
Cristina Northfleet de Albuquerque
(Coordenador)
Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112
Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Anexo 4 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidad

Faculdade de Ciéncias Farmaceéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. Informacoes do Participante da Pesquisa

Nome:

Documento de Identidade (tipo): | N°.: | Sexo: ( )M ()F
Local de Nascimento: | Data de Nascimento: / /
Endereco: | INT:
Complementos: | Bairro:

Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Titulo do Projeto de Pesquisa

| Biodisponibilidade de flavanonas em individuos eutréficos e obesos

3. Duracao da Pesquisa

| 2 anos

4. Nome do Pesquisador Responsavel

Profa. Dra. Neuza Mariko Aymoto Hassimotto

Cargo/ Fungao: Professora | N° de registro do Conselho Regional:

S. Instituicao/Instituicoes

| Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa: Biodisponibilidade de
flavanonas em individuos eutréficos e obesos, de responsabilidade da professora Dra. Neuza
Mariko Aymoto Hassimotto e colaboracdo de Alessandra Harumi Nishioka, mestranda
do Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da FCF/USP.

As frutas citricas e seus derivados, principalmente os sucos, possuem minerais,
vitaminas, carotenoides e flavonoides (compostos naturais encontrados com frequéncia
nos vegetais e frutas), que estdo relacionados a promocao da saide. Os flavonoides sdo
divididos em cinco tipos, e uma delas é a das flavanonas, que sdo responsdveis pelo
amargor dos sucos de laranjas.

Contudo, uma vez que a acdo bioldgica depende da biodisponibilidade (o quanto
do alimento ingerido pode ser absorvido e usado pelo corpo) desses compostos, 0 quanto
isso  poderia  ser  afetado se  houvesse  problema na  absorcio.
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Diante disso, o presente projeto tem como objetivo comparar a absor¢do de

flavonoides do suco de laranja entre eutréficos (peso sauddvel) e obesos.

O estudo serd organizado em uma reunido para esclarecimento, dois encontros e
um retorno para entrega de amostra, sendo considerado de risco pequeno. Os riscos que
vocé estard exposto, caso concorde em participar sdo: constrangimento causado pela
coleta de sangue, urina e fezes; urinar em excesso; desconforto provocado pela picada da
agulha na coleta de sangue e, para pessoas mais sensiveis, diarreia e/ou pequeno
hematoma (pele arroxeada) por até 48 h.

Para participar vocé precisa estar em bom estado de satide e apresentar os seguintes
critérios: (a) ndo apresentar nenhum histérico de doenca gastrointestinal (doenca de
Crohn, sindrome do intestino irritivel, doenca celiaca, tlceras ou gastrite), hepatico ou
renal (falha renal, sindrome nefrética, cirrose, hepatite); (b) nao ser alcodlatra; (c) nao ser
diabético; (d) ndo ser vegetariano; (e) ndo apresentar qualquer tipo de infec¢do; (f) ndo
estar fazendo uso de suplementos vitaminicos e minerais, além de antibidticos, antidcidos
ou medicamentos para diarreia ou constipacdo (intestino preso); (g) nao ser fumante; (h)
ndo praticar atividade fisica intensa; (i) gostar de suco de laranja; (j) as mulheres
voluntarias ndao podem estar em periodo de gravidez, amamentacdo ou relatar terapia
hormonal para menopausa.

PRIMEIRO ENCONTRO

No primeiro encontro, vocé terd suas medidas corporais avaliadas (peso, altura,
circunferéncia da cintura, % de gordura corporal e pressdo arterial) e serd submetido a
coleta de sangue, urina e fezes, conforme informado nas instru¢des que vocé recebera caso
aceite participar do estudo.

Serd solicitado que vocé evite ingerir magd, goiaba, uva, ameixa e seus derivados
durante trés dias anteriores ao encontro e também que faca um jejum de 10 h anterior ao
primeiro encontro. No dia do primeiro encontro, vocé ird comparecer ao local de coleta de
amostra e esvaziar todo o contetido da bexiga. Em seguida serd coletado o sangue para
realizacdo de exames bioquimicos (Colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos, glicemia de
jejum e creatinina), LPS plasmadtico e enzimas hepaticas (ALT, AST). O sangue serd
coletado em um tubo (4 mL), fluoreto (2 mL) e sem anticoagulante (4 mL), totalizando 10
mL de sangue. Apds isso, voce ird ingerir 1 copo (120 mL) de uma solucdo (3g de manitol
+ 6.25g de lactulose), em dose tnica e serd solicitado que durante o periodo de 5 horas
ap6s a ingestdo da solucdo, toda a urina seja coletada em frasco coletor a ser
disponibilizado. Ap6s 2 h da ingestdo da solucdo, poderd ser consumido um lanche. Para a
coleta de fezes, vocé receberd um frasco coletor de boca larga descartdvel e estéril.

SEGUNDO ENCONTRO

No segundo encontro (estudo da biodisponibilidade de compostos bioativos), serdo
coletadas amostras de toda a urina de 24 horas, conforme informado nas instrugdes que vocé
receberd caso aceite participar do estudo.

| Coletas de urina/ Tempo | 0-4h | 4-8h | 8-12h | 12-24h

Trés dias antes do segundo encontro, vocé deverd retirar da sua dieta: frutas
citricas (maracujd, laranja, tangerina e limao) e seus derivados, além de cha verde e preto,
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uva ou suco de uva e café. No dia anterior ao segundo encontro, terd que ser consumido
um jantar padronizado em casa. Serd necessdrio um jejum de 10 h anterior ao segundo
encontro. No dia do encontro, vocé ird ingerir aproximadamente 10 mL/Kg (podendo
sofrer uma pequena variacido de acordo com a concentracio de flavonoides no suco, a ser
determinado) de laranja.

As coletas serdo realizadas na sala de manipulacdo de material biolégico do
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicol6gicas da FCF/USP, em uma sala isolada,
equipada e exclusiva para este fim, podendo garantir um conforto adequado para vocé e
um adequado descarte de material biolégico e de coleta. O procedimento durard cerca de 5
horas para o teste do primeiro encontro. A coleta de sangue serd realizada por um técnico
de enfermagem habilitado contratado para este fim.

Serdo coletados 10 mL de sangue (no primeiro encontro). Todo material utilizado
serd descartdvel e estéril. Para a coleta, serd realizada apenas uma picada. Posteriormente,
as andlises do material coletado serdo realizadas no Laboratério de Quimica, Bioquimica e
Biologia Molecular de Alimentos da FCF/USP por métodos quantitativos apropriados
(presenca de compostos da laranja na urina, além do perfil de bactérias nas fezes).

E importante ressaltar que vocé terd livre acesso, em qualquer momento da
pesquisa, as informacdes sobre os procedimentos e riscos relacionados a este estudo; e
poderd contar com o pesquisador ou colaboradores para esclarecer eventuais dividas.
Vocé tem o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo. Todos os dados pessoais e materiais coletado
serdo confidenciais e de uso exclusivo para a pesquisa em questdo; somente voc€, O
pesquisador e os colaboradores poderdo ter acesso aos resultados encontrados. Nao se
espera nenhum efeito colateral decorrente da ingestdo do suco de laranja, porém, caso
surjam problemas, estes deverdo ser comunicados imediatamente aos responsdveis pela
pesquisa. Eventuais danos a sadde, decorrentes da pesquisa, serdo devidamente
indenizados. Os beneficios serdo o acesso as informacgdes resultantes das avaliacdes
antropométricas, exames laboratoriais, além da contribui¢cdo para melhor entendimento
sobre a biodisponibilidade dos flavonoides entre os diferentes grupos para auxiliar na
compreensao da bioatividade destes compostos na promoc¢ao a satde.

A sua participa¢@o ndo serd remunerada. Caso vocé tenha qualquer gasto oriundo
da participacdo na pesquisa este serd devidamente ressarcido com verba da reserva
técnica.

O fornecimento do suco de laranja cessard definitivamente apds a segunda etapa,
nao havendo obrigacdo de qualquer natureza da continuidade do fornecimento. Ao
término do projeto, as amostras serdo descartadas.
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Em caso de ddvidas, intercorréncias clinicas ou rea¢des adversas, vocé€ pode entrar em
contato com a pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Neuza Mariko Aymoto Hassimotto.

Endereco:

Universidade de Sao Paulo Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental, Av. Prof. Lineu Prestes, 580
Bloco 14, CEP 05508-900 - Sao Paulo, SP, Brasil

Fone: +55-11-3091-0128 / E-mail: aymoto@usp.br

Ou com a pesquisadora colaboradora: Alessandra Harumi Nishioka

Celular (11) 8462-7819 / E-mail: anishioka@usp.br

Uma via deste termo deverd serd entregue a vocé e outra via ficard com o pesquisador
responsdvel pelo tempo de 5 (cinco) anos.

Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro que, apds ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de
Pesquisa.

Sao Paulo, de de

&Y
\
Assinatura do Participante da Pesquisa AssiLuatura do Pesquisador Responsavel

Para qualquer questdo, divida, esclarecimento ou reclamagdo sobre aspectos éticos
relativos a este protocolo de pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo: Av.
Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Butanta, Sao Paulo, CEP 05508-000, Telefones
3091-3622 e 3091-3677, e-mail: cepfcf@usp.br.



Anexo 5 — Instrugdes sobre o ensaio experimental

INSTRUCOES

| 224 |
L] 6a8
12 Etapa 22 Etapa Intervalo 32 Etapa Intervalo 42 Etapa
e 3 Dias antes: Evitar Ingestdo do saché (Em 3 Dias antes Jejum de 10 horas 3 Dias antes * Jejum de 10 horas

maga, goiaba, uva,
ameixa e seus sucos.

® Jejum de 12 horas (dia
seguinte)

e Avaliagdo
Antropométrica

® Coleta de Sangue

e Entrega de Fezes

120 ml de agua)

Consumir um lanche,
apds 2 horas (evitar
vegetais e frutas,
doces de fruta e sucos)

Coleta de toda a urina
em um periodo de 5
horas

Entregar a toda a urina
coletada - no mesmo
dia

Evitar chas, café,

frutas, verduras e

derivados

Preferir arroz,
carne bovina,
frango e peixe,
massas sem
molho de
tomate, queijo
branco, pédo
francés ou sirio,
torrada

Ingestdo de Suco de
Laranja Pera

Coleta de urina
J0adh ( )8al2h

)4as8h ( )12a24h

Evitar chas, café,
frutas, verduras e
derivados

e Preferir arroz,
carne bovina,
frango e peixe,
massas sem
molho de
tomate, queijo
branco, pdo
francés ou sirio,
torrada

(

Ingestdo de Suco de
Laranja Moro

Coleta de urina
J0adh ( )8al2h

)4ag8h ( )12a24h

Vocé recebera:

e Frasco Coletor de Urina

® Frasco Coletor de Urina
24 horas

® Frasco coletor de Fezes

e Saché

® N&o ha necessidade de encher o frasco coletor de fezes. Apds a coleta das fezes certificar que o frasco encontra-se
bem fechado, em seguida, higienizar as mdos e colocar o frasco dentro de um saco pléstico fechando-o. Colocar na
geladeira devidamente embalado e protegido evitando contato com os alimentos. Pode-se coletar a qualquer hora do

dia, trazendo as fezes ao laboratério em até 12 h apés coleta.

® Os frascos de urina deverdo ser armazenados em geladeira.

e CONTATO: anishioka@usp.br / (11) 9 8462-7819
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Anexo 6 — Formulario para coleta de dados dos voluntarios

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS DATA: / /
Nome:

Data de Nascimento: / / E-mail:

Telefone: Celular:

Endereco:

Vocé tem ou teve algumas dessas doencas citadas abaixo:

1.

() Pressao alta

() Diabetes

() Colesterol alto
() Doencas renais
() Depressao
Outras:

() Doenca na tireoide Qual?

) Cancer Qual?

(
() Doengas respiratérias Qual?
() Doengas gastrointestinais Qual?

2. Alguém da sua familia (pai, mae, irmios, avés) ja teve algumas destas doencas abaixo:

() Ataque cardiaco () Derrame

() Hipertensao () Cancer

() Diabetes

Outras:

3. E vegetariana? 4. E fumante?
() Sim () Sim

() Nao () Nao

5. Vocé esta atualmente gravida ou amamentando? 6. Uso de medicacdes:
() Nao () Sim. Quais:
() Sim (gravida) () Nao

() Sim (amamentando)

7. Pratica atividade fisica?

() Sim () Nao

(Se sim) quantos dias da semana vocé pratica essa atividade

() 1dia () 3dias

(

) 2 dias
Qual a duracio da atividade fisica:

8. Consome bebidas alcéolicas?
() Sim

() Nao

() Bebe diariamente

Faz uso de suplementacio?

() Mais que 4 dias Quantos:

() Bebe 1a 3 vezes por semana
() Bebe 4 a 6 vezes por semana
() Bebe raramente

9.
() Sim . Quais:
() Nao

Preenchimento pela pesquisadora:
Peso:

Altura:

IMC:

Diagnéstico:

Dobra Cutanea Tricipital:
Dobra Cutanea Bicipital:

Circunferéncia cintura:

% Gordura corporal:
Diagnéstico:

Pressdo arterial:

Dobra Cutanea Supra-iliaca:
Dobra Cutanea Subescapular:
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Anexo 7 — Ficha do Aluno

22/01/2019

Fanus - Sistema Administrativo da Pés-Graduago

WD DE ¢ .
& o Yo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO
9131 - 10078736/1 - Alessandra Harumi Nishioka
Email: anishioka@usp.br
Data de Nascimento: 03/11/1992
Cédula de Identidade: RG - 17.239.042 - MG
Local de Nascimento: Estado de Minas Gerais
Nacionalidade: Brasileira
Graduacgao: Bacharela em Nutrigdo - Universidade Federal de Alfenas - Minas Gerais - Brasil -
2015
Curso: Mestrado
Programa: Ciéncia dos Alimentos
Area: Bromatologia
Data de Matricula: 01/08/2016
Inicio da Contagem de Prazo: 01/08/2016
Data Limite para o Depésito: 01/02/2019
Orientador: Prof(a). Dr(a). Neuza Mariko Aymoto Hassimotto - 01/08/2016 até o presente. Email:

aymoto@usp.br
Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 01/08/2016

Data de Aprovagao no Exame de

Qualificagio: Aprovado em 27/09/2017

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovacao da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 01/08/2016

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagao USP (Resolugédo n° 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018
Impresso em: 22/01/2019 10:34:50
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22/01/2019

Janus - sistema Administrativo da P6s-Graduagdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO
9131 - 10078736/1 - Alessandra Harumi Nishioka
Da Administragao ao Sitio de Agao: Principios Pré-
BMF5885- de ADME e Farmacocinética (Instituto de :
1/2  Ciéncias Biomédicas - Universidade de S&o 20/08/2016  02/10/2016 30 0 - - N irr?da;?;rliltljaa
Paulo)
FBASTS4" tualizagéo em Ciéncias Farmacéuticas 26/09/2016 02/10/2016 30 2 10 A N Concluida
FBA5753- Nutrigendmica e Programacéo das Doengas .
172 Crénicas N3o-Transmissiveis 26/09/2016  02/10/2016 30 2 100 A N  Concluida
FBASST4" Quimica e Andlise dos Alimentos Lipidicos 01/11/2016 12/12/2016 60 4 100 A N Concluida
FBAS5905- Planejamento Experimental e Analise 13/02/2017  26/02/2017 60 0 _ _ N maﬁ,:i?:_ula
n Multivariada indeferida
FBA5899- Biodisponibilidade de Nutrientes e de .
31 Substancias Bioativas em Alimentos e Dietas 01/03/2017  11/04/2017 0 6 100 A N Concluida
FBT5788- Aplicagao de Alimentos Probidticos na P
112 Modulagdo de Imunidade de Mucosas 06/03/2017  26/03/2017 60 4 100 A N  Concluida
|CB5711- Redagéo de Trabalhos Cientificos (Instituto de Pré-
31 Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao 07/03/2017  10/04/2017 45 0 - - N matricula
Paulo) indeferida
FBAST28- pprimoramento Pedagdgico 30/05/2017 26/06/2017 60 4 8 A N Concluida
|CB5711- Redagao de Trabalhos Cientificos (Instituto de
32 Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao 01/08/2017  04/09/2017 45 3 100 A N Concluida
Paulo)
Da Administragdo ao Sitio de Agao: Principios
BMF5885- de ADME e Farmacocinética (Instituto de -
1/3  Ciéncias Biomédicas - Universidade de S&o 14008/2017°  17/08/2017 =0 2 100 A N iConglulda
Paulo)
FBAS895- Topicos em Ciéncia dos Alimentos e Nutrigao Il 17/11/2017 ~ 25/01/2018 30 2 100 A N Condluida
FBAS306- Anaiise de Dados de Microbioma 26/02/2018 08/04/2018 90 6 100 A N Concluida
Disciplinas: 0 25 35
Estagios:
Total: 0 25 35

Créditos Atribuidos a Dissertagao: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018
Impresso em: 22/01/2019 10:34:50
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Anexo 8 — Curriculo Lattes

22/01/2019

Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Alessandra Harumi Nishioka)

| Alessandra Harumi Nishioka

Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/1086813595289029
Ultima atualizago do curriculo em 17/05/2018

Mestranda em Ciéncia dos Alimentos pela Universidade de Sdo Paulo (2016). Graduacdo em Nutricdo pela
Universidade Federal de Alfenas (2015). Bolsista de Iniciagdo Cientifica pelo PIBICT/FAPEMIG, sob orientacdo da
Professora Dra. Flavia Della Lucia (2014-2015). (Texto informado pelo autor)

Identificagao

Nome
Nome em citagdes bibliograficas

Enderego

Endereco Profissional

Alessandra Harumi Nishioka
NISHIOKA, A. H.

Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Avenida Professor Lineu Prestes

Butanta

05508000 - Sdo Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30913007

Ramal: 3647

Formagdo académica/titulagao

2016

2011 - 2015

Formacao Complementar
2016 - 2016

Atuacdo Profissional

Mestrado em andamento em Ciéncias dos Alimentos (Conceito CAPES 7).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Estudo comparativo da excregdo de flavonoides de sucos de laranja, cv. Pera e cv.

Moro, entre individuos eutrdficos e obesos,Orientador: Neuza Mariko Aymoto
Hassimotto.

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPq,
Brasil.

Palavras-chave: flavanonas; hesperidina; narirutina; absorgdo; suco de laranja.
Grande érea: Ciéncias Agrarias

Grande Area: Ciéncias Agrérias / Area: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos / Subérea:
Ciéncia de Alimentos.

Graduagdo em Nutrigdo.

Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Brasil.

Titulo: Desenvolvimento de cookie a base de iogurte enriquecido com farinha de residuos
de uva.

Orientador: Flavia Della Lucia.

Bioestatistica. (Carga horaria: 16h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Brasil.

Vinculo institucional
2014 - 2015

Outras informagoes

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluna de Iniciagdo Cientifica, Regime:
Dedicagao exclusiva.

Modalidade de Bolsa: PIBICT/FAPEMIG - Plano de Trabalho: Avaliagdo sensorial de
berinjela minimamente processada com utilizagdo de revestimento comestivel e
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antioxidante.

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional

2016 - Atual Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluna de Mestrado, Regime: Dedicagdo
exclusiva.
Outras informagoes Modalidade de Bolsa: CNPq - Plano de Trabalho: Estudo comparativo da excregdo de

flavonoides de sucos de laranja, cv. Pera e cv. Moro, entre individuos eutréficos e obesos

Projetos de pesquisa

2014 - 2015 Avaliagdo sensorial de berinjela minimamente processada com a utilizagdo de revestimento

comestivel e antioxidante.

Descricdo: A berinjela (Solanum melongena) é um fruto solanaceo originario da India e da
China. O processamento minimo de vegetais € a operagdo que elimina partes ndo
comestiveis como cascas, talos e sementes. Objetivou-se avaliar a aceitabilidade de
berinjelas minimamente processadas frente a utilizacdo de revestimentos comestiveis
fécula de mandioca em associagdo com o acido citrico apds o preparo em calor seco..
Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

2013 - 2014 Desenvolvimento de cookie a base de iogurte enriquecido com farinha de residuos de uva

Descrigdo: O consumo de iogurte natural esta diretamente ligado aos beneficios que este
derivado lacteo traz ao organismo, tais como: aumenta a disponibilidade de vitaminas no
intestino; facilita a agdo das proteinas e enzimas digestivas; facilita a absorgao de calcio,
fosforo e ferro; é fonte de galactose; importante na sintese de tecidos nervosos. A Farinha
de Uva (FU) possui um alto teor de fibras assim como alta quantidade de flavondides, e é
também um dos melhores antioxidantes, favorecendo o combate aos radicais livres e
reduzindo risco de doengas degenerativas. Foram desenvolvidas formulagdes de biscoito
tipo cookie realizando-se substituicdes de 2, 4, 6, 8 e 10% da quantidade de farinha de
trigo da formulag@o base pela FU. Em relagdo ao perfil nutricional dos biscoitos tipo cookie,
os calculos mostraram que, conforme se aumentou a quantidade de FU, houve decréscimo
caldrico e aumento no teor de fibras. Conclui-se que a adigdo da FU na formulagdo de
biscoitos tipo cookies a base de iogurte representa incremento significativo no teor de
fibras, recomendando-se formulacdes em até 6% de FU, visto que esta apresenta
resultados satisfatérios em sua aceitabilidade..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Areas de atuacdo

1.

Grande érea: Ciéncias da Saude / Area: Nutricdo.

Produgbes

Produc@o bibliografica

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

[

0 o N

1 International Symposium on Citrus Bioactive Compounds and Health Benefits. 2018. (Simpdsio).

2nd FoRC International Symposium Advances in Food Science and Nutrition. 2017. (Simpdsio).

Cromatografia: Aspectos praticos de selegdo de colunas de HPLC, GC e preparo de amostra. 2017. (Seminério).

XVI Evento da Série de Workshops Internacionais sobre Alimentos com Alegagdes de Propriedades Funcionais e/ou de
Salde - Alimentos Funcionais e Compostos Bioativos: Avangos Cientificos, Perspectivas e Desafios?. 2017. (Outra).

512 Semana Universitaria Paulista de Farmécia e Bioquimica. Simpdsio de Alimento, Nutrigdo e Doengas Cronicas. 2016.
(Simpésio).

Compostos Bioativos dos Alimentos. 2016. (Seminario).

1I Metabolic Programming Workshop. 2016. (Outra).

ILSI Brasil - 152 Workshop "Microbioma, Probidticos e Satide". 2016. (Congresso).

52 Conferéncia Municipal de Satde de Carmo do Rio Claro/MG.Séude Publica de qualidade para cuidar bem das pessoas:
direito do povo brasileiro. 2015. (Outra).
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Seminario de Iniciagdo Cientifica - SIC/2014.AVALIAGAO DA QUALIDADE NO PREPARO DE BERINJELA MINIMAMENTE
PROCESSADA COM UTILIZAGAO DE REVESTIMENTO COMESTIVEL E ANTIOXIDANTE. 2014. (Seminério).

11. Seminario de Iniciagio Cientifica - SIC/2014.DESENVOLVIMENTO DE COOKIE A BASE DE IOGURTE ENRIQUECIDO COM
FARINHA DE RESIDUOS DE UVA. 2014. (Seminario).
12. VIII Semana da Nutrigdo: "Nutricionista o que te motiva a ser nutricionista".VIII Semana da Nutrigdo: "Nutricionista o que te

motiva a ser nutricionista". 2011. (Outra).
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