UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia dos Alimentos

Area de Nutrigdo Experimental

Efeitos da ingestdo do suco de laranja Pera e suco de laranja Moro na microbiota intestinal e

marcadores inflamatorios em individuos com obesidade.

Aline Alves de Santana

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias dos Alimentos — Area
de Nutrico Experimental da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Séo Paulo para obtenc¢éo do titulo de Doutora.

Orientador: Prof. Dr. Franco Maria Lajolo

Séao Paulo

2021



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia dos Alimentos

Area de Nutrigdo Experimental

Efeitos da ingestdo do suco de laranja Pera e suco de laranja Moro na microbiota intestinal e

marcadores inflamatorios em individuos com obesidade.

Aline Alves de Santana

Versao corrigida

Orientador: Prof. Dr. Franco Maria Lajolo

Sédo Paulo

2021



Autorizo a reproducéo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalografica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Segdo Tecnica de Informatica do ICMC/USP e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documentagio do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecaria responsavel pela orientagio de catalogagio da publicagao:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Santana, Aline Alves de

523le Efeitos da ingestio do suco de laranja Pera e
suco de laranja Moro na microbiota intestinal e
marcadores inflamatérios em individuos com cbasidade.

/ Aline Alwves de Santana. - S3o Paulo, 2021.
138 p.
Tese (doutorado}) - Faculdade de Ci&ncias

Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo.
Departamento de Alimentos & Nutricio Experimental.
Orientador: Lajolo, Franco Maria

i. laranja. 2. compostos bioativos. 3.

microbiota intestinal. 4. inflamacdo. 5. obesidade.
I. T. II. Lajoela, Franco Maria , orientador.




Aline Alves de Santana

Efeitos da ingestdo do suco de laranja Pera e suco de laranja Moro na microbiota intestinal e

marcadores inflamatorios em individuos com obesidade.

Comisséo Julgadora
da

Tese para obtencédo do Titulo de Doutor

Prof. Dr. Franco Maria Lajolo (Orientador/ Presidente)

1° examinador

29 examinador

3% examinador

4° examinador

Sé&o Paulo, , , 2021.




DEDICATORIA

A Deus pela oportunidade e pela sua

sustentacé@o ao longo deste caminho. Aos meus pais
pelo incentivo e apoio. A memoria da minha avo llda e
por seu amor incondicional. Ao meu marido pelo seu

amor e compreenséo.



AGRADECIMENTOS

A Deus que me presentou com muitas oportunidades de aprendizado e crescimento ao longo desta

jornada e me capacitou para sua realizacéo.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Franco Lajolo por aceitar a realizagdo deste projeto e participar na
execucdo de todas as etapas, 0 seu apoio e entendimento foi essencial para 0 meu amadurecimento

pessoal e profissional.

A Profa. Neuza que participou ativamente deste projeto desde o seu inicio e me ajudou em muitos

momentos contribuindo para a sua execucao e conclusao.

Ao Prof. Ronaldo Thomatielli (Unifesp) que gentilmente concedeu o seu laboratério durante a coleta
e nos forneceu todo o suporte nesta e em outras etapas e a toda equipe de técnicas da Associacdo

Fundo de Incentivo a Pesquisa (AFIP), em especial a Diva por sua ajuda diaria.
Ao Food Research Center (FORC) pelo suporte cientifico e financeiro.

A Cristiane Kovacs e o Daniel Magnoni do Instituto Dante Pazzenese de Cardiologia por acreditarem

neste projeto e permitirem que ele fosse realizado.
A Profa. Carla Taddei e o seu aluno Gustavo pela ajuda na analise da microbiota intestinal.

Ao0s meus superiores, Andreia Madruga e Marina Magno da Universidade Nove de Julho por

acreditarem no meu trabalho e me apoiarem nesta trajetéria académica.

Aos meus amigos do “Sushibar”: Jéssica, Alessandra, Sara, Jacqueline, Karina, Layane e Eric que

me apoiaram e me ajudaram em muitas etapas.

Agradeco especialmente & minha parceira de projeto Karina do Dante Pazzanese pela amizade e por

sua participacdo essencial em todas as etapas do protocolo e na realizagdo das analises.

Aos meus amigos Edgar Tavares e Aline Caris da Universidade Federal de S&o Paulo pela amizade

demonstrada e pela ajuda fornecida durante as analises laboratoriais.



Agradeco a todos os funcionarios do Departamento que contribuiram de alguma forma e permitiram

gue essa tese que se concretizasse.

Aos meus pais, Adelina e Wilson por todo apoio e incentivo em todos 0s momentos da minha vida

especialmente naqueles dias de maior dificuldade.

A memoria da minha v6 Ilda que ndo pode estar presente fisicamente na conclusio deste projeto, mas

atraves do seu amor me guiou e me fortaleceu para que eu pudesse conclui-lo.

Ao meu irmdo Willian, minha cunhada Aline e os meus queridos sobrinhos, André e Jodo que me

trouxeram leveza, alegria e carinho durante este processo.

Aos meus familiares, Byanca, Humberto, Elaine e Elisdngela que sempre acreditaram em mim e me

incentivaram a ser cada dia melhor.

Aos meus amigos, Camila, Fernanda, Italo, Paula, Fernando, Francisco, Marcelo, Miriam e Carlos

pelas palavras de apoio que me sustentaram neste periodo.

Ao0s meus sogros, Margarete e Luis Augusto, a minha cunhada Stella, meu sobrinho Felipe por

entenderem a minha auséncia e por torcerem sempre para a realizacao deste sonho.

As minhas amigas e colegas da Universidade Nove de Julho, especialmente a Jaqueline, Renata,

Silvia, Patricia, Elineides, Jane e VVanessa que me apoiaram na realizacdo deste sonho.

Agradeco o incentivo do Food Research Center (FORC) e da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S&o Paulo (FAPESP), processo n° 2013/07914-8, ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), projeto universal n° 43471/208-0 que

contribuiram para a realizacao deste estudo.
A todos os meus alunos e ex-alunos que me incentivam a ser cada dia melhor.

Endereco 0 meu agradecimento a todos aqueles que ajudaram direta ou indiretamente para a
realizacdo deste trabalho.



“Tenho a impresséo de ter sido uma
crianga brincando a beira-mar, divertindo-me
em descobrir uma pedrinha mais lisa ou uma
concha mais bonita que as outras, enquanto o

imenso oceano da verdade continua misterioso

diante de meus olhos” (Isaac Newton).



RESUMO

SANTANA, Aline Alves. Efeitos da ingestao do suco de laranja Pera e suco de laranja Moro na
microbiota intestinal e marcadores inflamatdérios em individuos com obesidade. 138 p. Tese

(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

A obesidade é uma doenca complexa que estd associada inflamacdo crénica de baixo grau que
contribui para o desenvolvimento de diversos distirbios metabolicos como a resisténcia a insulina e
estudos recentes sugerem a influéncia da microbiota intestinal no desenvolvimento e manutencao da
doenca. Diversos estudos apontam para o beneficio da ingestdo de frutas e vegetais na prevencao e
tratamento de doencas cronicas. O suco de laranja contém diversos compostos bioativos com a¢des
anti-inflamatorias, antioxidantes com efeitos ha composic¢ao da microbiota intestinal. Deste modo, o
objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos da ingestdo do suco de laranja Pera e Moro sobre
a composicao da microbiota intestinal e de parametros inflamatérios em voluntarios com obesidade
e resisténcia a insulina. Foi realizado um ensaio clinico crossover com suplementacdo de suco de
laranja (400ml/dia) por 15 dias com um periodo de washout de 40 dias. As andlises de sangue, fezes,
urina, composicdo corporal, consumo alimentar foram realizadas antes e apds cada intervengdo. A
comparacgédo entre os tratamentos foi realizada utilizando equacGes de estimativas generalizadas e
adotou-se um nivel de significancia de 5%. Em relacdo a microbiota intestinal, em ambos 0s
tratamentos, os dois filos mais abundantes foram Firmicutes e Actinobateria. Dos géneros analisados,
observou-se maior abundancia de Bifidobacterium apos a suplementacdo com o suco de laranja Moro.
O suco de laranja Pera promoveu uma diminuic¢do da zonulina e o suco de laranja Moro contribuiu
para reducdo de citocinas inflamatdrias, diminuicdo da pressdo arterial e aumento nos niveis de
acetato nas fezes. Apos a separacdo dos voluntarios por grau de obesidade, observamos que 0 suco
de laranja Moro contribuiu para o aumento na abundancia de Akkermansia, Alistipes, Bacteroides e
Catenibacterium em individuos com obesidade grau 3. Além disso, em ambos 0s sucos encontramos
reducdo da razdo Firmicutes/Bacteroidetes e aumento da excrecéo de metabolitos de flavonoides ap6s
os tratamentos. Diante destes resultados, conclui-se que o suco de laranja Pera apresentou acfes
positivas sobre a permeabilidade intestinal e 0 suco de laranja Moro promoveu efeitos mais

expressivos na modulagdo da inflamag&o associada a obesidade e da microbiota intestinal.

Palavras-chaves: Compostos bioativos, suco de laranja, microbiota intestinal, inflamacéo,

obesidade.



ABSTRACT

SANTANA, Aline Alves. Effect of Pera and Moro orange juice consumption on the gut
microbiota and inflammatory parameters in volunteers with obesity. 138 p. Thesis (Doctorate

Degree) School of Pharmaceutical Science, University of Sdo Paulo, Séo Paulo, 2021.

Obesity is a complex disease that is associated with low-grade chronic inflammation, and it
contributes to the development of several metabolic disorders such as insulin resistance, and recent
studies suggest the influence of the intestinal microbiota in the development and maintenance of the
disease. Several studies have suggested the benefit of fruits and vegetables consumption in the
prevention and treatment of chronic diseases. The orange juice contains some bioactive compounds
with anti-inflammatory and antioxidant actions with effects in the composition of the gut microbiota.
Thus, the main objective of this study was to evaluate the effects of Pera and Moro orange juice
consumption on the composition of the gut microbiota and inflammatory parameters in volunteers
with obesity and insulin resistance. A crossover clinical trial was carried out with orange juice
supplementation (400ml/day) for 15 days with a washout period of 40 days. Blood, feces, urine, body
composition, food consumption were analyzed before and after each intervention. Comparison
between treatments was performed using generalized estimating equations and a significance level of
5% was adopted. In relation to gut microbiota, in both treatments, the two most abundant phyla were
Firmicutes and Actinobateria. In the analysis of bacterial genera, a greater abundance of
Bifidobacterium was observed after supplementation with Moro orange juice. The Pera orange juice
reduced zonulin and Moro orange juice contributed to a reduction on inflammatory cytokines, a
decrease in blood pressure and an increase in acetate levels in the stool. After separating the
volunteers by degree of obesity, we observed that Moro orange juice contributed to the increase in
the abundance of Akkermansia, Alistipes, Bacteroides and Catenibacterium in individuals with grade
3 obesity. Furthermore, in both juices we found a reduction in the Firmicutes/Bacteroidetes ratio and
increased excretion of flavonoid metabolites after treatments. Therefore, we concluded that Pera
orange juice had positive actions on intestinal permeability and Moro orange juice promoted more
expressive effects on the modulation of inflammation associated with obesity and on the intestinal

microbiota.

Keywords: Bioactive compounds, orange juice, gut microbiota, inflammation, obesity.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é um dos principais problemas de satde publica no mundo. De acordo com 0s
dados da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), existem 1,9 bilh&o (39%) de adultos com sobrepeso
no mundo. Destes, 650 milhdes (13%) apresentam obesidade, sendo considerada a pandemia do
século 21 (WHO, 2020). Em 2025, a estimativa é de que a prevaléncia global de obesidade atingira
18% nos homens e ultrapassara 21% nas mulheres. J& a obesidade grave ultrapassara 6% nos homens
e 9% em mulheres (DI CESARE et al., 2016). No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saude de
2019, existem 41,2 milhdes de individuos acima de 18 anos (25,9%) com obesidade e 60,3%
apresentam excesso de peso. Este percentual de individuos com obesidade mais do que dobrou em
17 anos no pais representando um importante problema de satde publica (IBGE, 2019).

A obesidade é uma doenca cronica de dificil controle que apresenta etiologia multifatorial e é
resultado de uma complexa interacdo entre fatores genéticos e ambientais que contribuem para um
aumento no risco de desordens metabdlicas (diabetes mellitus do tipo 2 e esteatose hepatica), doengas
cardiovasculares (hipertensdo e infarto agudo do miocardio), doencas musculoesqueléticas
(osteoartrite), doenca de Alzheimer, depressdo e alguns tipos de cancer (mama, ovario, prostata,
figado, rins e colon). Além disso, a obesidade prejudica a qualidade de vida, pode levar ao
desemprego, menor produtividade e desvantagens sociais (BLUHER, 2019).

Muitos fatores estdo envolvidos no desenvolvimento e manutencdo da obesidade incluindo
um desequilibrio na composic¢do da microbiota intestinal que contribui para maior suscetibilidade a
doenca, ao estabelecimento da inflamacao sistémica e ao desenvolvimento de disfun¢fes metabdlicas
(ESCOBEDO; LOPEZ-ORTIZ; TORRES-CASTRO, 2014). Por esta razdo, nos Gltimos anos tem
havido grande interesse da comunidade cientifica em buscar novas estratégias nutricionais
preventivas e terapéuticas com a finalidade de melhorar a composi¢do da microbiota intestinal de

individuos com obesidade e evitar o surgimento de comorbidades.

O suco de laranja contém compostos bioativos que apresentam propriedades benéficas a satde
tais como a manutencao da integridade intestinal, modulacéo da microbiota intestinal, modulacéo do
metabolismo lipidico, regulacdo da pressdo arterial, reducdo da inflamacdo e estresse oxidativo
através de mecanismos genéticos e epigenéticos (NISHIOKA et al., 2021; WAN et al., 2018;
ANACLETO et al., 2020; BRASILI et al., 2019; CHAVES et al., 2017). Neste contexto, poucos

estudos clinicos avaliaram o impacto do suco de laranja na microbiota intestinal e nos parametros
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inflamatdrios em individuos com obesidade e resisténcia a insulina, 0 que consideramos oportuno

para elucidar os efeitos dos compostos bioativos do suco de laranja nesta populacéo.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Obesidade e disfuncéo do tecido adiposo

A obesidade é definida como uma condig&o de excesso de gordura corporal que € refletida por
um indice de massa corporal (IMC) superior a 30 kg/m2 como o resultado de um balanco energético
positivo, ou seja, devido ao aumento na ingestdo de energia e/ou por uma diminui¢do do gasto
energético. Este balanco energético positivo esta normalmente relacionado a um estilo de vida ndo
saudavel com héabitos alimentares inadequados, especialmente com o consumo calérico acima do
recomendado, alteragdes na composicao da dieta e um comportamento sedentario tanto na atividade
ocupacional quanto na pratica de atividade fisica (MURALIDHARA, 2016).

O tecido adiposo é um 6rgao complexo e o principal local de armazenamento de gordura no
organismo e apresenta um importante papel no controle da homeostase energética e no influxo de
acidos graxos para a circulacdo sisttmica (GOOSSENS, 2017). Existem trés principais depositos de
tecido adiposo no organismo: o tecido adiposo branco (TAB) que representa mais do que 95% da
massa adiposa e o tecido adiposo marrom (TAM) que representa 1 a 2% de gordura e esta presente
nas regides cervicais, axilares e paraespinais. A principal célula dos depdsitos do tecido adiposo € o
adipécito e de acordo com o tipo de tecido adiposo, sendo descritos dois tipos de adipdcitos: 0s
adipocitos brancos caracterizados por uma goticula lipidica unilocular e os adipocitos marrons que
apresentam goticulas lipidicas multiloculares e com uma grande densidade mitocondrial para a
dissipacdo de energia através da respiracdo celular. Um terceiro tipo de adipdcito foi identificado e
denominado como adipdcito bege, este tipo de adipdcito pode ser encontrado nos diferentes depdsitos
de tecido adiposo branco, e se origina a partir da transdiferenciacdo de células progenitoras com
caracteristicas de adipocito marrom, pela grande densidade de mitocondrias (CYPESS e KAHN,
2010; NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2011).

O TAB pode ser dividido em depdsito visceral e subcutdneo. O depdsito visceral esta
localizado na regido intra-abdominal e é uma caracteristica da obesidade central. Este depoésito esta

relacionado a um maior risco de doengas metabdlicas. Por outro lado, o tecido adiposo subcutaneo é
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encontrado na regido dos quadris e ndo tem sido associado a efeitos deletérios ao organismo (KAHN;
WANG, 2019).

O TAB é dinamico com uma grande atividade metabdlica devido a presenca de diferentes
células do sistema imunologico (linfocitos, mastocitos, eosinofilos e macréfagos) que sdo capazes de
secretar uma elevada quantidade de proteinas (adipocinas) envolvidas na regulacdo do apetite, fungédo
inflamatoria e imunoldgica, metabolismo da glicose e dos lipidios, homeostase cardiovascular e

reproducéo, além de interferir em outras funcoes fisiologicas (EXLEY et al., 2014).

Na obesidade, 0 TAB esta severamente alterado para se adaptar a ingestéo caldrica excessiva
e apresenta um remodelamento de processos estruturais e celulares como: a) expansdao do tecido
adiposo através da hiperplasia (aumento no nimero de células) e hipertrofia (aumento no tamanho
das células); b) infiltracdo de células do sistema imunoldgico no tecido adiposo; ¢) remodelamento
da matriz extracelular para a expansdo adequada do tecido adiposo (UNAMUNO et al., 2018).
Diversos efeitos prejudiciais estdo associados a esta expansdao do TAB como inflamacao, fibrose,
hipdxia, disfuncdo mitocondrial e alteracGes na secrecdo de adipocinas (KUSMINSKI; BICKEL;
SCHERER, 2016).

Muitos trabalhos apontam o papel da resposta imunoldgica inata no surgimento e na
manutencdo da inflamacao crénica subclinica associada a obesidade. O sistema imunologico inato é
a primeira linha de defesa em resposta a lesGes ou patdgenos. Este sistema compreende células de
linhagens mieloides como os mondcitos e os macréfagos que estdo presentes na fracdo do estroma
vascular do tecido adiposo em maior proporcdo e apresentam efeitos importantes na sinalizagéo
inflamatdria (LUMENG, 2013).

Os macréfagos sdo as principais células relacionadas a inflamacéo na obesidade devido a sua
infiltracdo no TAB. De acordo com o seu perfil de secre¢do de citocinas, os macréfagos séo divididos
em dois tipos: M1 ou macréfagos “classicamente ativados” e M2 ou macrofagos “alternativamente
ativados”. Os macréfagos M1 sdo a primeira linha de defesa contra patogenos e sdo estimulados por
mediadores inflamatorios como interferon-y e lipopolissacarideos (LPS). Por outro lado, 0s
macrofagos M2 estdo envolvidos no reparo celular, na resolucdo da inflamacdo e na sintese de
citocinas anti-inflamatérias como as interleucinas (IL) 4 e 13 (UNAMUNO et al., 2018).

Os macrofagos M1 secretam citocinas inflamatorias como IL-6, IL-1p, proteina
quimioatraente de monadcitos (MCP-1), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a) que apresentam efeitos locais nos adipécitos e nas células imunoldgicas
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residentes (neutrofilos, células B, células T) e induzem a ativacdo da cascata de sinalizacdo
inflamatdria principalmente através da ativacdo da via do Fator Nuclear Kappa Beta (NFkB)
(ZATTERALE et al., 2020).

Em condigdes fisiologicas, o NFkB estd retido no citoplasma devido a uma familia de
inibidores chamados de Inibidores de Kappa B (IkBs). A ativagdo do complexo kinase IKK (que
contém as subunidades IKKa e IKKp) induz a degradagdo do IkBa levando a transloca¢do do NFxB
para o nlcleo da célula perpetuando a inflamacéo e a disfuncdo do TAB (EXLEY et al., 2014).

Os mecanismos de acdo que levam a este processo ndo sdao completamente elucidados, mas
acredita-se que seja devido a lipotoxicidade, ao estresse do reticulo endoplasmatico devido ao excesso
de lipideos, a hipdxia resultante da reducao da difusdo de oxigénio nos adipécitos hipertrofiados e
atraves da ativacdo de receptores do tipo toll (TLRs) (REILLY; SALTIEL, 2017).

A ativacdo dos TLRs parece ser um dos principais mecanismos que contribuem para o estado
inflamatdrio cronico na obesidade e na sindrome metabolica (JIALAL; KAUR; DEVARAJ, 2014).
Os TLRs sdo receptores de reconhecimento padrdo expressos em diferentes tecidos e divididos em
cinco diferentes familias com um papel importante no reconhecimento de patdgenos e no inicio da
resposta inflamatdria ap6s o reconhecimento de ligantes como: 1) os padrdes moleculares associados
a patogenos (PAMPS) incluindo o LPS; 2) sinais relacionados a dano tecidual como os padrdes
moleculares associado a danos (DAMPs) e 3) outros ligantes incluindo as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c), proteinas de choque térmico, produtos da degradacdo da matriz extracelular. O
reconhecimento destes ligantes ocorre principalmente através do TLR2 e do TLR4 que induzem a
resposta inflamatoria por meio da producdo de varias citocinas inflamatoérias (JIALAL; KAUR;
DEVARAJ, 2014).

O LPS derivado da microbiota intestinal também contribui para iniciar a cascata inflamatoria.
O LPS é um componente de membrana das bactérias gram-negativas que pode atingir a circulacdo
sistémica através da inducdo da inflamacéo intestinal local e da alteracdo na microbiota associada a
perda da funcéo de barreira no intestino. Apos este processo, o LPS ativa 0 TLR4 em macrdfagos e
adipocitos e favorece o ambiente inflamatdrio através da sintese de citocinas pro-inflamatorias
(Figura 1) (VILLARROYA et al., 2018). Além da producédo de citocinas pelos macrofagos apos a
interacdo com o LPS, estas células promovem a ativacdo de diferentes mediadores biolgicos como
o fator de ativacdo de plaquetas, prostaglandinas, enzimas, espécies reativas de nitrogénio e oxigénio

como o anion superoxido e o oxido nitrico (ROGERO e CALDER, 2018). Esta inflamacéo local e
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sistémica em resposta ao LPS tem o potencial de desencadear alteracdes na microbiota intestinal que
resulta em ativacdo do sistema imunologico e contribui para o estabelecimento da inflamacéo
subclinica cronica e favorece o desenvolvimento de doengas associadas a obesidade como o diabetes
mellitus e as doencas cardiovasculares (COX; WEST; CRIPPS, 2015).

O padréo alimentar ocidental caracterizado pelo alto consumo de gorduras especialmente de
origem animal e baixo consumo de fibras esta frequentemente relacionada aos individuos com
diversas doengas metabolicas como a obesidade e é um dos principais mecanismos associados ao
desequilibrio da microbiota intestinal, alteracdes da permeabilidade intestinal e inflamag&o sistémica.
Deste modo, os habitos alimentares inadequados e o estilo de vida tém sido considerado responsaveis

por modificacGes da resposta inflamatdria e alteracdes da microbiota intestinal.
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Figura 1. Via de sinalizacdo inflamatdria dependente do gene de resposta primaria de diferenciagdo mieloide
(MyD88) em macrdfagos induzida pela ligacéo do LPS a proteina ligadora de LPS (LBP) que ativa a proteina
CD14. Este complexo se liga ao TLR4 na membrana plasmatica com consequente ativacdo de IKKs e do NF-
kB e inducdo de citocinas inflamatérias como o TNF-a, IL-6 e IL-1B. Adaptado de BOULANGE et al., 2016
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2.2 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal humana consiste de mais de 100 trilhGes de microrganismos que
existem em uma relacdo de simbiose com o hospedeiro humano (GOMES; HOFFMANN; MOTA,
2018). Atualmente, a microbiota intestinal tem sido alvo de muitas pesquisas devido a sua interacdo
com muitos 0rgdos e o seu possivel envolvimento em diferentes condic¢@es clinicas como as doencas
inflamatorias intestinais, a sindrome do intestino irritdvel, doengas metabdlicas (obesidade e diabetes)
e doencas alérgicas (JANDHYALA et al., 2015).

O trato gastrointestinal (TGI) € um sistema complexo com grande abundancia de
microrganismos, composto por microareas com uma area de superficie total para colonizagéo de 150-
200m2 (Figura 2), com uma densidade bacteriana menor nas porcdes iniciais do TGl como o estbmago
(103 a 10* bactérias/mL) e intestino delgado e maior abundéncia e diversidade no colén (10! a 10%2
bactérias/mL) (Figura 2). Isto ocorre porque no estdbmago e no intestino delgado ha um pH mais baixo,
uma motilidade intensa e a presenca de enzimas digestivas. Ja no intestino grosso ha um menor
potencial redox e o tempo de transito intestinal € mais lento, o que favorece a colonizagdo microbiana
(LESER; M@LBAK, 2009).
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Lactobac:llaceae < BaCIIlaceae : < 8 Lachnospiraceae
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1
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Lactobacillaceae | Bifidobacterium Clostridium
Enterococcaceae | Streptococcaceae Lactobacillacea

' Enterobacteniacea Ruminococcaceae

Figura 2. Variacdo da concentracdo e composic¢do da microbiota intestinal ao longo do trato gastrointestinal
com maior concentracdo e diversidade microbiana no intestino grosso. Adaptado de ROSENBERG et al.,
2013.

A microbiota intestinal saudavel é constituida por bactérias, arqueias, virus, fungos e

protozoarios. Embora ndo exista um padrdo de microbiota intestinal devido a grande variabilidade
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entre os individuos, a riqueza microbiana compreendida como diversidade microbiana € um indicador
de status saudavel (ARGENIO; SALVATORE, 2015).

Dentre os diferentes tipos de microrganismos residentes no intestino, as bactérias sdo
consideradas as mais abundantes e variam na sua composicdo e funcionalidade ao longo do TGl,
influenciada por uma série de fatores como genética, tipo de parto, idade gestacional, dieta,
medicamentos e exercicio fisico. E ainda, com uma distribuicdo anatdmica dependente da
concentracdo de oxigénio luminal e do pH (HILLMAN et al., 2017). Do ponto de vista taxondmico,
as bactérias podem ser classificadas de acordo com o filo, classe, ordem, familia, género e espécie
(Figuras 3A e 3B).
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Os filos dominantes da microbiota intestinal sdo: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia, sendo os filos Firmicutes e Bacteroidetes os mais
abundantes, representando 60-80% de uma microbiota intestinal saudavel (KANG; CAl, 2017).

Muitas moléculas e produtos metabolicos derivados da microbiota intestinal sdo capazes de
influenciar diferentes funcdes intestinais como: motilidade, digestdo, permeabilidade, captacdo de
energia, imunidade da mucosa e efeito de barreira (IEBBA et al., 2016). Além disso, a microbiota
intestinal contribui com outras fungbes como a producédo de vitaminas (K, B2, B7, B9 e B12),
absorcdo de ions (Ca, Mg e Fe), protecdo contra patogenos, formacdo e manutencdo do sistema
imunoldgico e producdo de energia através da fermentacdo de polissacarideos, oligossacarideos e
outros carboidratos ndo-digeriveis constituintes da fibra alimentar (FA) (JANSSEN; KERSTEN,
2015). Os géneros envolvidos neste processo de fermentacdo incluem os Bacteroides,
Bifidobacterium, Ruminococcus e Roseburia (DAVILA et al., 2013). Ainda, os metabdlitos derivados
da microbiota podem acessar a circulacdo e serem transportados para muitos 6rgdos afetando a sua
funcionalidade, por exemplo, no cérebro alterando a funcdo cognitiva, no figado afetando o
metabolismo lipidico e de farmacos, no pancreas interferindo no metabolismo da glicose. Deste
modo, manter uma microbiota intestinal saudavel é essencial para promover a sadde do hospedeiro
(IEBBA et al., 2016).

O filo Firmicutes apresenta 12 ordens, 42 familias e 479 géneros e é composto por bactérias
gram-positivas. E considerado o filo de maior diversidade quando comparado ao filo Actinobacteria
(1 classe, 10 ordens, 56 familias e 330 géneros) e ao filo Bacteroidetes (4 classes, 4 ordens, 21 familias
e 324 géneros) (SEONG et al., 2018). Os principais géneros presentes no filo Firmicutes sdo os
Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus e Ruminococcus (RINNINELLA et al., 2019).
Destes, 0 género Lactobacillus estd entre os microrganismos mais abundantes no TGlI, presente na
cavidade oral, pele, vagina e nas fezes. Estima-se que este género constitui 6% do numero de bactérias
totais no duodeno humano e de aproximadamente 0,3% de todas as bactérias no célon (HEENEY;
MARCO; BIOLOGY, 2019). Em individuos saudaveis ja foram detectadas mais de 50 espécies de
Lactobacillus, sendo os Lactobacillus mais abundantes: L. casei, L. delbruckeii, L. murinus, L.
plantarum e L. ruminus (ROSSI et al., 2016).

O filo Bacteroidetes inclui principalmente bactérias gram-negativas do género Bacteroides,
Prevotella, Parabacteroides e Alistipes e representa 20-30% da microbiota intestinal. Este filo esta
presente principalmente no intestino grosso participando do fornecimento de energia ao hospedeiro a

partir da fermentacdo de polissacarideos ndo-digeriveis. Em populagcbes com padrdo alimentar



32

ocidental, ou seja, com consumo elevado de alimentos de origem animal (ricos em gordura e proteina)
e baixo consumo de vegetais (ricos em FA) hd uma predomindncia do género Bacteroides,
aproximadamente 40-60% (JOHNSON et al., 2017). J4 o género Prevotella é mais comum em

populacdes ndo-ocidentais que consumem uma dieta rica em vegetais (FILIPPO et al., 2010).

O filo Actinobacteria contém bactérias gram-positivas com trés principais familias anaerébias
(Bifidobacteria, Propionibacteria e Corynebacteria) e uma familia aerdbia (Streptomices), sendo o
género Bifidobacteria predominante no intestino humano (BINDA et al., 2018). Este género vem
sendo discutido frequentemente na literatura devido aos seus possiveis efeitos na salde humana tais
como: manutencdo da barreira intestinal através da producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC); degradacao de amido resistente e de outros carboidratos ndo-digeriveis derivados de plantas
como os frutooligossacarideos, galactooligossacarideos, xilooligossacarideos, inulina ou
arabinoxilanos (EL-SHARKAWY et al., 2020; LI et al., 2019; VLASOVA et al., 2017). Além disso,
as Bifidobactérias apresentam um papel na modulagdo do sistema imunoldgico e na biossintese de
vitaminas (LIM; SHIN, 2020). Os efeitos metabdlicos do filo Actinobactéria também tem sido
descritos em alguns trabalhos que demonstraram uma correlacdo negativa entre este filo e o
percentual de gordura corporal, os niveis de insulina e o indice HOMA - Homeostatic Model
Assessment. Estudos prévios com individuos saudaveis encontraram aumento da abundéancia deste

género apos a ingestdo de mirtilo (ricos em antocianinas) (VENDRAME et al., 2011).

O filo Proteobacteria é composto por bactérias anaerdbias facultativas tais como Escherichia
e Enterobacteriaceae. Em uma microbiota intestinal saudavel, a abundancia deste filo é baixa (<1%)
(RINNINELLA et al., 2019), no entanto, em situacdes de desequilibrio na composi¢do da microbiota
intestinal, ocorre um aumento de Proteobacteria provocando uma menor resisténcia a colonizacao
por patdgenos (SHIN; WHON; BAE, 2015). Por esta razdo, alguns pesquisadores salientam que o
aumento expressivo na abundancia de Proteobacteria pode ser um indicador de dishiose (SHIN;
WHON; BAE, 2015). Paralelamente, o aumento deste filo tem sido encontrado em quadros
patoldgicos como nas doencas metabdlicas (FEI; ZHAO, 2012) e na inflamacéo intestinal (MORGAN
et al.,, 2012). A disbhiose € um termo bastante usado na literatura para descrever alteraces na
composicao de bactérias intestinais comensais, mas esta definicdo permanece em discussdo tendo em
vista que inimeros fatores como idade, localizagdo geogréfica, sexo e outras caracteristicas pessoais
estdo relacionadas a variagfes na microbiota intestinal (PEREZ; DORSEN; SQUIRES, 2020).

O filo Fusobactéria contém bactérias anaerobias, gram-negativas, sendo considerada rara na

microbiota fecal, mas encontrada na bidpsia da mucosa intestinal inflamada. O género Fusobacterium
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é o principal representante deste filo e contém 14 espécies (STRAUSS et al., 2008). Destas, a
Fusobacterium nucleatum tem sido mais investigada devido a sua possivel relagdo com o cancer
colorretal (FUKUGAITI et al., 2015; ZHANG; CAI; MA, 2018) e no seu envolvimento na
fisiopatologia da colite ulcerativa (CHEN et al., 2020). Embora a relacdo entre o filo Fusobacteria e
a obesidade ndo tenha sido frequentemente investigada, maior abundancia deste filo em individuos
com obesidade ja foi descrito na literatura (ANDOH et al., 2016).

No filo Verrucomicrobia, somente duas espécies foram detectadas no TGl humano, a
Akkermansia muciniphila e a Prosthecobacter fluviatili (RAJILI; VOS, 2014). A A. muciniphila é
uma bactéria localizada na camada de muco intestinal e apresenta um importante papel na sua
degradacdo e fornecimento de nutrientes para as bactérias residentes. Esta degradacdo de muco pela
Akkermansia é possivel devido a presenca de mais de 60 enzimas incluindo glicosidades, sulfatases
e sialidases (JI-CHAO; XIAO-WEI, 2019). Devido a este papel mucolitico, a A. muciniphila esta
envolvida na manutencdo da barreira intestinal, que esta intimamente relacionada ao transporte de
nutrientes, desenvolvimento do sistema imunoldgico e a resisténcia a invasdo por patdgenos
(GEERLINGS et al., 2018). No colén de individuos saudaveis, esta bactéria esta presente com uma
abundancia de aproximadamente 3% (PNG et al., 2010). Por outro lado, na presenca de doencas
inflamatorias intestinais ou metabolicas (LOPEZ-SILES et al., 2018) e/ou uma alimentacdo rica em
gordura ha uma reducédo significante desta espécie de bactéria (HE et al., 2018; IJAZ et al., 2020).
Algumas intervencBes nutricionais com a administracio de polifendis (ANHE et al., 2015;
ROOPCHAND et al., 2015; ZHU. et al., 2018), frutooligossacarideos (LIU et al., 2016) e émega 3
(MONK et al., 2019) apontam para um efeito positivo destes compostos sobre a microbiota intestinal,
especialmente relacionado ao aumento da abundéncia de A. muciniphila.

Deste modo, uma microbiota intestinal saudavel com equilibrio entre estes principais filos é
necessaria para a manutencao de diversas fungdes fisioldgicas do intestino e de outros 6rgaos com
intensa comunicacdo com a microbiota. As modificacbes qualitativas e quantitativas em diferentes
niveis taxondmicos podem desencadear doencas intestinais especificas como Doenca de Crohn,
Retocolite ulcerativa e podem contribuir para o desenvolvimento de doencas extra-intestinais como
a obesidade (ARGENIO; SALVATORE, 2015).
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2.3 Microbiota intestinal e obesidade

A microbiota intestinal apresenta uma grande interagdo com o ambiente, 0 sistema
imunoldgico e estd envolvida na regulagdo de fungdes metabdlicas, no desenvolvimento da

inflamacdo subclinica e na regulacéo do balanco energético (CORNEJO-PAREJA et al., 2019).

AlteracGes na sua composi¢do podem desencadear um desequilibrio ecoldgico no intestino e
favorecer o desenvolvimento de uma série de doencas (CUEVAS-SIERRA et al., 2019). Nos ultimos
anos, diversos trabalhos cientificos sugeriram que a microbiota intestinal, mas especificamente
variacbes na sua composicdo e diversidade (CUEVAS-SIERRA et al.,, 2019) tem um papel
fundamental na manifestacdo de doencas metabdlicas como o diabetes mellitus e a obesidade
(CORNEJO-PAREJA et al., 2019). Existem diferentes mecanismos que relacionam a microbiota
intestinal e a predisposicdo & obesidade como: 1) maior extracdo energética dos alimentos
(TURNBAUGH et al., 2006); 2) alteracdo da integridade da barreira intestinal (DAO; CLEMENT,
2018); 3) inflamacao sistémica causada pela translocacéo de LPS (SAAD; SANTOS; PRADA, 2016);
4) produgdo de metabdlitos (DEN BESTEN et al., 2013) e 5) mecanismos hormonais (ativagdo dos
receptores de proteina G e controle do apetite) (KHAN et al., 2016). Além do envolvimento dos
fatores genéticos, epigenéticos (CUEVAS-SIERRA et al., 2019) e outros processos incluindo a
termogénese (ZIETAK; CHABOWSKA-KITA; KOZAK, 2017) e sensores de sabor, no entanto,
alguns destes mecanismos continuam sendo investigados (VAN DE WOUW et al., 2017).

A obesidade esta relacionada a alteragdes na composicdo da microbiota intestinal
apresentando uma maior abundancia do Filo Firmicutes em detrimento dos filos Bacteroidetes,
Actinobacteria e Proteobacteria (FONTANE et al., 2018). Alguns trabalhos apontaram para uma
maior abundancia de Firmicutes devido ao aumento de Lactobacillus (ARMOUGOM et al., 2009).
Especificamente, uma maior abundancia de L. reuteri e menores niveis de L. casei/parasei e L.
plantarum (MILLION et al., 2012). Ainda, individuos com obesidade apresentam uma menor
abundéancia do filo Actinobacteria (género Bifidobacterium) e do filo Verrucomicrobia (espécie A.
muciniphila) (ARMOUGOM et al., 2009; COLLADO et al., 2008; KALLIOMAKI et al., 2008;
SANTACRUZ et al., 2010; SCHWIERTZ et al., 2009). Estas altera¢cbes na microbiota intestinal
podem reduzir a integridade da barreira intestinal, aumentar o estresse oxidativo e levar a maior

degradacdo de muco contribuindo para o desenvolvimento de doengas (CHATELIER et al., 2013).

Uma reducdo da riqueza e da diversidade microbiana também sdo caracteristicas encontradas
na microbiota fecal de humanos e animais com obesidade (ALMEIDA et al., 2013; CHATELIER et
al., 2013; TURNBAUGH et al., 2008). Estudos prévios encontraram uma baixa riqueza de genes
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microbianos em 75% dos pacientes com obesidade severa e em 40% dos individuos com sobrepeso
ou com obesidade moderada (ARON-WISNEWSKY et al., 2020). Esta menor riqueza bacteriana em
individuos com obesidade tém sido associada a uma maior adiposidade, resisténcia a insulina,
dislipidemia e inflamacao cronica subclinica (CHATELIER et al., 2013). Mudancas histoldgicas e
funcionais no intestino também foram descritas na obesidade tais como: alteracfes no comprimento

das vilosidades; reducédo das juncdes firmes e da sintese de muco (NAGPAL et al., 2018).

A associacao entre biomarcadores metabdlicos comuns na prética clinica e a abundancia de
determinadas bactérias na obesidade ja foram observadas, como a elevacao de acido Urico, lipidios
séricos e pressao arterial foram relacionados positivamente aos géneros bacterianos Clostridium
X1IVa, Bacteroides e Roseburia. J& 0 aumento de circunferéncia da cintura, IMC, LDL-c, triglicérides
(TG) e colesterol total (CT) foram relacionados positivamente aos géneros Blautia, Romboutsia,

Ruminococcus, Clostridium senso stricto e Dorea (ZENG et al., 2019).

Um dos principais fatores que influenciam na composicdo da microbiota intestinal é a
alimentacdo e na obesidade observa-se frequentemente um padrdo alimentar ocidental com alto
consumo de alimentos ultraprocessados, ingestdo elevada de acucares, sodio e gordura especialmente
saturadas e baixo consumo de frutas, legumes e verduras (CANDIDO et al., 2018).

A quantidade de gordura e a composicdo de acidos graxos, tem um impacto importante na
composi¢do microbiana do intestino e na inflamacéo subclinica associada a obesidade. A dieta
hiperlipidica ou com elevado consumo de &cidos graxos saturados podem promover um aumento na
abundancia de bactérias gram-negativas desencadeando niveis elevados de LPS no intestino. Este
desequilibrio pode levar a um aumento da permeabilidade intestinal e a translocacdo do LPS para a
circulacdo sanguinea através da sua incorporacao nos quilomicrons durante a absorcao de gordura e
deste modo, a induc&o da inflamag&o sistémica (CANDIDO et al., 2018). Além disso, 0 aumento de
gordura na dieta pode influenciar o filo Actinobacteria reduzindo o género Bifidobacterium ja
relacionado a melhora de parametros inflamatdrios (CANI et al., 2009). A bactéria A. muciniphila,
um membro do filo Verrucomicrobia, também apresenta menor abundéncia apds a ingestdo de
gordura (EVERARD et al., 2013). Por outro lado, a dieta hiperlipidica esta associada a maior
abundancia da bactéria Desulfovibrio, um patégeno oportunista, gram-negativo, produtor de
endotoxinas e relacionado a danos a barreira intestinal e promocéo da inflamacédo (TURNBAUGH et
al., 2009). Diante disso, evidencia-se que o consumo de uma dieta hiperlipidica promove alteracfes
na composigdo da microbiota intestinal e na permeabilidade intestinal e como resultado favorece o

quadro de endotoxemia metabdlica, o que explica parcialmente a relacdo entre o padrdo alimentar
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observado na obesidade, o estado inflamatorio e a resisténcia a insulina (CANDIDO et al., 2018). A
resisténcia a insulina estd frequentemente associada a obesidade devido a muitos fatores como
aumento da liberacdo de acidos graxos livres, hormdnios e citocinas inflamatorias que reduzem a
sensibilidade a insulina ¢ afetam as fun¢oes das células B-pancreaticas favorecendo o surgimento do
diabetes mellitus do tipo 2 (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).

A presenca de polifendis na dieta pode contribuir no manejo da obesidade através da
modulacdo de genes inflamatorios, regulacdo da adipogénese e lipogénese no tecido adiposo e
alteracBes da microbiota col6nica e reduzir o risco de surgimento de comorbidades associadas a
obesidade (CORREA et al., 2019).

2.4 Microbiota intestinal e polifendis

O consumo de uma dieta rica em polifendis estd relacionado a diminuicdo do risco de
desenvolvimento de muitas doencas como o cancer, as doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e
doencas neurodegenerativas. Estima-se que a ingestdao média de polifendis seja de aproximadamente
900mg/dia através do consumo de frutas, vegetais, cha verde e castanhas, mas este consumo pode
variar dependendo do padrdo alimentar (PATTERN et al., 2019).

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios sintetizados por plantas e tem a funcdo de protegé-
las contra radiacdo ultravioleta e agressao por patdgenos. Nos alimentos, os polifendis conferem
caracteristicas como cor, sabor, odor e o contelldo destes compostos pode variar de acordo com as
condi¢des ambientais, como a localizacdo da planta, o estagio de amadurecimento, o processamento,
as condicdes de armazenamento e com fatores internos incluindo o estado fisioldgico do alimento, a
posicdo do alimento na arvore e o gendtipo (PANDEY; RIZVI, 2009). No organismo humano, 0s
polifendis podem contribuir com a manutencdo da salde através das suas propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogénicas, antiadipogénicas e anti-diabéticas
(SUN et al., 2014; TRESSERRA-RIMBAU et al., 2016; WEDICK et al., 2012).

Os polifenois séo classificados em diferentes grupos de acordo com a sua estrutura quimica
(Figura 4), sdo eles: acidos fendlicos, taninos, lignanas, flavonoides, estilbenos, cumarinas e
curcuminoides (MANACH et al., 2005), sendo os flavonoides o grupo mais estudado. Os flavonoides
séo fitoquimicos polifendlicos que incluem os flavonois (presentes na cebola, brécolis, no cha verde
e em diversas frutas), flavonas (salsinha, aipo e cha de camomila), flavanonas (frutas citricas),

flavonois (chéa preto, cha verde), procianidinas (cacau, macd, uvas, vinho tinto e cha), antocianidinas
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(frutas vermelhas e vinho tinto) e isoflavonas (soja) (PANDEY; RIZVI, 2009). Estes diferentes
flavonoides apresentam agdes em vias metabdlicas especificas e diferem em relacdo a sua absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (MOZAFFARIAN, DARIUSH; HY WU, 2018).
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Figura 4. Principais classes de polifenois. Adaptado de HARDMAN, 2014.

Os flavonoides estdo presentes nos alimentos especialmente na forma conjugada e precisam ser
degradados para serem utilizados pelo organismo (Figura 5) (VAN DUYNHOVEN et al., 2011;
WILLIAMSON; CLIFFORD, 2010), processo que ocorre tanto no intestino delgado quanto no
intestino grosso dependendo do tipo de carboidrato associado ao flavonoide. No intestino delgado, as
enzimas [-glicosidases, lactase florizina hidrolase que estdo presentes na borda em escova e uma
outra enzima, a B-glicosidase citosolica que esta localizada no interior dos enterécitos rompem a
ligacdo dos glicosideos associados a flavanonas transformando-as em agliconas que estdo prontas
para serem absorvidas pelas células intestinais e transportadas posteriormente para a veia porta, no
entanto, apenas uma parte dos flavonoides sofrem este processo, o restante chega ao coélon e a
microbiota intestinal converte os flavonoides em acidos fendlicos e outros metabdlitos (DAY et al.,
1998, 2000). Apds este processo, as agliconas e 0s metabdlitos sdo transportados para o figado e
passam por metabolizagdo (sulfatacdo, metilacdo) e multiplos conjugados sdo produzidos através das
enzimas de fase Il. Em seguida, os metabdlitos sdo direcionados aos tecidos-alvos ou sdo excretados
na urina (MUROTA; NAKAMURA; UEHARA, 2018).

Durante a degradacdo dos flavonoides no cdlon, os substratos produzidos pelas bactérias
intestinais podem induzir a modificages na composic¢éo da microbiota intestinal por meio de efeitos

prebidticos e agindo como agentes antimicrobianos contra microrganismos patogénicos. Além disso,
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devido o envolvimento da microbiota intestinal na degradacdo destes compostos, acredita-se que a
mesma pode influenciar na sua biodisponibilidade (MARIN et al., 2015).
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Figura 5. Apo6s a hidrélise dos flavonoides no intestino delgado, as agliconas passam pelo metabolismo de
fase | e Il no trato gastrointestinal e no figado e pelo metabolismo microbiano no intestino grosso. A maior
parte dos metabdlitos produzidos sofrem excregdo renal. Adaptado de CASSIDY; MINIHANE, 2017.

Os polifendis estdo relacionados a modulacdo da microbiota intestinal através do aumento ou
reducdo da abundancia de bactérias especificas. O consumo de polifendis estd associado a maior
abundancia da espécie A. muciniphila e dos géneros Bacteroides, Blautia, Roseburia,
Bifidobacterium, Lactobacillus. Alistipe e Desulfovibrio (MOORTHY; SUNDRALINGAM, 2021).
Por outro lado, um estudo clinico realizado com 10 homens saudaveis com intervengdo com consumo
de polifendis do vinho tinto (272 ml/dia) por 4 semanas encontrou aumento de outros géneros
(Enterococcus, Prevotella, Bacteroides e Bifidobacterium) e espécies (Eggerthella lenta, Blautia
coccoides e Eubacterium rectale) (QUEIPO-ORTUNO et al., 2012). Um outro estudo com 22
individuos saudaveis que receberam bebida a base de coco rico em flavonois (494 mg/dia) por 4
semanas encontrou aumento da abundancia de Bifidobacterium e Lactobacillus e reducdo de
Clostridium histolyticum (TZOUNIS et al., 2011).

Além destes efeitos na microbiota intestinal, os flavonoides sdo continuamente estudados

devido as suas diversas acOes biologicas principalmente as atividades antioxidantes e anti-
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inflamatorias que podem trazer beneficios a muitos individuos portadores de doencas cronicas, ja que
estas condi¢Bes comumente apresentam uma inflamagéo cronica subjacente (GARCIA-BARRADO
et al., 2020).

2.5 Polifenois da laranja e efeitos a satde

A laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) esta entre as frutas mais produzidas no Brasil, com uma
producdo aproximada de 992 mil toneladas em 2019-2020. Desta producdo, uma grande parte é
destinada para exportagéo principalmente de suco de laranja concentrado e congelado. O consumo de
suco de laranja tem sido associado a muitos beneficios a satde devido a sua composi¢do nutricional
com nutrientes e compostos bioativos que apresentam propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
e podem ter efeitos potenciais na diminuicdo do risco de desenvolvimento de diversas doencas
cronicas como as doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e cancer (MESQUITA; MONTEIRO,
2018). Considerando os dados de consumo alimentar da Pesquisa de Or¢camentos Familiares de 2008-
2009. CARNAUBA; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2021 mostraram que a laranja e seu suco sao a
segunda e terceira fontes de polifenois mais consumidas pela populagéo brasileira, e 0s dois principais
contribuintes para a ingestao de flavonoides.

Existem diversas variedades de laranja como Kozan, Navel, Moro, Tarocco, Sanguinello,
Salustiana, Cara Cara, Bahia, Natal, Lima e Pera. Dentre estas, as variedades mais cultivadas no Brasil
sdo: Bahia, Seleta, Sanguinea e Pera. Destas, a variedade Pera é a principal representante na produgdo
de sucos de laranja no Brasil (MESQUITA; MONTEIRO, 2018). As laranjas sanguineas (Moro,
Tarocco e Sanguinello) séo variedades de laranjas produzidas e consumidas em paises mediterraneos
tais como o Sul da Itdlia e a Espanha (Figura 6) (HOLLANDS et al., 2018).
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Figura 6. Laranjas (Citrus Sinensis (L.) Osbeck), variedades Pera e Moro.

De modo geral, as laranjas apresentam diversos compostos bioativos em sua composi¢do

principalmente flavonoides e acidos fendlicos. A quantidade de flavonoides nas laranjas varia de
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acordo com a maturagéo da fruta, condi¢Bes climaticas, sistema de cultivo, condic¢fes de pos-colheita
e processamento (BRASILI et al., 2017; GATTUSO et al., 2007) Os flavonoides mais abundantes
em frutas e sucos de frutas do género Citrus sao as flavanonas que estdo presentes na polpa das frutas
e no albedo (parte branca), os niveis de flavanonas variam bastante, mas concentracdes entre 35 e
147mg/100g de laranja brancas e 44 e 106mg/100g da laranja vermelha (toranja ou grapefruit) ja
foram encontrados (PETERSON et al., 2006). Avaliando o efeito do processamento no contetdo de
flavonoides de suco de laranja das variedades Bahia e Cara Cara, foi observada uma variagdo de
180,70 a 223,80 mg/L no conteldo total de flavonoides, com varia¢fes decorrentes do processo de
pasteurizacdo (BRASILI et al., 2017).

O suco de laranja é uma boa fonte destes compostos bioativos, principalmente a hesperidina
e a narirutina, sendo a hesperidina a flavanona mais abundante na laranja representando
aproximadamente 90% do seu contetido. As principais acdes da hesperidina no organismo estdo
relacionadas a efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes e ocorrem através de diversos mecanismos
como: a) reducdo da expressdao de moléculas de adesdo intercelular-1 (ICAM-1); b) supressdo da
expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6); ¢) aumento da expressao
do fator nuclear eritroide 2 (NRF2), um regulador da expressdao de enzimas com uma potente
atividade antioxidante como a glutationa-S- transferase e a quinona redutase.; d) aumento da
producdo de 6xido nitrico; e) inibicdo da Janus kinase (grupo de proteinas ativadas por estresse e
citocinas); €) inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio. A narirutina também esta
presente na laranja, mas em menores concentracdes do que a hesperidina. Varias atividades anti-
inflamatorias sdo atribuidas a este composto através de alguns mecanismos incluindo: a) inibicdo da
resposta inflamatdria induzida por LPS; b) inibicdo da secrecdo de citocinas; c) inibi¢cdo do NF-«B.
Além das flavanonas, a vitamina C também contribui para estes efeitos anti-inflamatoérios e
antioxidantes (ANACLETO et al., 2020; CHAVES et al., 2017; CRISTINA et al., 2013)

Além disso, as flavanonas possuem outras atividades bioldgicas incluindo melhora da
tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina, efeitos sobre o metabolismo lipidico, reducdo da
inflamacdo, apoptose e melhora da disfuncdo endotelial (BARRECA et al., 2017; PARHIZ et al.,
2014). O conhecido estudo epidemioldgico Nurses Health Study com aproximadamente 70.000
mulheres encontrou uma correlagdo inversa entre a ingestdo de flavanonas e risco de isquemia
cerebral considerando mulheres com alta ingestédo de flavanonas (>63mg/dia) quando comparado
aquelas com baixa ingestdo (<13,7mg/dia) (CASSIDY et al., 2013). Um outro estudo realizado com
aproximadamente 10.000 homens e mulheres encontraram uma reducdo de 20% de doencas
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cerebrovasculares nos voluntarios com elevado consumo de flavanonas (hesperidina e narirutina)
(4,7-26,8mg de aglicona/dia) (KNEKT et al., 2002). Ainda, outros estudos com consumo habitual de
frutas citricas encontraram uma reducdo da incidéncia de doencas cardiovasculares e hipertenséo.
(REILLY, J. O.etal., 2011; YAMADA et al., 2011).

Ja que as flavanonas encontram-se na maioria dos vegetais na forma glicosilada (hesperetina-
7-O-rutinosideo) e narirutina (naringenina-7-O-rutinosideo), conhecidas como hesperidina e
narirutina, estes compostos precisam ser metabolizados pela microbiota intestinal em agliconas
(hesperitina e naringenina) para exercerem as suas funcoes (TSAO, 2010). Devido a interacdo entre
as flavanonas e a microbiota intestinal, estes compostos vém sendo investigados em relagéo a
manutencdo da salde intestinal (STEVENS et al., 2019).

No intestino, os efeitos benéficos das flavanonas ocorrem através de diferentes acbes como:
controle da permeabilidade intestinal, protecdo da camada muco, regulacdo da imunidade intestinal,
defesa contra o estresse oxidativo e interacdo com a microbiota intestinal (WANG, M. et al., 2021a).
Em relacdo a microbiota intestinal, os efeitos das flavanonas estdo relacionados ao estimulo do
crescimento de bactérias benéficas e/ou impedindo o crescimento de patdgenos. Em ratos Lewis, a
suplementacdo por gavagem com hesperidina (200mg/kg) por 4 semanas aumentou o nimero total
de bactérias no colén e provocou uma elevacdo na abundancia de Lactobacillus (ESTRUEL-
AMADES et al., 2019). Similarmente, o estudo clinico com 10 mulheres eutréficas que consumiram
300ml/dia de suco de laranja por 2 meses encontrou niveis elevados de Lactobacillus e de
Bifidobacterium. Acrescentando-se que estas mulheres ap6s o tratamento apresentaram uma melhora
dos parametros bioquimicos como perfil lipidico, glicemia e sensibilidade a insulina (LIMA, A. C.
D. etal., 2019).

A principal diferenca entre as laranjas brancas (Pera, Bahia, Lima) e as laranjas sanguineas
(Moro, Tarocco, Sanguinello) é a presenca de antocianinas (HOLLANDS et al., 2018). As
antocianinas sdo pigmentos naturais presentes em muitas frutas e vegetais, sendo as frutas vermelhas
uma das principais fontes incluindo as uvas, morango, amora e cereja. Nos alimentos, as antocianinas
sdo encontradas tanto na forma glicosidica quanto na forma de aglicona (antocianidinas)
(LICCIARDELLO et al., 2018).

A laranja sanguinea da variedade Moro tem sido intensamente investigada devido ao seu alto
teor de antocianinas e pelos seus potenciais efeitos a salde humana com ac¢6es metabolicas e anti-
inflamatérias (MAGALHAES et al., 2020). Existem muitos estudos clinicos que avaliaram os efeitos

bioldgicos da suplementacdo de antocianinas isolada ou de alimentos ricos neste composto como as
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frutas vermelhas e a laranja moro. Os principais achados encontrados nos parametros inflamatdrios e
metabolicos foram: reducdo de marcadores inflamatorios incluindo IL-6, MCP-1, TNF-a, IL-1B e
NF-kB, diminui¢do de determinados parametros bioquimicos como a glicemia, colesterol, insulina e
triglicérides (CHAVES et al., 2017; YEUM, 2017) melhora na fun¢éo endotelial (LI et al., 2020) e
redugdo do IMC (MAGALHAES et al., 2020).

A microbiota intestinal participa do metabolismo de antocianinas ja que muitas espécies e
géneros bacterianos possuem enzimas que catalisam as antocianinas. As principais enzimas
envolvidas neste processo sdo aquelas que possuem atividade p-glicosidase, presente em bactérias
como as Bifidobacterium spp. e os Lactobacillus spp. (FARIA et al., 2014). Por esta razdo, muitos
trabalhos com diferentes fontes alimentares de antocianinas observaram um aumento na abundancia
destas bactérias (GUERGOLETTO et al., 2016; HIDALGO et al., 2012; ZHU, YONGSHENG et al.,
2018).

Estas espécies bacterianas (Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.) sdo associadas a efeitos
benéficos no intestino através da sua participacdo na funcdo de barreira intestinal, modulacdo da
resposta imunoldgica, antagonismo com patdgenos através da producdo de compostos
antimicrobianos e pela competicao por sitios de adesdo (TURRONI et al., 2014). Além disso, ambas
estdo relacionadas a melhora da inflamacdo e da obesidade através de mudancas da composicdo da
microbiota intestinal (WANG, J. et al., 2015). Um estudo clinico com 9 homens adultos entre 45-50
anos tratados com vinho tinto com ou sem &lcool que contém principalmente as antocianinas
encontraram efeito sobre a microbiota intestinal com aumento na concentragdo fecal de
Bifidobacterium, Enterococcus e Eggerthella lenta (BOTO-ORDONEZ et al., 2014).

Existem muitos trabalhos cientificos com compostos bioativos de diferentes alimentos e os
seus efeitos sobre a composi¢do da microbiota intestinal e a inflamacéo cronica subclinica, no entanto,
o efeito da ingestdo do suco de laranja e 0s seus mecanismos de a¢do na obesidade e resisténcia a
insulina precisam ser mais estudados. Neste contexto, o grupo de pesquisa de compostos bioativos
do FORC/Fapesp/Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, no qual o
presente trabalho se insere, vem realizando estudos que visam compreender melhor o processo de
metabolizacdo dos compostos bioativos de suco de laranja e identificar os mecanismos envolvidos
nos efeitos benéficos ja realizados ao consumo de suco, que podem acarretar na promogéo e na

manutencdo da satde, além da reducéo do risco de desenvolvimento de DCNT.
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3 JUSTIFICATIVA

A obesidade é um importante problema de sadde publica influenciada por diversos fatores
como o estilo de vida e a predisposicéo genética, o que a torna de dificil controle. No contexto da sua
etiologia, sabe-se que a inflamagdo do tecido adiposo e o desequilibrio da microbiota intestinal
apresentam uma importante contribuicdo. Para o controle deste problema de satde publica, ja existem
algumas estratégias recomendadas sendo elas divididas entre principais e coadjuvantes. As estratégias
coadjuvantes podem ser categorizadas como exploracdo de possiveis tratamentos que tenham como
alvo a modulacéo: (a) da inflamacéo e (b) da microbiota intestinal. Tratamento estes que podem
auxiliar no manejo da doenca, visto que, estas alteracdes podem levar ao desenvolvimento de outras
condicdes clinicas como o diabetes mellitus e a resisténcia a insulina. Contudo, as principais
estratégias para a reducgdo do risco de desenvolvimento da obesidade e o tratamento da doenca ainda
continuam sendo (a) prética de atividade fisica e (b) alimentacdo balanceada devido aos efeitos

positivos no metabolismo energético, lipidico e glicidico.

Neste sentido, muitos estudos cientificos atuais destacam a importancia do consumo de
alimentos in natura, como as frutas e 0s vegetais, que Sdo ricos em compostos bioativos e
micronutrientes com efeitos benéficos na reducdo do risco de doencas crénicas ndo transmissiveis

como: doencas cardiovasculares, cancer, sindrome metabdlica, diabetes do tipo 2 e obesidade.

A laranja é um alimento consumido mundialmente e uma fonte importante de flavanonas,
compostos bioativos com propriedades benéficas a saude humana. O suco de laranja também é uma
excelente fonte destes compostos bioativos com alta concentracdo de flavonoides e carotenoides que
apresentam efeitos diretos e indiretos em vias metabdlicas associadas a fisiopatologia da obesidade
incluindo o estresse oxidativo, a inflamacéo subclinica e nos Gltimos anos tém sido investigados
devido a sua acdo sobre a composicao da microbiota intestinal.

Nosso grupo, nos Ultimos anos vem pesquisando os efeitos do suco de laranja em diferentes
contextos clinicos em modelos animais e humanos a fim de compreender os beneficios da ingestao
dos compostos bioativos presentes na laranja que forneceram subsidios para o planejamento da
intervencgéo no presente estudo.

Diante do exposto, notou-se a necessidade de investigar se os beneficios do suco de laranja se

estendiam a individuos com obesidade e resisténcia a insulina.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da ingestdo do suco de laranja das variedades Pera e Moro na microbiota
intestinal, em parametros bioquimicos e em marcadores inflamatérios de individuos com obesidade

e resisténcia insulinica.
4.2 Obijetivos especificos

Avaliar pardmetros antropométricos e o consumo alimentar de individuos com obesidade e

resisténcia insulinica antes e ap6s a ingestdo do suco de laranja das variedades Pera e Moro;

Avaliar o efeito da ingestdo do suco de laranja das variedades Pera e Moro em parametros

bioquimicos e na pressdo arterial em individuos com obesidade e resisténcia insulinica;

Avaliar o efeito da ingestdo do suco de laranja das variedades Pera e Moro na concentracdo
de citocinas e quimiocinas no plasma e em sobrenadante de mondcitos de individuos com obesidade

e resisténcia insulinica;

Avaliar o efeito da ingestao do suco de laranja das variedades Pera e Moro na excrecao urinaria

de metabdlitos de flavanonas e antocianinas;

Avaliar o efeito da ingestdo do suco de laranja das variedades Pera e Moro na microbiota

intestinal;

Avaliar o efeito da ingestdo do suco de laranja das variedades Pera e Moro na produgéo de

acidos graxos de cadeia curta e no pH fecal em individuos com obesidade e resisténcia insulinica.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Caracterizacao fisico-quimica dos sucos de laranja

Os sucos foram fornecidos pela Fundecitrus. Apds descongelamento sob refrigeracdo, os
sucos de laranja pasteurizados foram centrifugados a 8.000 x g/15 min/4°C e o sobrenadante utilizado

para as analises de caracterizacéo.

5.1.1 Quantificacdo de sélidos soltveis - Grau Brix (°Brix)

Os sdlidos soluveis totais (TSS) dos sucos de laranja foram analisados atraves do refratdmetro
digital portatil (modelo DR 201-95).

5.1.2 Determinacéo do pH

Para determinacdo do pH dos sucos de laranja, foi utilizado pHmetro modelo Metrohm 827

pH Lab Meter Swissmade.

5.1.3 Acgucares totais

As amostras dos sucos de laranja foram filtradas em filtros PTFE (Politetrafluoretileno) de
0,45 um (Millipore Ltda) e em seguida analisadas por cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
acoplado a um detector pulsoamperométrico (Dionex, DX500). Foram utilizadas uma coluna PA1
(250 x 4 mm, Dionex, Sunnyvale) e fase mdvel constituida de hidréxido de sédio (NaOH) 18 mM,
em modo isocratico, por 25 min. As amostras foram analisadas em duplicata com fluxo através da
coluna de 1 mL/min. Os acucares foram identificados pelo tempo de reten¢do em comparagao a curvas
com padrdes externos de sacarose, frutose e glicose (Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos

como g/100 mL de suco.

5.1.4 Determinacéo de fendlicos totais

Para anélise de fendlicos totais foi usado o reagente de Folin-ciocaulteau e acido galico como
padrdo (SWAIN; HILLIS, 1959). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Hewleett
Packard, modelo 8453) no comprimento de onda de 765 nm. Os resultados obtidos foram expressos

como mg/100 mL de suco de laranja.


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

As amostras foram filtradas em filtros PTFE (Millipore Ltda., Bedford, USA) de 0,45 um de
poro. Em seguida, foram injetadas em sistema cromatografico equipado com detector de arranjo de
diodo (CLAE-DAD) (Hewlett-Packard 1100, Agilent), em coluna uBondpack C18 (300mm x 3.6 mm
i.d., Waters), com fase mével de &cido 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 acidos organicos foram identificados a partir do tempo de retencédo e similaridade do
espectro de absorcdo em comparagdo aos padrGes comerciais. Os padrdes dos &cidos maélico,
succinico, citrico, ascorbico e tartarico foram utilizados para a construcao das curvas de calibragdo

utilizando cinco pontos de concentracéo e aplicados em triplicata.
5.1.6 Determinacéo das fibras alimentares nos sucos

A anélise de FA foi realizada em triplicata com 50 mL dos sucos. As fracdes insoltvel (FAI)
e soltvel (FAS) da FA foram determinadas separadamente pelo método AOAC 991.43 utilizando o
kit enzimatico Total Dietary Fiber Assay Kit (K-TDFR) (Megazyme International Ireland Ltd.,
Wicklow, Ireland). A FA total foi calculada pela somatéria de FAI e FAS (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1995).

5.1.7 Identificacéo e quantificacao de flavonoides

Para extracao e separacao dos compostos fenolicos, amostras dos sucos foram centrifugadas
(8.000 x g, 15 minutos a 4 °C) e o sobrenadante submetido a separacdo em fase solida em coluna de
1g de poliamida (CC 6, Macherey-Nagel), preparada em seringa propria de 6mL (HPLC Technology),
previamente pré-condicionada com metanol, seguido de agua deionizada. Apds a passagem do
extrato, a coluna foi lavada com &gua deionizada e a elui¢do dos compostos fendlicos realizada com
metanol e posteriormente, metanol:NH3 (99, 5:0,5, v/v). Os eluatos foram secos em rotaevaporador
(Rotavapor, RE 120), sob vacuo, a 40 °C. As amostras de suco de laranja Pera, foram ressuspendidas
em metanol, engquanto as amostras de laranja Moro, ressuspendidas em metanol acidificado com acido
acético 5% e posteriormente filtradas em filtros PTFE de 0,45 um (Millipore Ltda).

A separacdo dos compostos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(equipamento Agilent 2100) e detector com arranjo de diodo (CLAE/DAD). Utilizou-se coluna
Prodigy 5 um ODS3 (250 x 4,60 mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido), com fluxo 1,0 mL/min para
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flavanonas e 0,8 mL/min para antocianinas, a 25 °C. Para flavanonas, a elui¢éo consistiu em gradiente
de solventes constituidos por A: 0,5% de &cido formico em &gua e B: 0,5% de &cido férmico em
acetonitrila, com gradiente de concentracdo dos solventes de 8% de B no inicio, 10% em 5 min, 17%
em 10 min, 25% em 15 min, 50% em 25 min, 90% em 30 min, 50% em 32 min e 8% em 35 min
(tempo total de corrida), sob comprimento de onda de 280 nm. Para as antocianinas, foram utilizados
os solventes A: dgua/ &cido formico/ acetonitrila (96:1:3 v/v/v) e D: dgua/ acido formico/ acetonitrila
(48:1:51 v/viv). O gradiente de concentracdo dos solventes consistiu 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 (tempo total de corrida). Ao precipitado foram adicionados 20 mL de dimetilsulféxido
(DMSO), sobre agitacdo, em temperatura ambiente, overnight, e posterior filtragdo. O comprimento
de onda para leitura de 525 nm. Para quantificacdo, foi utilizado curvas de calibracdo de padrdes de

narirutina, hesperidina, didimina e cianidina 3-glucosideo.

A identificacdo dos compostos foi realizada por espectrometria de massas (MS) tipo ion trap
(Esquire HCT, Bruker Daltonics), acoplado a um cromatégrafo liquido (LC) (Prominence, Shimadzu)
e interface de ionizacdo por electron spray (ESI), nas mesmas condicfes utilizadas para a CLAE-
DAD. Em seguida o fluxo foi alterado para 0,2 mL por minuto para passagem no espectrofotometro
de massa, com ESI em modo positivo para antocianinas e negativo para os demais flavonoides. O
detector de massas foi programado para realizar full scan entre massa carga (m/z) 100-1000 e a
energia de ionizacdo foi de 3000-3500V. Os compostos foram identificados pela comparacdo do
espectro de massas obtido em relagdo aos padrdes comerciais e/ou dados da literatura, além do tempo

de retencéo e espectro de absorcao.

5.2 Aprovacao do comité de etica

Todos os procedimentos deste estudo foram submetidos ao Comité de Etica da USP (CAAE:
59663816.8.0000.5462) e do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (N° de Protocolo: 4699,
ANEXO 1) e registrado na plataforma de Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob o
identificador U111112158661 e respeitaram as normas estabelecidas pela legislacdo brasileira na
Resolucdo n. 466 do conselho Nacional de Saude. Todos os participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2) antes de iniciar a pesquisa.
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5.3 Sele¢do dos voluntérios

Foram recrutados pacientes com obesidade e resisténcia a insulina em acompanhamento no
ambulatorio de Nutricdo Clinica do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia. Foram selecionados
voluntarios que concordaram em participar da pesquisa e assinar o TCLE, individuos com capacidade
de responder os questionarios da pesquisa (dados clinicos e de consumo alimentar) e que podiam ser

submetidos a avaliacdo da composicao corporal, coleta de sangue, urina e fezes.

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusdo: 1) individuos com idade entre 40 e 60 anos
de idade; 2) diagnostico nutricional de obesidade segundo os pontos de corte da OMS e 3) resisténcia
a insulina segundo duas equaces simplificadas: HOMAL-IR (Homeostatic Model Assessment Insulin
Resistance) = (10 x GJ)/ 22,5 (MATTHEWS et al., 1985) utilizando o ponto de corte de 2,71 conforme
estudo realizado com a populacéo brasileira (GELONEZE et al., 2005) e HOMA1-%B (Homeostatic
Model Assessment b-Cell Function) = (20 x 1J)/(GJ — 3,5), estas equacOes podem ser usadas para
estimar a resisténcia a insulina e a funcdo das células beta, respectivamente. Em tais equacdes, 1J
corresponde a insulinemia de jejum em mU/L, e GJ, a glicemia de jejum em mmol/L e foi realizado

através do programa de computador HOMA Calculator.

Os critérios de exclusdo do estudo foram: 1) pacientes com DM1 ou DM2 ou com alteracfes
no exame de inclusdo, compativeis com o diagnostico de DM (GJ >126mg/dia); 2) presenca de
doencas gastrointestinais ou disfuncdo cognitiva; 3) uso de medicamentos anti-inflamatorios,
antibioticos e/ou suplementacdo com vitaminas, minerais, compostos bioativos, prebidticos,
probidticos e simbidticos.

No recrutamento, foram selecionados 55 voluntarios para realizar a analise da glicemia de
jejum e insulina para o célculo do indice HOMA e, em seguida, realizamos a alocacéo nos grupos de
intervencdo: Suco de laranja Pera (SLP) ou Suco de laranja Moro (SLM). Destes, 21 voluntarios ndo
atenderam o critério de resisténcia a insulina (HOMA-IR >2,71). Os demais voluntarios (n=34) foram
alocados para o protocolo, sendo que 6 voluntarios desistiram da pesquisa devido a motivos pessoais
ou ndo informaram. Portanto, 28 voluntarios foram incluidos na pesquisa, com desisténcia durante o

protocolo em ambos os grupos (Figura 7).
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Recrutamento

'

Triagem para avaliacio da
eligibilidade {n=55)

. Excluidos (n= 21)
- Motiva: HOMA-IR = 2,71
Desisténcias (n=6)
Mativios:
Aloca[;ac NOSs Qrupos (n=34)
familiar (1), mudanga de cidade (1),
néo informade (2)
Sairam do estudo:
Incluséo no estudo (n=28) SLP (n=3): ndo informaram o motivo
- SLM (n=5): 4 ndo informaram o
. l motivio, 1 por esguecimento

Diagnastico de DM (n=2)
Desistiram (n=4): Hospitalizagio da
(‘Grupo: SLP (n=25))  (Grupo: SLM (n=23))

Figura 7. Fluxograma de recrutamento dos participantes no projeto de pesquisa. SLP: Suco de laranja Pera;
SLM: Suco de laranja Moro.

5.4 Delineamento da pesquisa

Este € um estudo clinico crossover, randomizado com suplementacdo dos sucos de laranja
Pera e Moro durante 15 dias ininterruptos com um periodo de washout entre os tratamentos de
aproximadamente 40 dias (Figura 8). Dos voluntarios que participaram do estudo, 22 comegaram com
0 SLP e 7 iniciaram com 0 SLM.

Os voluntarios do estudo participaram de dois ensaios experimentais: Suco de laranja Pera -
SLP (25 voluntérios) e Suco de laranja Moro — SLM (23 voluntarios), ambos com a ingestdo de
400ml/dia sendo fornecidos pela empresa Fundecitrus. Os participantes retiraram 0s sucos em
garrafas de 1 litro no inicio de cada tratamento no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia e foram
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orientados a manter 0s sucos em geladeira até o consumo. Foi sugerido que o consumo do suco fosse

fracionado em duas refeigdes (almoco e jantar), sendo 200ml em cada uma.

Os voluntarios foram instruidos a ingerir a primeira dose de suco de laranja depois das
mensuracdes (dia 1) e o Gltimo no dia 15. Os voluntarios foram orientados a ndo ingerirem bebidas
alcoolicas e alimentos que apresentassem quantidades significativas de flavanonas (por exemplo,
suco ou frutas citricas e ervas aromaticas como horteld) ou antocianinas (por exemplo, acai, ameixa,
amora, cereja, figo, framboesa, uva, macd, morango e acerola e nos vegetais, como o repolho-roxo,
batata-roxa, berinjela, batata-doce) e foram aconselhados a néo tomar quaisquer outros suplementos
alimentares durante o periodo de estudo. Além disso, os voluntarios foram instruidos a manter seus

padrdes normais de vida, atividade fisica e sono durante o periodo de intervencao.

{ Suco de laranja pera J 40 dias | Suco de laranja moro

o
-
T
—~ L
-

Triagem ~

T

N Suco de laranja moro ———40 di:ﬁ—{ Suco de laranja pera
15 dias Washout 15 dias‘rp Tempo
, : v
Pré-intervencéo Pas-intervengéo Pré-intervengéo Pés-intervencéo
L 1 » ) )
Andlises: )

Avaliagdo Antropométrica
Aferigéio da presséo arterial
Avaliacdo bioguimica
Coleta de fezes e urina
Avaliacdo do consumo alimentar

Figura 8. Delineamento do estudo.
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5.5 Descricdo das variaveis
5.5.1 Variaveis relacionadas ao consumo alimentar

Para avaliacdo do consumo alimentar foi utilizado o Recordatdrio Alimentar de 24 horas
(ANEXO 4) no inicio e final de cada intervencdo. Este método consiste em definir a ingestao
alimentar no dia anterior a consulta. Apé6s a coleta de dados, as calorias e 0s nutrientes foram

quantificados atraves do Software Avanutri.
5.5.2 Variaveis relacionadas aos indicadores antropomeétricos

Os participantes do estudo foram submetidos a avaliagdo antropomeétrica no inicio e final de
cada intervencdo (ANEXO 3) que incluia medidas de peso, altura e circunferéncia abdominal. Todas
as medidas foram realizadas por nutricionistas experientes, os participantes foram orientados a
estarem vestidos de shorts ou bermudas de tecido fino e blusa de tecido leve, permanecendo descalgos

durante toda a avaliagéo.

e Peso: Foi aferido utilizando balanca digital com capacidade maxima de 150 kg com grau de
precisao de 50g, os participantes posicionaram-se no centro da plataforma da balanga, com os
bracos estendidos, com as pernas ligeiramente afastadas e com a postura ereta, com o olhar
fixo no horizonte para evitar oscilacdes na leitura do peso (JELLIFFE, 1966). Foi solicitado
aos participantes que retirassem todos os objetos que pudessem interferir na medida do peso.

e Estatura: Foi utilizado o estadidmetro acoplado a balanca, estando os individuos em posicéo

ereta, bragos estendidos ao longo do corpo, pés unidos e descalcos (JELLIFFE, 1966).

e Circunferéncia Abdominal (CA): Foi utilizado o ponto médio entre a crista iliaca e a Gltima
costela, por fita métrica inelastica. Os individuos foram classificados de acordo com os pontos
de corte preconizados pela Federacdo Internacional de Diabetes (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION - IDF, 2006).

e Indice de Massa Corporal (IMC): Foi calculado a partir da relagio entre o peso e altura em

metros ao quadrado e classificados segundo os pontos de corte pela OMS (WHO, 2000).
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5.5.3 Coleta de sangue

As coletas de sangue foram inicialmente na triagem para dosagem da glicemia de jejum e da

insulina e confirmacéo da elegibilidade segundo diagnostico de resisténcia a insulina.

Posteriormente as coletas ocorreram no inicio e final de cada intervencdo: primeiramente no
periodo basal pela manhd com jejum de 12 horas, aproximadamente entre 8-10hs e a Gltima periodo
final, apds 12 horas da ultima dose do suco. Em cada periodo da intervencdo foi coletado 40mL de
sangue venoso. Apds a coleta, o sangue foi utilizado para cultura de células de mondcitos (10mL) e
o restante (30mL) foi centrifugado a 690 x g durante 15 minutos a 4°C. Em seguida, o plasma ou soro

foram extraidos, aliquotado e armazenados em freezer -80°C para posteriores analises.
5.5.4 Coleta de urina casual

O paciente realizou a coleta de urina na sua residéncia em frasco fornecido pelos
pesquisadores e entregou no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia no periodo basal e final. Foram
coletados 75mL de urina, preferencialmente a primeira urina da manh& ou com um intervalo minimo
de 2 horas apds a ultima mic¢do, desprezando o primeiro jato. Apos a coleta, o volume total foi

armazenado em freezer -80°C para posteriores dosagens.
5.5.5 Coleta de fezes

O paciente realizou a coleta de uma pequena quantidade das fezes (equivalente a uma colher
de sopa cheia) diretamente no frasco fornecido pelos pesquisadores, com o cuidado de ndo misturar
com a urina e entregaram no periodo basal e final do protocolo. Caso o paciente tivesse o habito de
evacuacdo a tarde ou a noite, o paciente foi orientado a embrulhar o frasco em papel aluminio e
conserva-los na geladeira até a hora de entregar no hospital. Apés a coleta, este material foi utilizado

para posteriores analises.
5.5.6 Andlise da microbiota intestinal (Sequenciamento de Nova Geragao)

Para andlise da composicdo da microbiota intestinal, as amostras foram encaminhadas para a
Neoprospecta Microbiome Tecnologies (Florianopolis, Brasil). Foi utilizado os primers na regido V3-
V4 do gene 16S rRNA com as seguintes condi¢6es: o primeiro primer de PCR continha as sequéncias

Illumina (Illumina), com o segundo PCR com as sequéncias indexadas. A reacdo de PCR foi realizada
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em triplicata usando Platinum Taq (Invitrogen) nas seguintes condi¢fes: 95°C por 5 min, 25 ciclos
de 95°C por 45s, 55°C por 30s e 72°C por 45s e uma extensdo final de 72°C por 2 min para PCR 1.
No PCR 2 as condi¢des foram: 95°C por 5 min, 10 ciclos de 95°C por 45s, 66°C por 30s e 72°C por
45s e uma extensdo final de 72°C por 2 min. Para comparacao, o protocolo Illumina 16S foi utilizado
como descrito (Illumina Technical Note 15044223 Rev. B). A reacédo final de PCR foi realizada
usando AMPureXP (Beckman Coulter) e as amostras foram incluidas em uma biblioteca de
sequenciamento para quantificacdo. As estimativas de Amplicon foram realizadas com o Kit
Picogreen dsDNA (Invitrogen), e em seguida as bibliotecas foram diluidas para quantificacdo precisa

de gPCR utilizando KAPA (Kit de Quantificacdo para plataformas Illumina) (KAPA Biosystems).
5.5.7 Anélise de bioinformatica

Ap6s o sequenciamento do 16S rRNA na Plataforma Illumina MiSeq, as comunidades
microbianas foram analisadas utilizando o software QIIME 2 versdo 21.2 d (CAPORASO et al.,
2010). As analises taxonémicas foram realizadas contra o banco de dados SILVA versdo 132
(QUAST et al., 2013). Posteriormente, a abundancia relativa no nivel filo e género foram analisadas
através dos procedimentos estatisticos e os indices de alfa e beta diversidade foram calculados através
do software online Microbiome Analyst (DHARIWAL et al, 2017), disponivel em

http://www.microbiomeanalyst.ca.
5.5.8 Andlise do pH fecal

Para andlise do pH fecal, as fezes foram pesadas (0,3 mg) em balanca analitica e transferidas

para tubos eppendorfs. Entdo, foi adicionado 1mL de 4gua milig e usado a fita para mensuracao.

5.5.9 Analise de acidos graxos de cadeia curta

As amostras fecais foram extraidas (0,4 mg) em 1,5 mL de &cido metil valérico 0,05% em
acetonitrila (padréo interno). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a
10.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram retirados usando seringas e foram filtrados
em filtros de 0,8 um e de 0,2 um (adaptado de MENEZES et al., 2010). As fezes foram injetadas em
cromatografo a gas (CG) (Agilent Technologies 7890B GC System (USA) equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID), injetor automatico (Agilent Technologies GC Sampler 80, Switzerland),
e coluna capilar CP7747 de silica fundida WCTO (Varian, LakeForest, CA, USA), com 0s seguintes


http://www.microbiomeanalyst.ca/
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pardmetros: temperatura do injetor e do detector foi de 250°C; a andlise foi feita em rampa de 100°C
a 240°C sob presséo constante (tempo de corrida = 30 min). As amostras foram injetadas em volume
de 3 pL, com split 1:10.

A curva padrdo foi obtida com solucbes de AGCC (Volatile Free Acid Mix, COD:
CRM46975, Supelco, Bellefonte, PA, USA) em concentragdes de 2,00 a 8,00 mM. O acido 2-metil-
valérico (Aldrich 10987-8, Milwaukee, WI, USA) foi utilizado como padrdo interno, em
concentracdo final de 0,05% (MENEZES et al., 2010; ZHAO; NYMAN; JONSSON, 2006), em
acetonitrila. A curva padrdo também foi centrifugada e filtrada, como as amostras.

5.5.10 Isolamento dos mondcitos e tratamento com LPS

Foi coletado 10mL de sangue total para separacdo de mondcitos. Apos a coleta de sangue, foi
adicionado 3mL de Histopaque 1077 e 3mL de Histopaque 1119 para a sedimentacdo das hemacias
apos 30 minutos de centrifugacdo de gradiente, com velocidade de 400Xg em uma centrifuga sem
freio a temperatura ambiente. Apds este processo, houve a formacgdo de uma nuvem que correspondia
aos leucdcitos totais e abaixo aos neutréfilos, as quais foram transferidas separadamente para tubos
conicos estéreis e diluidos em PBS. Para formacdo do precipitado, os tubos foram centrifugados
novamente com velocidade de 400 x g em uma centrifuga sem freio a 4°C por 10 minutos. Apos isto,
as células foram ressuspendidas em 1mL de meio de cultura RPMI-1640 enriquecido (preparado com
soro fetal bovino e antibi6tico) e obteve-se os linfécitos e mondcitos. Para a separacéo dos linfécitos
e mondcitos foi necessario realizar uma cultura para que os mondcitos ficassem aderidos na placa,
enquanto os linfécitos dispersos no sobrenadante. Em uma placa de cultura de seis pogos, foi
adicionado 2mL de meio de cultura RPMI-1640 enriquecido e 500ul de suspensdo celular de

leucdcitos em dois pocos e incubado, por 1 hora, em estufa a 37 °C com concentracao de 5% de CO».

Apbs incubacdo, o sobrenadante composto pelos linfocitos foi descartado e os mondcitos
ficaram aderidos a placa. Em seguida, foi adicionado no po¢co com mondcitos 1,8 mL de meio RPMI-
1640 enriquecido e 0,2 mL de LPS (5pg/ml). Os mondcitos foram incubados por 48hs em estufa a
37°C com concentracdo de 5% de CO2. Apos este periodo, 0 meio de cultura foi transferido para tubos
conicos estéreis e acrescentou-se PBS até completar volume de 15mL, o qual foi centrifugado com
velocidade de 400 x g em uma centrifuga sem freio a temperatura ambiente por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram aliquotados em tubos eppendorfs em freezer -80°C para analise de citocinas e
quimiocinas (IL-6, TNF-a, IL-10, IL-1B e IL-8).
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5.5.11 Determinacéo dos parametros bioquimicos e inflamatoérios plasmaticos

Todos os parametros bioquimicos plasmaticos foram mensurados no periodo basal e final de

cada intervencéo.

5.5.11.1 Glicose, insulina e perfil lipidico

Todas as analises bioquimicas foram realizadas pelo Centro Estadual de Analises Clinicas
(C.E.A.C.), laboratério responséavel do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia. Para glicemia de
jejum foi utilizado método colorimétrico — QS (quimica seca) em amostra de plasma; para insulina
foi realizada quimiluminescéncia em amostra de soro; a hemoglobina glicada foi analisada por
imunoturbidimetria em sangue total; o perfil lipidico foi analisado em amostras de soro, sendo
utilizado método colorimétrico para o colesterol total e colorimétrico-QS paraa HDL-c (Lipoproteina

de alta densidade) e TG. Ja o LDL-c foi determinado pela equacdo de Friedwald.
5.5.11.2 Citocinas e quimiocinas

A andlise das citocinas plasmaticas (IL-6, TNF-a, IL-10, IL-1B e IL-8) e da quimiocina
plasmatica (MCP-1) foram determinados por citometria de fluxo através dos kits de quimiocinas e
citocinas da BD™ Cytometric Bead Array (CBA).

5.5.11.3 Lipopolissacarideos

A andlise de LPS foi determinada por método colorimétrico utilizando o kit LAL-
Chromogenic (QCL-1000™) da Lonza™,

5.6 Analise estatistica

Foi realizada a analise descritiva dos dados por meio de média * erro padrdo da média. Para
a comparacgdo entre os quatro tempos (SLP = basal, SLP = final, SLM = basal, SLM = final) foi
aplicado o teste de Equacdes de Estimativas Generalizadas (GEE) com o estimador robusto para
matriz de covariancia e, na analise de compara¢6es multiplas, realizou-se o teste post-hoc Sidak. Os
dados que ndo apresentaram distribuicdo normal foram transformados em escala logaritmica.
Assumiu-se um nivel descritivo de 5% (p<0,05) para significancia estatistica. Os dados foram

digitados em Excel e analisados no programa SPSS versdo 23 para Windows.
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Para a analise de correlacdo dos géneros bacterianos com os demais dados utilizou-se o
coeficiente de correlacdo de Spearman no programa SPSS. Para a selecdo das variaveis apresentadas

foi utilizado a forca de correlacdo moderada (r > 0,5).

Para analisar a diferenca dos voluntarios em relacdo aos pardmetros bioguimicos e
inflamatorios de acordo com o grau de obesidade utilizou-se o delta para todos os parametros, exceto
para 0s metabdlitos da urina, microbiota intestinal e marcadores inflamatérios em monacitos. Para
isto, a técnica utilizada foi a discriminacdo por minimos quadrados parciais (PLS-DA) atraves da

plataforma online MetaboAnalyst.

Para andlise da alfa-diversidade da microbiota intestinal foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
e a andlise da beta-diversidade foi feita através de PERMANOVA, ambas através do Software online

Microbiome Analyst.
6 RESULTADOS
6.1 Composicao do suco de laranja

As caracteristicas da composi¢do nutricional e fisico-quimica dos sucos de laranja estdo
disponiveis na Tabela 1.

Em relacdo as calorias, 0s sucos apresentaram resultados semelhantes. A quantidade de
acucares também foi similar em ambos os sucos, sendo a sacarose o principal agucar encontrado. A
presenca de fibra alimentar (FA) apresentou uma discreta diferenca entre 0s sucos, encontramos no
SLM uma quantidade maior de FA Soluvel, FA Insoluvel e total, sendo esta Gltima a que contribuiu
com a maior parte desta concentra¢do. Esta variacdo entre 0s sucos € comumente encontrada e
possivelmente esta relacionada a diferenca de variedade e de estadio de amadurecimento dos frutos,
uma vez que ambos o0s sucos sofreram o mesmo processamento. Além da FA, o SLM apresentou
concentracdes mais elevadas de compostos fendlicos.

Dos &cidos organicos encontrados nos sucos, a maior abundancia em ambos os sucos foi de
acido citrico, seguido de acido malico, ascorbico e tartarico. Destes acidos, 0 ascorbico estava em
maior quantidade no SLM quando comparado ao SLP.

Em relacdo aos Sdélidos Soluveis Totais (°Brix) e o pH os valores encontrados foram bem
proximos nos distintos sucos analisados.

O conteudo de flavonoides do SLP e SLM foi de 31,71mg/100mL e 35,13mg/100mL,

respectivamente. A hesperidina foi a principal flavanona encontrada em ambos os sucos, contribuindo
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com 93,76% do conteudo total de flavanonas no SLP e 73,54% no SLM. As trés flavanonas
majoritarias (narirutina, hesperidina e didimina) estavam em maior concentragdo no pellet,
correspondendo a 95,23% (30,19mg/100mL) no SLP e 93,68% (30,28mg/100mL) no SLM.

Além das flavanonas, o SLM, tem a presenca das antocianinas em sua COmMpOSi¢ao

(2,81mg/100mL de antocianinas totais), principalmente a cianidina-3-O-glicosideo (97,15%) e
cianidina-3-O-(6"-malonyl-glucosideo) (2,85%) (Tabela 2).

Tabela 1. Composicao nutricional e composicdo fisico-quimica em 100 mL do suco de laranja
Pera e Moro.

Parametros SLP SLM

A) Composicdo nutricional
Energia (kcal) 24,60* 25,56*

AgUcares totais solGveis (g)

Sacarose 3,10+ 0,25 2,80+0,25
Frutose 1,56 + 0,10 1,90+ 0,15
Glicose 1,50 + 0,08 1,69+0,18
Total 6,15+ 0,42 6,39 + 0,58
Acidos organicos (mg)
Acido citrico 1092,36 + 3,09 1161,94 + 81,19
Acido mélico 301,77 + 3,34 273,97 + 18 50P
Acido Ascorbico 16,00+ 1,5 32 +2,62
Acido Tartéarico ND 26,25 + 0,95
Fenolicos totais (mg) 50,31 + 0,00 60,75+ 0,01
Fibras alimentares (FA) (g)
SolGvel 0,04+0,01 0,08 + 0,01
Insoltvel 0,25+ 0,05 0,26 + 0,02
Total 0,29 0,34
B) Composicao fisico-quimica
pH 3,52 £0,00 3,48 £ 0,00
TSS (°Brix) 9,50 £ 0,00 10,00 £ 0,00

Valores expressos como média + desvio padrdo; SLP: Suco de laranja Pera; SLM: Suco de laranja Moro; ND:
ndo detectado; pH: potencial hidrogenidnico; TSS: Solidos SolGveis Totais; *Valor caldrico proveniente dos

aclcares; 3p<0,001; °p<0,05.
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Tabela 2. Conteudo de flavanonas e antocianinas nos pellets e sobrenadantes em 100mL dos sucos
de laranja Pera e Moro.

Compostos SLP SLM
Sobrenadante Pellet S(e)brenadant Pellet

Narirutina 0,25+0,03 1,79 £ 0,08 0,14 +0,02% 0,40 +0,07*
Hesperidina 1,26 +£0,44 28,40 £1,52 1,48 £ 0,20 2229 +2,11%
Didimina Tr* Tr* 0,42 +0,02 7,59 +0,42
Flavanonas totais 1,51 30,19 2,04 30,28
Cianidina-3-O- - 2,73+ 0,08
glucosideo
Cianidina-3-O-(6"- - 0,08 £0,03
malonil
glucosideo)**
Antocianinas totais - 2,81
Flavonoides totais 31,71 35,13

Valores expressos em mg/100 mL de suco (média + desvio padrdo). SLP: Suco de laranja Pera; SLM: Suco de laranja
Moro; *tr: tragos; **Equivalente de cianidina-3-O-glucosideo; *Comparac&o entre o pellet do SLP versus SLM (p<0,05);
$Comparagdo entre o sobrenadante do SLP versus SLM (p<0,05).

6.2 Caracteristicas dos voluntéarios

Foram incluidos no estudo 28 pacientes que estavam em acompanhamento no ambulatorio de
nutricdo clinica do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia e destes, 25 completaram o periodo de
intervencdo com o SLP e 23 completaram o periodo de protocolo com o SLM. Na Tabela 3 € possivel
visualizar as caracteristicas gerais dos pacientes na triagem.

Os voluntarios apresentaram na triagem tanto a glicemia quando a hemoglobina glicada
alteradas, sendo classificados como pré-diabéticos. Por outro lado, os valores de insulina de jejum
estavam dentro da normalidade. No célculo do indice HOMA-IR considerando os valores de glicemia
e insulina em jejum, os pacientes apresentavam resisténcia a insulina, portanto, elegiveis para o

estudo.

Tabela 3. Caracteristicas basais dos voluntarios.

Valores de Referéncia

Paradmetros Triagem

Ideal Pré-diabetes
Glicemia de jejum (mg/dL) 101 +10,87 < 99* 100 a 125*
Insulina de jejum (uIU/mL) 16,43 + 3,76 19a23* -
HbAlc (%) 5,97 £ 0,32 <5,7* 5,7a6,4*
indice HOMA-IR 4,06 + 0,87 <2,71%* >2,71**
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Valores expressos em média + desvio padrdo; n=28; HbAlc: Hemoglobina Glicada; HOMA-IR: Homeostatic Model
Assessment-Insulin Resistance; *Valores de referéncia do Centro Estadual de Analises Clinicas (C.E.A.C.); **Geloneze
et al., 2009.

Do total de voluntarios que participaram do estudo, 23 completaram todo o protocolo, sendo
70% do sexo feminino (n=16) e 30% do sexo masculino (n=7). Os participantes apresentavam
diferentes graus de obesidade: obesidade grau 1 (50%); obesidade grau 2 (27,3%) e obesidade grau 3

(22,7%). A idade dos voluntérios variou de 48-60 anos, com uma média de 57 anos.

As principais alteracBes encontradas nos participantes deste estudo foram a hipertensao
arterial sistémica (HAS) (71,42%) e a dislipidemia (67,86%). A respeito do uso de medicamentos,
67,85% estavam em uso de hipolipemiantes e 75% em uso de anti-hipertensivos. Durante o protocolo
do estudo, ndo houve nenhuma mudanca no tratamento medicamentoso proposto ou dieta alimentar.

Em relacdo ao historico familiar dos participantes, as principais condi¢cdes clinicas
mencionadas foram: obesidade (57,14%); DM2 (60,71%); HAS (67,85%); dislipidemia (53,57%);
infarto agudo do miocérdio (46,42%) e acidente vascular cerebral (28,57%).

Sobre o estilo de vida, 35,71% de voluntarios referiram préatica de atividade fisica e 42,85%
apresentavam ingestdo de bebida alcoolica socialmente. Ja em relagdo ao habito intestinal e o apetite,
a maioria dos voluntarios (n=24) referiu habito intestinal normal e o restante se declararam constipado
(n=5), o apetite foi considerado aumentado em quatro voluntarios.

Os valores correspondentes ao consumo alimentar de calorias e nutrientes foram semelhantes
em ambos os tratamentos, exceto em relacdo a ingestdo de carboidratos que foi estatisticamente
diferente no periodo basal e final do SLP, com uma ingestdo mais elevada de carboidratos no periodo
final do protocolo. Ja o consumo de FA apresentou diferenca significativa comparando o periodo
final de cada intervencdo (SLP final vs SLM final), correspondendo a um maior consumo de FA no
SLP.

Em suma, a ingestdo dos nutrientes pelos voluntarios atendeu as recomendacdes dietéticas de
consumo alimentar (Tabela 4), exceto em relacdo ao consumo de acidos graxos saturados que

ultrapassaram a recomendacéo para individuos com risco cardiovascular.

Os parametros antropométricos e bioquimicos antes e ap0s as duas intervencdes podem ser
visualizados na Tabela 5. N&o foram encontradas diferengas significantes entre 0s grupos na
composigdo corporal e nos biomarcadores metabolicos. Em relagdo ao IMC, os voluntérios
pertencentes ao grupo SLP apresentaram em média 36 kg/m?2 e o grupo SLM apresentou uma média
de 35kg/m2.
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Os parametros metabodlicos (glicemia e perfil lipidico) ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) quando valores basais e finais foram comparados para cada intervencéo,
entretanto, foi possivel observar uma reducdo modesta em tais parametros, sendo este um indicativo

do efeito da ingestdo dos sucos de laranja.

Os dados de pressao arterial podem ser observados na Tabela 6, a pressdo arterial sistdlica dos
voluntarios apresentou-se ligeiramente elevada (>120mmHg). Por outro lado, a pressdo arterial
diastdlica estava dentro dos valores esperados, no entanto, os valores de referéncia para a pressao
arterial usados na prética clinica sugerem considerar os valores de referéncia de forma individualizada
dependendo do grau de hipertensdo arterial dos voluntarios (SBC, 2020). Os tratamentos com 0s SLP

e SLM promoveram uma discreta reducdo na presséo arterial especialmente apos a ingestdo do SLM.
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Tabela 4. Ingestdo de calorias e nutrientes antes e apos as intervengdes com os sucos de laranja Pera e Moro.

Intervencéo: SLP SLM
Nutrientes
Periodo: Basal Final Basal Final pl* p2**
Energia (Kcal) 1401,19 + 164,87 1678,68 + 142,57 1175,96 £ 110,18 1399,76 + 154,71 0,235 0,534
Macronutrientes
CHO (g) 183,97 £ 25,16 251,51 +21,18 172,11 +£ 17,45 185,23 +32,13 0,032 0,099
PTN (g) 63,07 £ 7,47 66,85 + 7,14 47,62 £5,79 49,02+12,43 0,999 1,000
LIP (g) 45,29 + 6,55 40,78 + 4,60 37,48 £ 6,52 33,95+ 6,78 0,971 0,997
Acidos graxos
Saturados () 11,98 +1,81 11,71 +1,84 9,57 +£2,13 9,05+ 2,41 1,000 1,000
AGMI 12,25+ 1,86 10,95 + 1,60 10,13 £ 2,02 7,92+1,94 0,913 0,892
AGPI 11,15+ 2,60 5,71+ 0,49 8,16 + 2,50 3,59 +1,56 0,106 0,615
Colesterol (mg) 185,94 + 21,70 252,48 + 57,42 199,31 +£47,71 130,45+32,38 0,590 0,602
Fibras (g) 13,67 £ 2,78 13,21 + 1,612 9,65+1,78 5,92 +1,082 1,000 0,113

SLP: Suco de laranja Pera (n=25); SLM: Suco de laranja Moro (n=23); CHO: carboidratos; PTN: proteinas; LIP: lipidios; AGMI: acidos graxos monoinsaturados; AGPI:
acidos graxos poliinsaturados. *Comparacdo entre o periodo final do SLP e SLM (p<0,05); *p1: comparagdo entre o periodo basal e final do SLP; **p2: comparagdo
entre o periodo inicial e final do SLM. Os valores estdo representados em média + erro padrdo da média e foram testados com as Equacfes de Estimativas Generalizadas
(GEE).
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Intervencéo: SLP SLM
Variaveis

Periodo: Basal Final Basal Final pl* p2**
Composicao corporal
Peso (kg) 94,20 + 2,64 94,40 + 2,67 93,50 + 2,57 93,20+ 2,67 0,987 0,784
IMC (kg/m?) 36,10+ 1,01 36,15+ 1,01 35,85 + 0,97 3571+1,00 0,998 0,575
CA (cm) 114,48 £ 2,15 113,11 + 1,66 114,84 £ 1,76 114,78+ 1,82 0,951 1,000
Biomarcadores
metabdlicos (mg/dL)
GJ 95,88 + 2,49 94,86 + 1,57 95,85+ 1,86 97,06 +2,17 0,998 0,998
CT 179,21 £ 8,27 172,92 £ 6,35 186,04 + 6,65 174,82 £ 6,07 0,747 0,287
LDL-c 101,18 + 6,34 100,98 *+ 6,27 106,89 + 7,41 100,53+5,79 1,000 0,751
HDL-c 45,30 £ 2,05 44,42 + 1,87 46,16 + 1,68 4480+2,11 0,913 0,926
VLDL-c 32,48 +2,60 27,49 + 2,56 31,34 + 3,07 31,67+3,08 0,200 1,000
TG 157,77 £ 15,0 136,19 + 16,2 191,32 + 26,8 183,47+26,4 0,373 0,999
Razdo TG/HDL 4,03+0,21 3,99+0,21 4,17 +0,16 4,04 +0,27 0,999 0,995

SLP: Suco de laranja pera (n=25); SLM: Suco de laranja moro (n=23); IMC: Indice de Massa Corporal; CA: Circunferéncia abdominal; GJ: Glicemia de jejum; CT: Colesterol total;
LDL-c: Lipoproteina de baixa densidade; HDL.: Lipoproteina de alta densidade; VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade; TG: Triglicérides; *p1: comparacao entre o periodo basal
e inicial do SLP; **p2: comparagdo entre o periodo inicial e final do SLM. Os valores estéo representados em média + erro padrdo da média e foram testados com as Equacdes de
Estimativa Generalizadas (GEE).

Tabela 6. Pressdo arterial antes e ap6s intervengdo com suco de laranja Pera e Moro.

Intervencéo: SLP SLM
Pressdo arterial (mmHg)
Periodo: Basal Final Basal Final pl* p2**
PAS 126,56 + 3,40 123,6 + 3,07 133,75+ 2,82 124,71+3,09 0,954 0,088
PAD 79,41+ 2,70 76,58 + 2,86 80,02 + 2,62 78,13+241 0,683 0,661

SLP: Suco de laranja pera (n=25); SLM: Suco de laranja moro (n=23); PAS: Pressao arterial sistdlica; PAD: Pressdo arterial diastolica; *pl: comparagdo entre o periodo basal e inicial do
SLP; **p2: comparacdo entre o periodo inicial e final do SLM. Os valores estdo representados em média + erro padrdo da média e foram testados com as Equacdes de Estimativa
Generalizadas (GEE).
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6.3 Andlise das citocinas e quimiocinas no plasma

Foram avaliadas as citocinas e quimiocinas no plasma (IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1, MCP-1 e
IL-10). Os valores analisados de cada citocina de acordo com o tratamento (SLP ou SLM) e o0s
periodos da intervencdo estdo dispostos na Tabela 7.

As citocinas IL-10, IL-8 e MCP-1 ndo sofreram alterac@es significativas apos o tratamento
com os SLP e SLM. Embora seja possivel visualizar uma reducéo discreta de IL-8 e MCP-1 apds
ambas as intervencgdes. J& a citocina 1L-10 apresentou um aumento sutil ap6s os dois tratamentos.

As citocinas IL-6 e IL-1B ndo apresentaram mudancgas ap6s a ingestdo do SLP. Em
contrapartida, estas citocinas reduziram ap6s o consumo de SLM, assim como, 0 TNF-a.

Ao comparar estas citocinas no periodo final de cada tratamento (SLP final vs SLM final), as
citocinas IL-6 (Figura 9) e o TNF-a (Figura 10) apresentaram menores concentracfes ap0s a ingestao
com o SLM.

Tabela 7. Citocinas e quimiocinas no plasma antes e ap0s as intervencfes com o0s sucos de laranja
Pera e Moro.

SLP SLM

Variaveis  Basal Final Basal Final p1* p2**

(log10

pg/mL)
IL-6 0,60+0,05 0,61+0,04 0,64 = 0,06 0,45 + 0,06 1,000 0,010
IL-10 1,06+£0,12 1,39%0,27 1,30 £ 0,27 1,39+£0,17 0,772 0,997
TNF-a 1,88+0,07 2,16 +£0,07 2,07 £ 0,06 1,83+0,10 0,124 0,048
IL-8 280+£0,05 2,74+0,05 2,83+0,04 2,75+£0,05 0,757 0,226
IL-1B 2,14+0,07 2,15+0,11 2,25+ 0,08 1,87 £ 0,16 1,000 0,010
MCP-1  355+0,09 3,49+0,05 3,67 0,09 3,53+0,05 1,000 0,410

SLP: Suco de laranja Pera (n=18); SLM: Suco de laranja Moro (n=16); IL-6: Interleucina-6; 1L-10: Interleucina-10;
TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; IL-8: Interleucina-8; IL-1p: Interleucina-1 beta; MCP-1: Proteina quimiotatica de
monaocitos-1; *pl: comparacao entre o periodo basal e inicial do SLP; **p2: comparacéo entre o periodo inicial e final do
SLM. Os valores estdo representados em média + erro padrdo da média e foram testados com as Equacdes de Estimativa
Generalizadas (GEE).
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Figura 9. Concentracdo da citocina IL-6 no plasma antes e ap6s a ingestdo dos sucos de laranja Pera (SLP) e
Moro (SLM). Valores expressos em média e erro padrdo da média e foram testados pelas Equagdes de

Estimativa Generalizadas (GEE).
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Figura 10. Concentrag&o da citocina TNF-a no plasma antes e ap6s a ingestdo dos sucos de laranja Pera (SLP)
e Moro (SLM). Valores expressos em média e erro padrdo da média e foram testados pelas Equagfes de

Estimativa Generalizadas (GEE).
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6.4 Producao de citocinas no sobrenadante de cultura de mondcitos

As citocinas e quimiocinas (MCP-1, TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-1p) foram avaliadas no
sobrenadante de mondcitos dos voluntarios. Estas células foram avaliadas apds o estimulo por LPS
apos a incubacdo por 48hs. Na Figura 11 estdo expressos os dados correspondentes aos dois
tratamentos.

N&o houve diferenca estatistica na producdo da quimiocina MCP-1 e nas citocinas IL-10 e IL-
1B em mondcitos apos o estimulo com o LPS. Mas, comparando o periodo final de cada tratamento
(SLP final vs SLM final), notamos menores concentraces de TNF-a e de IL-6 nos voluntarios que

receberam o tratamento com o SLM.
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Figura 11. Citocinas e quimiocina no sobrenadante de mondcitos cultivados com LPS antes e ap6s os sucos de laranja
Pera e Moro. (A) MCP-1; (B) TNF-a; (C) IL-10; (D) IL-6 e (E) IL-1p. Valores expressos em média e erro padrio da
média. SLP: suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; MCP-1: Proteina quimiotatica de mondcitos-1; TNF-
a: Fator de necrose tumoral alfa; IL-10: Interleucina-10; IL-6: Interleucina-6; IL-1p: Interleucina-1 beta.
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6.5 Metabadlitos de flavonoides na urina

As concentracdes de hesperitina, naringenina e de acidos fenolicos foram quantificadas nas

amostras de urina dos voluntarios no periodo inicial e final das duas intervencdes.

A naringenina (metabdlitos de fase I1) e os &cidos fendlicos presentes na urina dos voluntarios
aumentaram apds a intervencdo com o SLP e SLM (Tabela 8). Ja a hesperitina também apresentou
aumento apos as duas intervengdes, no entanto, somente ap6s o consumo de SLM de forma

significante.

Os metabdlitos de hesperitina identificados na urina foram: hesperetina-3-glicuronideo,
hesperetina-7-glicuronideo, hesperetina_sulf-glicuronideo, hesperetina-diglucuronideo isdémero Il1,
hesperetina-diglicuronideo isémero Il. Os metabdlitos de naringenina identificados na urina foram:
naringenina-7-glicuronideo, naringenina-3-glicuronideo, naringenina-diglicuronideo, naringenina-
diglicuronideo isémero I1. Trés &cidos fendlicos também foram identificados na urina dos voluntérios,
foram eles: &cido hipurico, acido metilhipurico e acido protocatecuico, este Ultimo ndo foi

quantificado.

A quantidade de metabdlitos excretados apresentou uma grande variabilidade entre os
voluntarios no periodo basal e final de ambos os sucos, os resultados do SLP estdo dispostos na Figura

12 e os dados do suco de SLM na Figura 13.

Tabela 8. Excrecdo de metabdlitos na urina antes e apds os sucos de laranja Pera e Moro.

Metabdlitos Intervencao: SLP SLM
Periodo:

Basal Final Basal Final pl*  p2**
Creatinina 136,01+ 113,68 + 130,82 + 120,42 + 0,733 0,354

23,29 12,35 14,46 14,82
Naringenina 0,11 £ 0,03 0,47+0,14 0,35+ 0,09 0,71+0,19 0,021 0,013
Hesperitina 0,26 £ 0,17 0,64 £ 0,22 0,72+ 0,26 1,46+0,49 0,110 0,028
Acidos fendlicos 32,3+13,17 723+19,34 37,17+6,39 77,15+19,83 0,043 0,028

SLP: Suco de laranja Pera; SLM: Suco de laranja Moro; AGCC: &cidos graxos de cadeia curta; *pl: comparacao entre o
periodo basal e inicial do SLP; **p2: comparagdo entre o periodo inicial e final do SLM. Os valores estdo representados
em média + erro padrdo da média e foram testados com as Equacfes de Estimativa Generalizadas (GEE).
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Figura 12. Excrecdo de metabolitos de flavonoides no suco de laranja Pera (n=12). A) Metabolitos de fase
Il (basal); B) Metabolitos de fase Il (final); C) Acidos fendlicos (basal); D) Acidos fendlicos (final); E)
Metabolitos de fase Il (basal x final); F) Acidos fendlicos (basal x final).

A B
Metabolitos Fase II - Basal Metabolitos Fase IT - Final
E‘"N [ERt
an
= u 2 s
g‘iu--'.'-'-—l-——'—l-'- gu.—.-l-..—.—--
Al AIL AIS AIS AIT AP AT A2 A6 AZT AR A2S B g AL ALL AL AL AIT AN AN AZ A AN AN AN
Vohatirios Voluntarios
C . n D . . .
Aridos Fendlicos - Basal Acidos Fenolicos - Final
o =*é"n:\:n:n
H
(=gl =it
-3..-'"""-"'"-"-'."' in-l-ll-l_l_l
¥ AL AL AT AIS AIT A0 AZL AZ2 A6 AT AZE ADG AL AL AL ALS AIT A20 A2l AX A6 A2T AZ8
Vi ulnnmrms Valurtarios
E F ;
Metabolitos Fase II - Basal x Final Acidos Fendlicos - Basal x Final
18 inin-mu
B-bs-sl e - !
g Pl - = % . rrPrr -PrPr
EP,_, Al ALL AY ALS Al? ‘L_‘\_\n AZl A2 AdE AZT AR AN = AL ALL ALY ALS ALT AZD AL AZY AZG AT AJE ADG
oluntarios

Valuntirios

Figura 13. Excrecdo de metabdlitos de flavonoides no suco de laranja Moro (n=12). A) Metabdlitos de fase
Il (basal); B) Metabdlitos de fase Il (final); C) Acidos fendlicos (basal); D) Acidos fendlicos (final); E)
Metabolitos de fase Il (basal x final); F) Acidos fendlicos (basal x final).
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6.6 Avaliacdo de marcadores de permeabilidade intestinal

A zonulina plasmatica € um biomarcador utilizado para avaliar a permeabilidade intestinal.
Esta proteina compdem as proteinas chamadas de juncdes firmes nos enterdcitos relacionadas a
manutencdo da permeabilidade intestinal através da regulacdo da passagem de moléculas do limen
intestinal para a corrente sanguinea. O tratamento com a suplementacdo de SLP promoveu uma
reducdo significativa da zonulina plasmatica de 23,00ng/mL para 19,90ng/mL. Por outro lado, 0 SLM

ndo apresentou este efeito (Figura 14).
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Figura 14. Concentracdo de zonulina no plasma antes e apds as intervencdes com os sucos de laranja Pera e
Moro. Valores expressos em média e erro padrao da média. SLP: suco de laranja Pera (n=16); SLM: suco de
laranja Moro (n=14).

Além da avaliacdo da zonulina plasmatica € possivel avaliar outros biomarcadores
relacionados a permeabilidade intestinal como as endotoxinas (LPS). O LPS compde a parede das
bactérias gram-negativas, quando ocorre um aumento da permeabilidade intestinal, o LPS transloca
para a circulacdo, quadro conhecido como endotoxemia metabdlica. Em ambos os tratamentos, ndo
houve alteracdo no LPS plasmatico significantemente (Figura 15), embora seja possivel observar uma

reducdo do LPS apos as duas intervencdes.
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Figura 15. Concentragdo de LPS no plasma antes e apés as intervencdes com os sucos de laranja Pera e Moro.
Valores expressos em média e erro padrdo da média. LPS: lipopolissacarideos; SLP: suco de laranja Pera

(n=15); SLM: suco de laranja Moro (n=15).

6.7 Analise das diversidades (alfa e beta diversidade)
6.7.1 Alfa-diversidade segundo os indices de Shannon, Chaol e Simpson

A composicdo de microrganismos foi avaliada através de diferentes indices de diversidade
(Shannon, Chaol e Simpson). O indice Shannon avalia quais e quantos microrganismos estdo
presentes nas amostras avaliadas, o resultado corresponde ao intervalo de 1,5 - 3,5 dependendo da
amostra. O indice de riqueza Chaol avalia a riqueza da amostra (quantidade de géneros ou espécies
identificados). Ja o indice Simpson avalia a dominancia, quando o seu resultado se aproxima a zero
indica maior riqueza (LIMA, M.; DOS SANTOS SOUZA; PEDERASSI, 2016). Os resultados destes
indices de alfa-diversidade podem ser observados na Figura 16. Embora, os indices de alfa-
diversidade ndo tenham sido estatisticamente diferentes, o indice Shannon apresentaram um ligeiro

aumento apds as duas intervencbes. Por outro lado, o indice Chaol e Simpson foram bastante

semelhantes entre 0s grupos.



0,44

indice de Shannon
Indice de Chaol
Indice de Simpson

Balsal FuI:al Balsal Final Basal Final Basal Final Basal Final Basal Final
SLP SLM SLP SLM SLP SLM

Figura 16. Alfa-diversidade nas amostras fecais antes e apds as intervengdes com os sucos de laranja Pera e
Moro de acordo com os indices de diversidade: A) Shannon; B) Chaol e C) Simpson; SLP: suco de laranja
Pera (n=19); SLM: suco de laranja Moro (n=17).

6.7.2 Beta-diversidade

Para avaliar as similaridades e dissimilaridades na composicdo da microbiota intestinal e o
efeito das intervencbes com SLP e SLM foram aplicadas as matrizes da beta-diversidade para a
construcdo do grafico de analise de coordenadas principais (PCoA) que demonstra como cada
voluntario se comporta em relacdo a composicdo da microbiota intestinal. Para isto, utilizamos o
indice de Bray-Curtis e Jaccard. O indice Bray Curtis € um método que expressa a proporcao de
similaridade e dissimilaridade (distancia) da abundancia de bactérias. J& o indice Jaccard expressa a
proporcao de bactérias compartilhadas entre as amostras de acordo com o nimero total de bactérias.

A avaliacdo da beta diversidade através dos indices Bray-Curtis e Jaccard estdo apresentadas
na Figura 17. Ndo houve diferenca estatistica no indice Bray-Curtis e no indice Jaccard comparando
0 SLP e SLM nos diferentes periodos do estudo. Ainda, ndo foi observado nenhum agrupamento

relacionado aos grupos de tratamento.
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Figura 17. Beta-diversidade entre os sucos de laranja Pera e Moro e os diferentes periodos do estudo. PCoA
construido a partir dos indices de similaridades de Bray-Curtis (A) e Jaccard (B). Cada ponto colorido no
grafico reflete as amostras de cada grupo. Os eixos 1, 2 e 3 representam o percentual de dados que sdo
explicados por cada coordenada. SLP: suco de laranja Pera (n=19); SLM: Suco de laranja Moro (n=17).
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6.8 Efeito das intervencdes sobre a microbiota intestinal
6.8.1 Composicdo da microbiota intestinal nos niveis taxonémicos filo e género

Para a avaliacdo da abundancia relativa das bactérias foi utilizado um corte de 2% para a

selecdo dos principais filos e géneros nas amostras de fezes.

Foram encontrados 8 filos (Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Euryarchaeota,
Firmicutes, Proteobacteria, Tenericutes e Verrucomicrobia), sendo os mais abundantes em ordem
descrescente: Firmicutes (85,93%), Actinobacteria (6,25%), Bacteroidetes (5,98%), Proteobacteria
(0,85%), Verrucomicrobia (0,36%), Tenericutes (0,36%), Euryarchaeota (0,27%) e Cyanobacteria
(0,02%). Destes, apenas os filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria estavam
presentes em todos os voluntérios. De todos os voluntérios avaliados, os seguintes filos ndo estavam
presentes em todos os voluntarios: Cyanobacteria (13 voluntarios), Euryarchaeota e Tenericutes (17

voluntarios) e Verrucomicrobia (15 voluntarios).

Os dois filos mais abundantes no SLP e SLM foram: Firmicutes e Actinobacteria. No periodo
basal do SLP, a somatéria da abundancia relativa destes dois filos correspondeu a 94,85% e no
periodo final 92,98% da microbiota intestinal dos voluntarios. Ja no periodo basal do SLM, a
abundéncia foi de 91,76% e no periodo final de 91,22%. Em ambos os grupos, a razdo
Firmicutes/Bacteroidetes foi maior no periodo basal comparado ao periodo final de cada intervencao
(SLP: 73,25 vs 32,98; SLM: 43,65 vs 37,61). Os filos mais abundantes encontrados no periodo basal
e final do SLP e SLM estdo apresentados na Tabela 9.

A abundancia dos filos e dos principais géneros podem ser visualizadas na Figura 18 e na
Figura 19.

Tabela 9. Abundancia relativa (%) no nivel taxonémico filo antes e apds os sucos de laranja Pera e
Moro

OTUs Intervenca SLP SLM

Filos 0: Basal Final Basal Final pl*  p2**
Periodo:

Actinobacteria 7,28 + 1,46 6,62 + 1,50 7,41+ 157 7,67 1,53 0,983 1,000

Bacteroidetes 3,55+0,93 4,49 +1,03 6,17 £ 1,87 6,27 £ 1,39 0,964 1,000

Firmicutes 87,57 £ 1,65 86,36 +1,70 84,35+ 2,16 8355+189 0,869 0,998

Proteobacteria 0,45+ 0,08 1,56 + 0,57 1,20+ 0,38 0,49 £ 0,26 0,227 0,651

Verrucomicrobia 0,43+0,15 0,49+0,19 0,28 +0,13 0,59 +0,23 0,999 0,159
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Outros 0,60 +0,30 0,46 +0,12 0,72+0,17 0,62+0,14 0,997 0,993
Razdo F/B 7325+21,44 3298%6,74 43,65+18,70 37,61+1528 0,209 0,999

SLP: suco de laranja Pera (n=18); SLM: suco de laranja Moro (h=16); OTUs: unidades operacionais taxonémicas (filos);
F/B: Firmicutes/Bacteroidetes; Outros: somatoria dos filos menos abundantes; *p1: comparagao entre o periodo basal e
inicial do SLP; **p2: comparagao entre o periodo inicial e final do SLM. Os valores estéo representados em média + erro
padrdo da média e testados com as EquacGes de Estimativa Generalizadas (GEE).

Em relacdo ao nivel taxonémico correspondente ao género (Tabela 10), os mais abundantes
foram: Agathobacter (10,95%), Subdoligranulum (7,25%), Faecalibacterium (6,89%),
Ruminococcus 2 (6,25%), Blautia (6,09%), Bacteroides (3,62%), Holdemanella (3,51%),
Bifidobacterium (3,37%), Christensenellaceae_R-7_group (3,15%),
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group (2,59%), Catenibacterium (2,42%), Dorea (2,22%),
Ruminococcaceae UCG-002 (2,21%), Streptococcus (2,07%), Fusicatenibacter (1,87%), Collinsella
(1,85%), Roseburia (1,68%), Ruminococcaceae UCG-014 (1,58%), Dialister (1,56%),
Ruminococcus_1 (1,34%), Erysipelotrichaceae UCG-003 (1,34%), Coprococcus 3 (1,21%),
Ruminococcaceae UCG-005 (1,13%), [Ruminococcus]_torques_group (1,09%), Coprococcus_2
(1,06%), Ruminococcaceae_UCG-013 (1,02%), Butyricicoccus (0,87%),
Ruminococcaceae NK4A214 group  (0,87%), [Ruminococcus] gauvreauii_group  (0,77%),
Lachnospiraceae_ NK4A136_group (0,76%).
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Figura 18. Histograma da composi¢do da microbiota intestinal no nivel taxondémico filo.



Abundincia relativa (%o)

73

100% I
0%

8

0% | I| || | ||| | | |‘ ||| | ||||
0%
0%

| i | | |||"|| i
0 I ‘

F

F

- I I ‘ | || II I | | ‘ ||I|‘ I| I || I |I
10% I

% —I-Il.-II.I-...-I-lI—Il.-l..ll_I.II_-.I|l_.I.I.| ll_-.lll-_ll
)L I [
! |

- I =-n I
L ] I
SLP: Basal SLP: Final SLM: Basal SLM: Final

u [Eubacterium] coprostanoligenes_group m [Ruminococcus]_gauvreaudi_group » [Ruminococcus]_torques_group Agathobacter w Akkermansia
u Alistipes m Bacteroides n Bifidobacterm u Blautia u Butyricicoccus
u Catembactenum u Christensenellaceae_R-7 group u Collinsella n Coprococcus_2 n Coprococcus_3

Dialister n Dorea n Erysipelotrichaceae_UCG-003 u Escherichia-Shigella u Faecalibacterium
u Fusicatenibacter » Holdemanella ® Lachnospiraceae NE4A136_group u Lactobacillus u Roseburia

Ruminococcaceae NK4A214 group Ruminococcaceas UCG-002 Ruminococcaceas UCG-003 Ruminococeaceae UCGA013 Buminococcaceae UCG-014
m Ruminococcus_1 m Ruminococcus_2  Streptococcus u Subdoligranulum m Qutros

Figura 19. Histograma da composicdo da microbiota intestinal no nivel taxonémico género.



Tabela 10. Abundancia relativa (%) dos géneros mais abundantes antes e ap6s 0s sucos de laranja Pera e Moro.

OTUs SLP SLM
Géneros

Basal Final Basal Final pl* p2**
Akkermansia 0,43+0,15 0,49+0,19 0,28+0,13 059+023 0,999 0,158
Agathobacter 14,71+ 3,28 1055+2,40  11,51+227 814+206 0,336 0,608
Subdoligranulum 9,22+1,15 8,00+ 1,04 6,49 + 1,27 6,81+ 1,03 0,729 1,000
Faecalibacterium 5,97 +£1,02 7,59 + 0,83 6,28 £1,19 7,83+1,49 0,484 0,292
Ruminococcus_2 5,49 £ 1,27 5,27 +155 7,75+£212 7,84+179 1,000 1,000
Blautia 7,02 +£1,07 6,68 £ 1,24 597+1.21 5,17 £ 1,27 0,991 0,710
Bacteroides 1,81+0,49 2,64 £ 0,81 3,79+1,32 3,82+£0,90 0,906 1,000
Holdemanella 3,12+0,90 2,81+0,71 4,62 + 1,95 300+1,11 0,993 0,857
Bifidobacterium 3,96 £ 0,93 3,17 £ 0,86 450+1,16 513+1,12 0,902 0,989
Christensenellaceae_R-7_group 3,57+£0,72 3,46 £ 0,88 3,28+£0,79 459+1,13 1,000 0,809
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group 2,58 £ 0,48 3,06 £ 0,52 2,64 £ 0,50 3,32+£0,69 0,617 0,759
Catenibacterium 2,58 £0,94 1,88+ 0,76 1,61+0,75 2,90 £ 1,07 0,973 0,546
Dorea 2,90+ 0,39 2,27+£0,34 2,37+£0,42 1,97 +0,36 0,151 0,822
Ruminococcaceae_UCG-002 1,75+0,34 2,21+0,42 2,34+0,49 2,94 + 0,46 0,664 0,716
Streptococcus 1,27 £ 0,38 3,18 £1,48 1,33+0,57 1,71+£0,99 0,698 0,996
Fusicatenibacter 2,15+ 0,57 2,27 £ 0,56 1,46 + 0,38 1,31+0,38 0,998 1,00



OTUs SLP SLM

Géneros

Basal Final Basal Final pl* p2**
Collinsella 2,70 £ 1,09 2,49 +0,88 1,84 + 0,64 242+103 0,994 0,887
Roseburia 1,39+ 0,23 1,97 £ 0,69 1,27 £0,32 237+063 0,936 0,610
Ruminococcaceae_UCG-014 1,34+ 0,36 1,82 + 0,65 2,13+ 0,57 2,06+0,51 0,929 1,000
Dialister 1,60 + 0,52 1,31+0,42 1,62 +0,45 2,13+0,53 0,758 0,176
Ruminococcus_1 1,39+ 0,25 1,55+0,32 1,16 + 0,30 1,41+0,34 0,945 0,983
Erysipelotrichaceae UCG-003 1,66 + 0,49 1,11+ 0,32 0,75+0,31 0,36 + 0,37 0,398 0,806
Coprococcus_3 0,85+0,16 0,97 £ 0,42 1,57 £ 0,53 1,44+ 0,39 1,000 0,983
Ruminococcaceae_UCG-005 1,05+0,22 1,20 £ 0,27 1,17+0,24 1,40 £0,20 0,951 0,328
[Ruminococcus]_torques_group 0,98 £0,19 1,07 £ 0,23 1,11+0,33 0,72+0,18 0,999 0,799
Coprococcus_2 1,02 +0,35 1,53+0,61 1,21+ 0,57 1,22 + 0,47 0,538 1,000
RuminococcaceaeUCG-013 1,06 +0,34 0,84+0,18 0,92 £ 0,26 0,69 + 0,25 0,942 0,989
Butyricicoccus 0,79+0,14 0,92+0,11 0,66 + 0,18 0,60 + 0,20 0,979 1,000
Ruminococcaceae NK4A214 group 1,07 £ 0,25 0,99+ 0,20 1,05+0,21 1,08 £ 0,22 0,998 1,000
[Ruminococcus]_gauvreauii_group 0,69 £0,21 0,99 +£0,31 0,52 £0,20 0,42+ 0,14 0,703 0,983
Lachnospiraceae_ NK4A136_group 0,70 £ 0,20 0,55+0,18 0,41+0,13 0,99 £ 0,58 0,979 0,934

SLP: suco de laranja Pera (n=18); SLM: suco de laranja Moro (n=16); OTUs: unidades operacionais taxondmicas (género); *pl: comparacdo entre o
periodo basal final do SLP; **p2: comparagdo entre o periodo inicial e final do SLM. Os valores estdo representados em média * erro padrdo da média
e testados com as EquacGes de Estimativa Generalizadas (GEE).
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Destes géneros analisados, a abundancia do género Bifidobacterium apresentou diferencga
significante comparando o periodo final de cada tratamento com o SLM contribuindo com a maior
abundancia deste género bacteriano (Figura 20).

Genero: Bifidobacterinm
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Figura 20. Abundéancia relativa do género Bifidobacterium antes e ap0s as intervengGes com 0s sucos de
laranja Pera e Moro. Valores expressos em média e erro padrdo da média. SLP: suco de laranja Pera (n=18);
SLM: suco de laranja Moro (n=16).

6.9 Correlaces com a microbiota intestinal

Analisamos a correlacdo dos géneros bacterianos com todos os parametros analisados no
presente estudo. Os géneros bacterianos Dorea, Fusicatenibacter e Ruminococcus apresentaram
correlagdo positiva com 0s mesmos parametros incluindo a composicdo corporal (peso,

circunferéncia abdominal e IMC), presséo arterial, perfil lipidico (CT, LDL-c, HDL-c) e glicemia.

O género Dorea apresentou correlagdo positiva moderada com os dados de composicao
corporal como peso (0,61), circunferéncia abdominal (0,64) e IMC (0,64). Ainda, houve correlacéo
positiva com a presséo arterial (0,65), colesterol total (0,63), LDL-c (0,57), HDL-c (0,63) e glicemia
(0,64). O género Fusicatenibacter correlacionou-se com o peso corporal (0,61), circunferéncia
abdominal (0,63), IMC (0,60), pressao arterial sistélica (0,63) e diastolica (0,64), colesterol total
(0,60), LDL-c (0,54), HDL-c (0,62) e glicemia (0,57). Ainda, o género Ruminoccocus foi

correlacionado positivamente com o peso corporal (0,64), circunferéncia abdominal (0,63), IMC
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(0,59), pressao arterial sistolica (0,60) e diastolica (0,57), colesterol total (0,68), LDL-c (0,68), HDL-
¢ (0,63) e glicemia (0,65).

Em relacdo aos metabolitos de flavavanonas e antocianinas na urina encontramos correlagédo
moderada negativa com o0s géneros Christensenellaceae (-0,51), Ruminococcus (-0,54) e
Faecalibacterium (-0,56).

6.10 Analise multivariada

A andlise multivariada PLS-DA demonstrou possivel tendéncia de agrupamento dos
voluntarios de acordo com grau de obesidade no tratamento como o SLP (Figura 21) e SLM (Figura
22), 0 que nos levou a descrever as respostas da microbiota intestinal frente aos tratamentos com 0s
sucos de laranja de acordo o grau de obesidade dos voluntarios. Embora a analise de agrupamento do
PLS-DA aponte para separacdo dos voluntarios pelo IMC, observamos que esta ndo foi a Unica

variavel relacionada ao agrupamento dos voluntarios.

Scores Plot

Figura 21. Proje¢do dos participantes na anélise PLS-DA de dois componentes no grupo SLP. Os circulos
amarelos correspondem aos voluntarios com obesidade grau I, os circulos laranjas identificam os voluntarios
com obesidade grau Il e os circulos vermelhos individuos com obesidade grau IlI.
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Scores Plot
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Figura 22. Projecéo dos participantes na andlise PLS-DA de dois componentes no grupo SLM. Os circulos
amarelos correspondem aos voluntarios com obesidade grau |, os circulos laranjas identificam os voluntarios
com obesidade grau Il e os circulos vermelhos individuos com obesidade grau Ill.

Na analise das varidveis mais influentes no PLS-DA observamos que 0s parametros
inflamatorios (IL-1, TNF-a, IL-6) apresentaram maior impacto no agrupamento das amostras no
grupo SLP (Figura 23). J& no grupo tratado com o SLM (Figura 24), as varidveis de agrupamento
foram o TNF-a, pressdo arterial diastolica, MCP-1 e IL-8 indicando a influéncia dos tratamentos

especialmente nos mediadores inflamatérios.
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Figura 23. Grafico de variaveis do grupo SLP para a construcdo do modelo PLS-DA.
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Figura 24. Grafico de variaveis do grupo SLM para a construgdo do modelo PLS-DA.

6.11 Efeito das intervencfes na microbiota intestinal nos diferentes graus de obesidade

Para aprofundar a avaliacdo sobre a microbiota intestinal considerando que os voluntérios
apresentavam diferentes graus de obesidade, optamos por realizar a analise da abundancia relativa do
filo e género de acordo com o grau de obesidade e os periodos de cada tratamento. Para isto,

analisamos os mesmos filos e géneros da avaliagéo inicial sobre a microbiota intestinal.

6.11.1 Abundancia relativa no nivel taxonémico filo e género

As figuras 25 a 28 demonstram a abundancia relativa dos géneros Akkermansia, Alistipes,
Bacteroides, Catenibacterium e o filo Bacteroidetes separados por grau de obesidade e os tratamentos
com o SLP e SLM.

Em relacdo a intervengdo, o consumo de SLM nos voluntarios com obesidade grau 3
promoveu um aumento discreto de Akkermansia (Figura 25) e maior abundancia de Alistipes (Figura
26), Bacteroides (Figura 27) e Catenibacterium (Figura 28) comparado ao periodo basal do SLM.
Na analise dos filos observou-se apenas maior abundancia relativa do filo Bacteroidetes (Figura 29)

apos o tratamento com o SLM nos voluntarios com obesidade grau 3 comparado ao periodo basal do
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SLM que corresponde ao género Bacteroides mencionado anteriormente. Ao analisar a razéo
Firmicutes/Bacteroidetes de acordo com o grau de obesidade observamos aumento linear desta razéo
nos voluntarios com obesidade grau 1, 2 e 3 e reducdo nesta razdo apos os dois tratamentos com o
SLP e SLM (Figura 30).
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Figura 25. Abundancia relativa do género Akkermansia antes e ap6s as intervengdes com os sucos de laranja
Pera e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrdo da média. SLP:
suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; 2Comparag&o entre obesidade grau 1 e obesidade grau 3 no
periodo basal do SLP (p<0,05).
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Figura 26. Abundancia relativa do género Alistipes antes e ap6s as intervencdes com os sucos de laranja Pera
e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrdo da média. SLP: suco de
laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; ®Comparacao entre obesidade grau 1 e obesidade grau 3 no periodo
basal do SLP (p<0,050); "Comparacéo entre o periodo basal e final do SLM (obesidade grau 3), p<0,050.
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Figura 27. Abundéncia relativa do género Bacteroides antes e apos as intervengdes com o0s sucos de laranja
Pera e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrdo da média. SLP:
suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; ®Comparacdo entre o periodo basal e final do SLM
(obesidade grau 3), p<0,050.
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Figura 28. Abundancia relativa do género Catenibacterium antes e ap0s as intervengfes com 0s sucos de
laranja Pera e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrdo da média.
SLP: suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; ®Comparagdo entre o periodo basal e final do SLM
(obesidade grau 3), p<0,050.
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Figura 29. Abundéancia relativa do filo Bacteroidetes antes e ap6s as intervengGes com os sucos de laranja
Pera e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrdo da média. SLP:
suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; ®Comparagédo entre o periodo basal e final do SLM na

obesidade grau 3 (p<0,050).
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Figura 30. Influéncia do grau de obesidade e do tratamento com os sucos de laranja Pera (A) e Moro na razdo

Firmicutes/Bacteroidetes. Dados expressos em escala logaritmica.
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6.12 Acidos graxos de cadeia curta e pH fecal

A anélise de AGCC (Tabela 11) e do pH fecal (Figura 31) sdo parametros avaliados para
identificar a atividade metabdlica da microbiota intestinal. Os principais AGCC identificados nas
amostras foram: acetato, propionato, butirato e isobutirico. O acetato apresentou uma discreta redugao
apos a suplementacdo com o SLP, o mesmo efeito ndo foi encontrado apos a ingestdao de SLM. Por
outro lado, houve um aumento expressivo de acetato apds o tratamento com o consumo de SLM.

As concentracdes de todos os AGCC identificados de butirato, propionato e isobutirico foram
maiores no periodo final do SLP comparado ao SLM.

Em relacdo a determinagdo do pH fecal, ndo houve diferenga entre as intervengdes com o0s
sucos de laranja Pera e Moro.

Tabela 11. Concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta nas fezes antes e ap0s as intervengdes com
0s sucos de laranja Pera e Moro (n=19). SLP: suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro.

AGCC Intervencao: SLP SLM
(log10

1 1 * **
mM/g de fezes) Periodo: Basal Final Basal Final pl p2
Butirato 165+0,07 151+0,09 0,73+0,01 0,70+£0,08® 1,000 0,815
Acetato 168+0,12 1,05+0,22 0,44 £ 0,05 0,80+£1,39 0,022 0,157
Propionato 136+0,06 1,13+0,11 0,59 £ 0,07 0,45+0,088 0,287 0,995
Isobutirico 1,40+0,056 1,14+0,10 0,67 £0,01 0,55+0,26 0,169 0,833

SLP: Suco de laranja Pera (n=16); SLM: Suco de laranja Moro (n=17); AGCC: &cidos graxos de cadeia curta; 2Comparacdo
entre o periodo final do SLP e SLM (p<0,05); *pl: comparacdo entre o periodo basal e final do SLP; **p2: comparacao
entre o periodo inicial e final do SLM. Os valores estdo representados em media + erro padrdo da média.
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Figura 31. Determinacdo do pH fecal antes e ap0s as intervenc¢des com os sucos de laranja Pera e Moro. SLP:
suco de laranja Pera (n=24); SLM: suco de laranja Moro (n=20); pH = potencial hidrogenidnico.
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7 DISCUSSAO

7.1 Suco de laranja e composi¢ao corporal

A obesidade é uma doenca complexa com taxas alarmantes de morbidade e mortalidade nos
ultimos anos em todo o mundo (BHASKARAN et al., 2018). Diversas estratégias nutricionais tém
sido recomendadas para a prevencao e tratamento da obesidade incluindo alimentacdo balanceada
composta por frutas, vegetais, cereais integrais que apresentam quantidades elevadas de
micronutrientes, compostos bioativos e FA e sdo Uteis para mitigar o processo inflamatorio

subclinico, estresse oxidativo e alteracGes da microbiota intestinal.

O suco de laranja € uma das principais bebidas consumidas em todo o mundo e apresenta uma
variedade de nutrientes e compostos bioativos como as flavanonas que estdo associadas a muitos
beneficios & salde. Ja a laranja Moro é uma variedade de laranja sanguinea cultivada em algumas
regibes do mundo e bastante investigada nos ultimos anos devido as suas elevadas concentracdes de
antocianinas (RAMPERSAUD; VALIM, 2017).

As flavanonas e antocianinas sao compostos bioativos amplamente estudados em doencas
como a obesidade, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, doencas inflamatdrias e doencas
intestinais. Os sucos de laranja utilizados neste estudo apresentaram composicéo similar ao utilizado
em outros ensaios clinicos do mesmo grupo de pesquisa (MOREIRA et al., 2018; NISHIOKA et al.,
2021). Em relagdo ao teor total de flavanonas, SLP e SLM apresentaram respectivamente 31,71 e
32,32 mg/100 mL, valores inferiores ao encontrados por (NISHIOKA et al., 2021) para SLP (48,57
mg/100 mL) e SLM (42,54 mg/100 mL) e por (MOREIRA et al., 2018) para SLP (33,22 mg/100
mL). Assim como nos estudos anteriores, a hesperidina foi a principal flavanona encontrada em
ambos os sucos. Por outro lado, o0 SLM apresentou valores de antocianinas (2,81 mg/100 mL) muito
inferiores aos 15,12mg/100 mL quantificados por (NISHIOKA et al., 2021).

No presente estudo, os sucos de laranja Pera e Moro ndo alteraram a composicao corporal e
ndo houve diferenca entre os dois tratamentos. A manutencdo da composi¢do corporal apds as
intervencgdes propostas neste estudo € esperada tendo em vista que a perda de peso ocorre através de
mudancas no estilo de vida tais como a pratica de atividade fisica, restricdo calorica, uso de
medicamentos e mudangas comportamentais por periodo prolongado que promovam alteracdo do
balango energeético. Os beneficios da ingestdo de flavanonas e antocianinas em individuos com

obesidade ndo apresentam apenas a perda de peso como alvo, pois podem contribuir de forma
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complementar ao tratamento com efeitos coadjuvantes na reducdo da inflamacdo sistémica, na
melhora do estresse oxidativo (NANI et al., 2021), regulacdo da composi¢do da microbiota intestinal

e da producao de metabdlitos benéficos pela microbiota intestinal (DUARTE et al., 2021).

7.2 Efeitos do suco de laranja em parametros bioguimicos e na pressao arterial

Nos parametros bioquimicos e da pressdo arterial, ndo foram observadas diferencas
significativas nos grupos tratados com suco de laranja Pera e Moro, provavelmente devido a grande
variagdo interindividual dos voluntérios, entretanto foram observadas diferencas consideraveis em
tais parametros, o que poderia ser considerado como uma tendencia de alteracdo metabdlica. Os
voluntarios apresentaram valores de glicemia de jejum considerados normais (<99mg/dL) (ADA,
2020; SBD, 2019). Na avaliacdo do perfil lipidico, o colesterol total e as fragbes (HDL-c, VLDL-c)
estavam dentro da normalidade. J4 0 LDL-c e os triglicérides apresentaram-se elevados considerando
0s pontos de corte <100mg/dL e <150mg/dL, respectivamente (SBC, 2017). Ademais, 0s voluntarios
apresentaram risco para aterosclerose de acordo com a razdo TG/HDL-c considerando o ponto de
corte >3,8 para identificacdo de risco (HANAK et al., 2004). Este marcador é utilizado na pratica
clinica como um preditor de doenca coronariana (DA LUZ et al., 2008), pois esta correlacionado a
presenca de fatores de risco para aterosclerose (FROHLICH; DOBIASOVA, 2003).

As flavanonas presentes no suco de laranja sdo comumente associadas a reducao do colesterol
total, LDL-c e triglicérides. Ressalta-se que este resultado pode ser dependente de uma série de
variaveis, no presente estudo devido possivelmente ao protocolo da intervencao, tempo de tratamento,
volume consumido e a presenca de doencas cronicas pelos voluntarios por muitos anos e em uso de
diversos medicamentos, ndo foi possivel verificar os efeitos dos sucos de laranja sobre estes
parametros laboratoriais. Por outro lado, um estudo em 80 pacientes com hipercolesterolemia
moderada (LDL-c entre 160 e 190mg/dia) tratados com doses diarias de extrato de bergamota (150mg
de flavanoides) por um tempo prolongado (6 meses), os voluntarios apresentaram reducdo dos
lipideos séricos (colesterol total, LDL-c e triglicérides) e aumento do HDL-c (R1ZZO, 2016). Outro
estudo clinico com 11 mulheres com sobrepeso ou obesidade que ingeriram 250ml/dia de suco de
laranja vermelha (250mg de antocianinas/dia) duas vezes ao dia antes das refei¢0es por 12 semanas
ndo encontrou efeitos no peso corporal, mas houve uma reducdo do colesterol total e do LDL-c
(AZZINI et al.,, 2017). Considerando as intervencOes realizadas nestes estudos, os achados

encontrados sustentam a influéncia principalmente e do tempo de tratamento para que ocorram
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mudangas no perfil lipidico. Em contrapartida, estudo realizado em 39 voluntarios com obesidade
investigou o consumo de suco de laranja Pera dividido em duas doses de 250ml associado a dieta
hipocaldrica por duas semanas e encontrou reducédo do peso corporal, massa adiposa, colesterol total
e LDL-c em 24% comparado ao grupo controle que recebeu dieta hipocaldrica sem o suco de laranja
(RIBEIRO; DOURADO; CESAR, 2017). Tais resultados apontam que a acdo destes compostos
bioativos pode ser mais eficiente na atenuacdo dos parametros bioquimicos e do peso corporal com

mudancas nos habitos alimentares.

Em relacdo a pressdo arterial houve uma reducdo discreta especialmente ap6s o consumo do
SLM. O efeito positivo das antocianinas na diminuicdo da pressdo arterial j& foi apontado em outros
estudos clinicos. Um estudo clinico randomizado com 22 individuos saudaveis com consumo de
500ml/dia de suco comercial e fresco de Citrus sinensis com duracdo de duas semanas cada
tratamento demonstrou reducéo da pressao arterial sistélica (-5,13%) e diastolica (-5,91%) nos dois
protocolos (ASGARY; KESHVARI, 2013). Um outro estudo clinico com individuos saudaveis e com
sobrepeso que consumiram 200ml de suco de laranja sanguinea por duas semanas, duas vezes ao dia
ndo encontraram efeitos na pressdo arterial, no entanto, encontraram melhora na funcéo endotelial

mediados pelo aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico (Li et al., 2020).

7.3 Ingestéo dos sucos de laranja e consumo alimentar

Na avaliagdo do consumo alimentar ndo encontramos diferenga entre os dois tratamentos com
os sucos de laranja Pera e Moro. Entretanto, identificamos um padrdo alimentar comumente associado
a obesidade e resisténcia a insulina. Os habitos alimentares inadequados apresentam um importante
efeito sobre o ganho de peso e podem favorecer o desenvolvimento e a manutencéo da obesidade e
resisténcia a insulina. A ingestéo calorica dos voluntarios manteve-se similar ao longo do estudo e
com valores inferiores ao esperado para a populacdo estudada, no entanto, individuos com obesidade
frequentemente apresentam sub-relato da ingestdo alimentar (SCAGLIUSI; LANCHA JUNIOR,
2003).

A distribuicdo dos macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipidios) no nosso estudo estava
adequada considerando a Ingestdo Dietética Recomendada (DRIs) para estes nutrientes
(PADOVANI et al., 2006) e ainda respeitando as recomendag@es nutricionais para a populagdo com
risco cardiovascular (SBC, 2017, 2021). Por outro lado, o consumo de gorduras saturadas apresentou-

se elevado (>7% do valor calérico da dieta) para individuos com alto risco de doengas
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cardiovasculares, embora o consumo de gorduras totais estivesse dentro dos valores de recomendacao
(ECKEL et al., 2014; GRUNDY et al., 2019; SBC, 2021).

O consumo excessivo de gorduras saturadas tem sido frequentemente associado a um maior
risco de doencas cardiovasculares e de mortalidade devido aos efeitos nos lipidios sanguineos. A
gordura saturada é um dos componentes essenciais dos lipopolissacarideos, presentes na parede
celular de bactérias gram-negativas e esta relacionada a uma maior sinalizacdo inflamatoria via NF-
kB e TLR-4. Ainda, esta ativacdo influencia a cascata de sinaliza¢do da insulina e pode contribuir
para o desenvolvimento de resisténcia a insulina (KOSKA et al., 2016). Além disso, as dietas ricas
em gordura saturada influenciam a composi¢do da microbiota intestinal (DE WIT et al., 2012; LIU
et al., 2012) e provocam uma menor diversidade bacteriana, aumento da permeabilidade intestinal e
endotoxemia metabdlica condi¢cbes frequentemente observadas em individuos com obesidade e
resisténcia a insulina (LOPEZ-MORENO et al., 2017).

Os voluntarios apresentaram ingestao de colesterol bem préximo a 200mg/dia, exceto apds o
tratamento com o suco de laranja Pera que os voluntarios aumentaram a ingestdo e ultrapassou este
valor. Atualmente, os estudos na literatura e as diretrizes nacionais e internacionais ndo estabelecem
pontos de corte para o colesterol dietético, tendo em vista que o papel do colesterol alimentar é
questionavel na incidéncia de doencas cardiovasculares (COUNCIL et al., 2021; SBC, 2017). Em
relacdo ao consumo de fibras, a ingestdo estava abaixo da recomendacdo para a populacédo geral (25

a 30g/dia) durante todo o estudo.

No presente estudo, utilizamos como critério de inclusio a classifica¢do de obesidade (IMC >
30kg/m?), ndo houve mudanca no IMC dos voluntarios ao longo deste trabalho com as duas
intervencdes, mas tivemos diferentes graus de obesidade neste estudo, sendo a classificagdo de
obesidade grau | a mais prevalente.

Em relacéo a circunferéncia abdominal, no presente estudo ndo foi encontrada alteragéo neste
parametro com a intervencdo com os dois sucos de laranja, mas observamos que os voluntarios
apresentaram elevado acimulo de gordura abdominal, com valores nitidamente elevados indicando
risco de doencas cardiovasculares quando comparado aos pontos de corte para esta medida (<90cm
para homens; <80cm para mulheres) (IDF, 2006). Certamente, o IMC elevado e a presenca de gordura
visceral apresentam uma estreita relacdo com alteracdes metabolicas que podem desencadear o
aparecimento de distarbios metabolicos e doencas cardiovasculares e a maioria dos participantes
deste trabalho eram portadores de doengas associados & obesidade e j& estavam em tratamento
medicamentoso desde o inicio do estudo (MCCAFFERTY; HILL; GUNN, 2020).
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7.4 Efeitos do suco de laranja em mediadores inflamatérios

Em resposta ao excesso de calorias, nutrientes e ao sedentarismo, o tecido adiposo sofre uma
remodelagdo para garantir o estoque adequado de acidos graxos ou triglicérides. Neste processo de
expansdo do tecido adiposo mediado por hiperplasia, hipertrofia ou ambos ha um aumento da
expressao e secrecdo de mediadores inflamatorios como as proteinas quimioatraentes de monaocitos
(MCP-1) que iniciam o recrutamento de mondcitos da circulacdo sanguinea para o tecido adiposo e
promovem aumento da secre¢do de citocinas por adipécitos, mondcitos e macrofagos residentes no
tecido adiposo como a IL-6, IL-13 e TNF-a e induzem a propagacao da inflamacao sistémica. Existem
varios fatores que contribuem para esta inflamacdo no tecido adiposo como o fluxo aumentado de
lipidios, elevacdo nos niveis de acidos graxos livres, hipdxia e estresse oxidativo. Além disso, este
ambiente inflamat6rio associado ao padrdo alimentar destes individuos podem favorecer uma
mudanca de fen6tipo nos mondcitos na circulagdo sanguinea com aumento da capacidade de
apresentar antigenos, maior afinidade por células endoteliais e aumento da producdo de citocinas
inflamatdrias (CONSIDINE, 2014). Estes mediadores inflamatérios produzidos por macréfagos,
mondcitos e adipdcitos afetam diversos processos fisiologicos como o apetite, metabolismo
energético, interacdes imunoldgicas e podem favorecer o desenvolvimento de comorbidades
associadas a obesidade como a resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares e esteatose hepatica
ndo-alcdolica (JIANG et al., 2019). Neste estudo analisamos a influéncia dos sucos de laranja Pera e

Moro em marcadores inflamatérios no plasma e em mondcitos.

Diversas citocinas estdo envolvida nesta resposta inflamatéria no tecido adiposo, entre elas, a
IL-1B que é uma citocina pro-inflamatdria relacionada a condigdes inflamatorias cronicas como a
obesidade, a resisténcia a insulina e 0 DM2 (LEE et al., 2016). Nestas situacdes clinicas, a IL-1p ¢é
produzida por mondcitos na circulagdo sanguinea, pelos macréfagos nos tecidos e por adipdcitos, isto
ocorre apos estimulo por produtos microbianos e por outras citocinas como o0 TNF-a. A inibigdo de
IL-1pB através de diferentes estratégias farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas tem sido testadas no
tratamento de pacientes com diabetes e os resultados apontam para uma melhora da inflamagéo
sistémica e da funcdo das células P pancreaticas (PEIRO et al., 2017). No presente estudo
encontramos niveis elevados de IL-1p no plasma dos voluntarios no periodo basal dos dois
tratamentos com o0 suco de laranja, no entanto, apenas o tratamento com o suco de laranja Moro

diminuiu as concentracdes de IL-1pB. Além disso, comparando o periodo final dos dois tratamentos, o
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suco de laranja Moro apresentou menores niveis de IL-1p. Atribuimos este resultado na modulagdo
da inflamagdo a presenca das antocianinas no suco de laranja Moro visto que outros estudos ja
demonstraram o envolvimento desta classe de flavonoides na modulacdo da secrecdo de citocinas
(KELLEY et al., 2018; VENDRAME et al., 2013; WU et al., 2014; ZHU et al., 2013). Os
mecanismos que explicam este efeito envolvem a inibicdo de vias inflamatorias em macrdfagos e
adipocitos. Neste sentido, estudo in vitro com macréfagos RAW264.7 estimulados por LPS tratados
com antocianinas por 16hs (150ug e 200ug por ml) encontrou supressdo do NF-kB, proteina ativadora
1, proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK/INK) (LI, LI et al., 2014). Similar a estes achados,
estudo em adipdcitos tratados com antocianinas (36 pg por ml) por 18hs demonstrou inibi¢éo da via
do NF-xB (JAYARATHNE et al., 2018). Outros possiveis mecanismos anti-inflamatorios que
explicam a acdo das antocianinas na inflamagdo incluem reducdo da adiposidade através de
mecanismos lipogénicos ou adipogénicos associados a inflamacdo (PPARy e SREBP), inibicdo da
sintese de prostaglandinas/ciclooxigenases e de mudancas na composi¢cdo da microbiota intestinal
(JAYARATHNE et al., 2019).

Nosso estudo também avaliou os niveis de TNF-a no plasma, visto que é um potente mediador
da inflamacdo produzido por macrofagos e adipocitos com diferentes acGes metabolicas. Na
obesidade, esta citocina é conhecida por promover a lipdlise através da regulacdo de enzimas como:
a perilipina, lipase hormdnio sensivel e a lipase de triglicérides nos adipécitos. Além disso, 0 TNF-a
inibe a captacdo e estoque de acidos graxos ndo-esterificados e da glicose, assim como, fatores de
transcricdo envolvidos na lipogénese e adipogénese. Estas acdes favorecem a liberacdo de acidos
graxos livres no plasma contribuindo para a resisténcia a insulina nestes individuos (CHEN, YAN;
YU; DENG, 2019). No presente estudo, ao avaliar as concentra¢des de TNF-a notamos reducéo deste
pardmetro somente apds a ingestdo com o suco de laranja Moro, achado semelhante ao encontrado
em relagdo a citocina IL-1p, o que reforca a agdo anti-inflamatdria das antocianinas presentes no suco
de laranja Moro nos voluntarios deste estudo. Consistente a isso, um estudo em ratos Wistar
alimentados com dieta hiperlipidica (45% de calorias proveniente de gordura) encontrou aumento da
expressdo génica de TNF-a e IL-1PB no tecido adiposo visceral ¢ alteracbes na composicdo da
microbiota intestinal nestes animais que foi normalizado através da suplementacdo de Mirtilo,
alimento que contém altas concentra¢des de antocianinas (10g/100g de racao) por oito semanas (LEE.
et al., 2018). Além das acOes das antocianinas sobre a inibi¢éo de vias inflamatorias, estes compostos
bioativos podem regular a inflamacéo através da reducgéo da translocacéo de LPS para a circulacéo e

de mudancas na composi¢do da microbiota intestinal estimulando a colonizagdo de bactérias
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benéficas como os Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Akkermansia muciniphila spp
(JAMAR; PISANI, 2017).

O TNF-a e a IL-1p podem ativar fatores de transcri¢do que aumentam a producéo da IL-6,
uma citocina envolvida na inflamacao produzida por mondcitos, macréfagos e adipocitos a partir de
sinais de patdgenos exdgenos conhecidos como padrdes moleculares associados a patdgenos
(TANAKA et al., 2014). Estes sinais sdo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de
patdgenos como 0s TLRs presentes em celulas imunoldgicas incluindo os mondcitos e macrofagos e
estimulam vias de sinalizacdo inflamatéria como o NF-kB com efeitos diretos na transcricdo de
citocinas inflamatérias (PATSALOS et al.,2020). A reducdo destas citocinas mencionadas
anteriormente estdo surgindo como possibilidade no tratamento clinico de diferentes doencas que
apresentam processo inflamatorio subjacente como as doencgas metabodlicas (PELUSO et al., 2013).
No presente estudo, os voluntarios que receberam o suco de laranja Moro apresentaram reducao das
concentragdes de IL-6 no plasma, resultado semelhante ao encontrado em relagéo a outros parametros
inflamatorios no nosso estudo, o que sustenta a eficiéncia das antocianinas em reduzir a inflamacéo.
Além disso, a andlise multivariada apontou os mediadores inflamatérios no plasma como o0s
parametros de maior impacto nos tratamentos com os sucos de laranja Pera e Moro evidenciando o

papel do consumo de suco de laranja em marcadores inflamatdrios.

Além da avaliacdo destes marcadores no plasma, nosso estudo analisou estes parametros
inflamatdrios no sobrenadante de mondcitos estimulados por LPS e observamos que 0s voluntarios
que receberam suco de laranja Moro tiveram concentragcdes menores de IL-6 e TNF-o comparando
os periodos finais de cada intervencdo. Em conjunto, estes resultados corroboram com outros achados
da literatura que sugerem a acdo anti-inflamatoria exercida pelas antocianinas e evidenciam o
beneficio da ingestdo de alimentos ricos em antocianinas como o suco de laranja Moro com o objetivo
de reduzir os niveis de marcadores inflamatorios na circulagcdo sanguinea em individuos com
obesidade e resisténcia a insulina (HOLT et al., 2010; PELUSO et al., 2013; SESSO et al., 2005).

Estas citocinas inflamatdrias também sdo capazes de provocar altera¢cdes na mucosa intestinal
atraves de mudancas nas proteinas de juncdes firmes como a zonulina (STURGEON e FASANO,
2016) e contribuem para uma maior permeabilidade intestinal, o que favorece a translocacéo do LPS
para a circulacdo sistémica e a instalacdo da inflamacéo intestinal e sistémica (FUKUI, 2016). Além
disso, estas substancias pro-inflamatorias séo capazes de alterar a composigdo da microbiota intestinal

e podem favorecer a patogénese da obesidade e de doencas associadas.



91

7.5 Suco de laranja e permeabilidade intestinal

Para investigar a permeabilidade intestinal nos voluntarios, analisamos a zonulina e o LPS
plasmaticos. A zonulina é uma proteina envolvida na regulacdo da permeabilidade intestinal através
de acOes sobre as proteinas de jungdes firmes e (til para a avaliacdo da permeabilidade intestinal. Em
individuos com excesso de peso, a zonulina esta aumentada e associada a alteracdes metabolicas tais
como hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hiperuricemia (FERNA, 2012). Ainda, a dieta
hiperlipidica também induz as alteracbes na permeabilidade intestino, na composic¢ao da microbiota
intestinal e colabora para o surgimento de disfuncbes metabolicas como a resisténcia a insulina
(CANI et al., 2008). Diferente dos resultados encontrados no nosso estudo em relacdo aos parametros
inflamatorios onde os efeitos foram associados a ingestdo do suco de laranja Moro, a reducdo da
permeabilidade intestinal foi encontrada somente apds o consumo do suco de laranja Pera, estes
resultados ja foram observados em outro estudo que avaliou a acdo de diferentes flavonoides como a
daidzeina, morina, hesperetina, naringenina sobre a integridade da barreira intestinal (NODA et al.,
2012). Ressalta-se que destes compostos usados no estudo, a naringenina e a hesperitina estéo
presentes no suco de laranja Pera e Moro. Os mecanismos envolvidos que explicam menor
permeabilidade apds o a ingestdo destes compostos bioativos incluem o aumento na expressao das
proteinas de juncdes firmes como a zonulina, ocludina, molécula de adesao-1 e/ou claudinas (NODA
et al., 2012). No presente estudo, a composicao de flavanonas € bastante semelhante nos sucos de
laranja Pera e Moro, no entanto, o suco de laranja Pera contém maiores concentragdes de hesperidina
tanto no sobrenadante quanto no pellet, o que pode estar relacionado a estes efeitos encontrados na
reducdo da permeabilidade intestinal somente com o tratamento com o suco de laranja Pera, ja que
este contém em maiores concentragcdes 0s compostos bioativos associados a efeitos protetores sobre
a integridade intestinal. Neste sentido, estudo com suplementacédo de hesperidina avaliou o efeito da
suplementacdo em trés principais componentes das junc@es firmes (claudina 2, zonulina e ocludina)
no colén de animais alimentados com dieta hiperlipidica e observou reducdo da expressao destas
proteinas com a dieta, mas que foi restaurada apds o tratamento com hesperidina (LI1U et al., 2020).
Além disso, os autores encontraram elevacdo de outros marcadores de integridade intestinal como a
proteina ligadora de polissacarideos e a proteina ligadora de &cidos graxos, o que refor¢a nossos
achados sobre a participacéo especialmente da hesperidina na regulacdo da integridade intestinal
atraves de componentes das juncdes firmes contribuindo para mitigar os efeitos deletérios da

obesidade e resisténcia a insulina na mucosa intestinal.
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A microbiota intestinal de individuos com obesidade e de animais alimentados com dieta
hiperlipidica é caracterizada por niveis elevados de LPS que € um constituinte das bactérias intestinais
gram-negativas e um potente indutor da resposta inflamatoria (TSENG e WU, 2019). Em condicGes
normais, o LPS esta presente no limen intestinal e ndo apresenta efeitos negativos, no entanto, na
presenca de doencgas metabdlicas e em outras condicGes clinicas que afetam o trato gastrointestinal
direta ou indiretamente, o LPS é transferido para a circulacdo sanguinea atraves do aumento da
permeabilidade intestinal e contribui para a inflamacéo sistémica (BORONI MOREIRA et al., 2012;
CANDIDO et al., 2018). No presente estudo, os tratamentos com o suco de laranja Pera e Moro n3o
alteraram de forma expressiva o LPS, mas é possivel observar concentragdes mais baixas apos a
ingestdo de ambos os sucos. Esta reducdo discreta do LPS no plasma possivelmente esta relacionada
a menor permeacdo do LPS devido ao fortalecimento da barreira intestinal como mencionado
anteriormente. Associado a isso, a reducao da abundancia de bactérias gram-negativas que implicam

na patogénese da inflamag&o cronica na obesidade e na sensibilidade a insulina.

7.6 Efeitos dos sucos de laranja na microbiota intestinal

A interagéo entre dieta, microbiota intestinal e obesidade vém sendo intensamente investigada
nos Ultimos anos. A hipétese de que a microbiota intestinal desempenha um papel na patogénese da
obesidade levou a realizacdo de uma série de trabalhos cientificos que tentaram caracterizar a
composicdo da microbiota intestinal em modelos animais e humanos com obesidade e testaram 0s
possiveis efeitos de diferentes intervencdes nesta composicdo (BARENGOLTS, 2016; CHAMBERS
etal., 2019; DAO et al., 2016).

As bactérias sdo os principais representantes da microbiota intestinal, com duas principais
linhagens filogenéticas: Bacteroidetes e Firmicutes que contribuem com 90% das bactérias fecais em
individuos saudaveis. Na obesidade comparado a eutrofia, alguns estudos encontraram menor
proporcdo de Bacteroidetes e maiores niveis de Firmicutes (ANDOH et al., 2016; INATHAM et al.,
2018; LEY et al., 2005; TURNBAUGH et al., 2006). O nosso trabalho analisou o efeito dos sucos de
laranja Pera e Moro na abundéancia relativa neste nivel taxondmico e encontramos uma grande
abundancia de Firmicutes correspondendo a 85,93% nas amostras fecais de todos os voluntarios que
corrobora com outros estudos que encontraram aumento do filo Firmicutes em detrimento do filo
Bacteroidetes e demonstram o desequilibrio na composicdo da microbiota intestinal nestes

individuos. Esta mudanca na composic¢éo dos principais filos da microbiota intestinal encontrada no
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nosso estudo pode estar associada a ingestdo crénica de uma dieta hiperlipidica especialmente de
gordura saturada que induz ao aumento da razdo Firmicutes:Bacteroidetes e tem implicacdo néo
apenas na composicdo da microbiota intestinal no nivel como filo, mas também em género e espécie
(TURNBAUGH et al., 2009). Este desequilibrio na microbiota intestinal de individuos com
obesidade contribui para o aumento da permeabilidade intestinal, reducdo da riqueza microbiana e
ativacdo da inflamag&o subclinica (CANDIDO et al., 2018). No nosso estudo, o tratamento com o
SLP e SLM promoveu uma reducéo na razdo Firmicutes/Bacteroidetes o que suporta o papel benéfico
das flavanonas e antocianinas presentes nos sucos de laranjas na restauracdo da microbiota intestinal
em individuos com obesidade. Em concordancia com nossos resultados, um estudo realizado em
camundongos que receberam dieta hiperlipidica demonstraram diminuicdo significativa na
abundancia de Firmicutes e aumento de Bacteroidetes ap0s a suplementacdo com neohesperidina (LU
et al., 2020).

O filo Actinobacteria foi o segundo mais abundante na microbiota intestinal dos participantes
do nosso estudo, tanto o0 aumento do filo Firmicutes quanto de Actinobacteria estdo associados a dieta
hiperlipidica (HILDEBRANDT et al., 2009), o que evidencia os resultados encontrados neste
trabalho visto que o consumo elevado de gorduras saturadas também associado a alteracdes na
composic¢do da microbiota intestinal (MUJICO et al., 2013; PATTERSON et al., 2014; WU et al.,
2011). Considerando as intervencdes com os sucos de laranja, os dois tratamentos nao apresentaram
diferencas significativas neste filo, entretanto, sua abundancia relativa apresentou-se

consideravelmente reduzida (de 7,28% para 6,62%) ap0s a intervencdo com SLP neste filo.

Ao analisar o nivel taxonémico género da microbiota intestinal, nosso estudo encontrou uma
grande variabilidade interindividual antes e ap0s cada tratamento com o suco de laranja. Esta
variabilidade pode estar relacionada as caracteristicas dos voluntarios como idade, sexo, uso de
medicamentos, genética e podem interferir na composicao da microbiota intestinal e na resposta ao
tratamento. Ainda assim, os sucos de laranja Pera e Moro alteraram de forma similar a abundéancia
relativa de 51,61% dos géneros bacterianos identificados na microbiota intestinal dos voluntarios,
sendo que 11 géneros tiveram sua abundancia aumentada e 5 géneros tiveram sua abundancia
reduzida. Este padréo sugere que ambos 0s sucos podem modular a microbiota intestinal da mesma
forma, pelo menos parcialmente.

Os sucos de laranja Pera e Moro ndo tiveram efeitos significativas (p<0,05) sobre a
composicao da microbiota intestinal no nivel género, exceto a abundancia relativa da Bifidobacterium

que foi diferente comparando o periodo final de cada tratamento com niveis mais elevados ap6s o
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tratamento com o suco de laranja Moro. Bactérias do género Bifidobacterium apresentam enzimas [3-
glicosidases que sdo capazes de metabolizar as antocianinas e algumas, tais como Bifidobacterium
bifidum, apresentam também enzimas responsaveis pela O-deglicosilacdo de flavanonas, compostos
bioativos encontrado no suco de laranja Moro (FARIA et al., 2014), tal resultado justifica a relacéo
entre maior abundancia de Bifidobacterium e o tratamento com o suco de laranja Moro. Este género
é comumente associado a beneficios a saude devido as suas a¢des anti-inflamatdrias relacionadas a
diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias incluindo TNF-o e IL-1B no tecido adiposo visceral e
concentracdes menores de LPS (CANI et al., 2007). Embora nosso estudo tenha encontrado maior
abundéancia deste género comparando o periodo final de cada intervencéo, este resultado pode indicar
uma possivel relacdo da Bifidobacterium aos niveis reduzidos de citocinas inflamat6rias também

encontrados no grupo que foi suplementado com o suco de laranja Moro.

No presente estudo foi observada correlacdo positiva entre os géneros Dorea,
Fusicatenibacter e Ruminococcus e a composicao corporal, perfil lipidico e glicemia. A associacao
positiva entre os géneros Dorea e Ruminococcus e parametros antropomeétricos incluindo o IMC ja
foram apontados na literatura (COMPANYS et al., 2021; OTTOSSON et al., 2018), assim como, a
correlacdo positiva com o perfil lipidico (ZENG et al., 2019). J& o género Fusicatenibacter tem sido
associado positivamente a obesidade (VAZQUEZ-MORENO et al., 2021) e ao perfil lipidico como
CT, LDL-ce TG (HUANG et al., 2020) confirmando os achados encontrados no nosso estudo. Além
disso, encontramos correlacdo negativa moderada entre os metabdlitos de fase Il provenientes de
naringenina e os géneros bacterianos Christensenellaceae, Ruminococcus e Faecalibacterium. A
relacdo entre estes géneros e metabdlitos de flavonoides sdo escassos na literatura. Contudo, estudos
prévios sugerem associacdo positiva entre a ingestdo de flavonoides e estes géneros encontrados
(CUERVO et al., 2015; ROYTIO et al., 2017; SOKOL et al., 2008).

O intestino humano é um ecossistema muito diverso e uma microbiota intestinal saudavel tem
como caracteristica principal uma maior diversidade de bactérias, no entanto, na presenca de algumas
condicdes clinicas como a obesidade, resisténcia a insulina e inflamacéo subclinica esta diversidade
é afetada (STANISLAWSKI et al., 2019). No nosso estudo para explorar os efeitos dos sucos na
diversidade bacteriana utilizamos os indices de alfa e beta-diversidade e ambos os tratamentos ndo
apresentam efeitos sobre estes parametros indicando que as comunidades bacterianas entre 0s grupos
tratados com o suco de laranja Pera e Moro ndo eram diferentes. Por outro lado, estudos em animais
e humanos demonstraram a capacidade dos polifenois de alterar a diversidade da microbiota intestinal

dependendo da estrutura quimica dos polifendis, visto que estes compostos sdo capazes de promover
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o0 crescimento de determinadas bactérias, mas esta acdo é dependente da dose utilizada (LI et al.,
2020) Acrescenta-se a isso que o0s estudos que apresentaram mudanca na diversidade da microbiota
intestinal apo6s a ingestdo de polifendis foi mediada pela reducdo do IMC, resultado que ndo foi
encontrado no presente estudo (LE ROY et al., 2020).

Existem algumas evidéncias na literatura que sugerem que os polifendis a partir do consumo
de frutas, vegetais, legumes podem induzir a mudancas na microbiota intestinal com efeitos sobre a
producdo da acidos graxos de cadeia curta (MAS-CAPDEVILA et al., 2020) As principais bactérias
envolvidas na producédo de 4cidos graxos de cadeia curta sdo a Escherichia coli, Bifidobacterium sp,
Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Eubacterium sp (CARDONA et al., 2013; DUENAS et al., 2015).

Os trés principais AGCC sdo o butirato, acetato e propionato e apresentam importantes acdes
em vias metabdlicas e inflamatdrias. No presente estudo encontramos niveis elevados de AGCC nas
fezes dos voluntarios que receberam a intervengdo com o suco de laranja Pera, exceto em relacdo ao
acetato que apresentou expressiva elevacao apds a ingestdo do suco de laranja Moro. Atribuimos o
aumento dos AGCC no grupo Pera devido a maior ingestao de fibras alimentares neste grupo, tendo
em vista que os AGCC sao produzidos durante a fermentacdo sacarolitica. Portanto, estes resultados
ndo demonstraram a influéncia da ingestdo dos sucos de laranja Pera nos acidos graxos de cadeia
curta produzidos pela microbiota intestinal. Contudo, o suco de laranja Moro promoveu mudanca nos
niveis de acetato, o que pode sugerir o envolvimento de alguns géneros bacterianos como
Bifidobacterium e Lactobacillus relacionados a producdo de AGCC (TURNBAUGH et al., 2009).
No presente estudo, o tempo de tratamento e a dose utilizada de suco de laranja ndo foi suficiente
para induzir mudancas significativas na microbiota intestinal de individuos com obesidade
especialmente em relacao a estes géneros associados a producdo de AGCC. Mas, outros estudos que
usaram concentracdes mais elevadas de polifendis apontaram maior abundancia de Bifidobacterium
e concomitantemente maiores concentracdes de AGCC indicando que os polifendis presentes na dieta
podem favorecer mudancas na microbiota intestinal e maior producdo destes metabodlitos da
microbiota intestinal com papéis benéficos a saide (GENTILE; WEIR, 2018; SINGH et al., 2017).

7.7 Influéncia do grau de obesidade e dos sucos de laranja na microbiota intestinal

Sabe-se que os efeitos de qualquer intervencdo dietética dependem do fendtipo clinico e de
variaveis individuais. Ao analisar os parametros responsaveis por maior agrupamento dos voluntarios

no presente estudo observamos a influéncia do IMC e dos marcadores inflamatérios como o0s
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principais fatores que explicam a varidncia dos achados encontrados. Nossos voluntarios
apresentavam graus de obesidade distintos e possivelmente as diferencas metabdlicas, perfil
inflamatdrio e na composicédo da microbiota intestinal poderiam influenciar os resultados encontrados
nas intervencdes que realizamos. Por esta razdo, com o intuito de aprofundar a compreensédo dos
efeitos dos sucos de laranja em diferentes graus de obesidade avaliamos a abundéancia relativa no
nivel taxonémico filo e género separando os voluntarios de acordo com o grau de obesidade e
tratamento proposto.

Na analise da abundéncia relativa da microbiota intestinal no nivel género, os voluntarios com
obesidade grau 3 pertencentes ao grupo suco de laranja Pera tiveram menor abundancia dos géneros
Akkermansia. Contudo, este género aumentou de forma discreta apds o consumo do suco de laranja
Moro. A Akkermansia muciniphila é uma bactéria encontrada na microbiota fecal de individuos
saudaveis e tem como principal funcdo a degradacdo da camada de muco do epitélio intestinal
(BELZER; DE VOS, 2012). Nas doengas metabdlicas como a obesidade, a Akkermansia é
intensamente afetada e apresenta uma abundancia reduzida (DAO et al., 2019; SCHNEEBERGER et
al., 2015).

No presente estudo, encontramos o género Alistipes menos abundante em voluntarios com
obesidade grau 3 em ambos os tratamentos, achado consistente com outros estudos que apontaram
correlacdo inversa de Alistipes com o IMC (AGUIRRE; SOUZA; VENEMA, 2016; LV et al., 2019;
THINGHOLM et al., 2020; ZENG et al., 2019). Neste mesmo grupo, ap6s a intervencdo com 0s
sucos de laranja Pera e Moro houve um aumento de Alistipes indicando um efeito relacionado ao
IMC, visto que este efeito s6 foi observado nos voluntarios com obesidade grau 3. Resultados
semelhantes foram encontrados em um estudo em camundongos C57BL/6 tratados com antocianinas
por trés meses proveniente de Goji berry, apds o tratamento os animais apresentaram maior
abundancia de Alistipes (PENG et al., 2020). O género Alistipes parece ter um efeito protetor em
doencas como a fibrose hepatica, colite, cancer e doencas cardiovasculares, no entanto, os dados na
literatura sdo conflitantes (PARKER et al., 2020).

Ainda, os voluntarios com obesidade grau 3 tiveram aumento do género Catenibacterium,
apos o tratamento com o suco de laranja Moro. Este género tem sido associado a menor risco de
doencas cardiovasculares (KELLY etal., 2017) e a ingestdo de polifendis na dieta (GUO et al., 2017),
no entanto, no presente estudo encontramos aumento deste género somente apos a intervengdao com

0 suco de laranja Moro o que sugere que a influéncia dos polifenois sobre o género Catenibacterium
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pode ser dependente da classe de polifendis ofertado, ja que o suco de laranja Pera também é uma

fonte de polifendis, mas ndo encontramos este mesmo resultado.

O género Bacteroides também apresentou maior abundancia nos voluntarios com obesidade
grau 3 apos o tratamento com o suco de laranja Moro. Este género esta envolvido no metabolismo
das flavanonas (BRAUNE; BLAUT, 2016) e das antocianinas (LIU et al., 2017; MAYTA-APAZA
etal., 2018; PETERSEN et al., 2019), o que corrobora com nossos achados, uma vez que encontramos
este efeito apenas nos voluntarios que receberam suco de laranja Moro. Estes resultados corroboram
também com os publicados em estudo anterior do mesmo grupo de pesquisa (NISHIOKA et al.,
2021), no qual foi observada correlagéo positiva entre os valores de abundancia relativa deste género
e 0s conteudos de naringenina-7-glicuronideo e hesperetina-7-glicuronideo excretados na urina de

voluntarios apds o consumo de 600 mL de suco de laranja das variedades Pera e Moro.

Tendo em vista os resultados apontados em relacdo a Bacteroides no nivel género, tivemos
aumento do filo correspondente (Bacteroidetes) nos voluntarios com obesidade grau 3 apos a
suplementacdo com o SLM. Em suma, notamos o efeito especialmente do suco de laranja Moro em
individuos com obesidade grau 3 na modulacao de géneros bacterianos ja apontados na literatura com
efeitos benéficos a salde, o que pode indicar uma resposta possivelmente dependente do estado

nutricional e/ou condigdes patoldgicas dos voluntarios do presente estudo.

7.8 Compostos bioativos das laranjas e metabolitos na urina

No presente estudo, realizamos a analise dos metabdlitos de flavanonas e antocianinas na urina
dos voluntérios e identificamos os metab6litos naringenina, hesperitina e acidos fendlicos. Estes
metabdlitos estavam mais elevados ap6s as intervengdes com o suco de laranja Pera e Moro o que
indica que os resultados encontrados no nosso estudo estavam relacionados a presenca destes

compostos bioativos, ja que o consumo alimentar permaneceu inalterado ao longo do protocolo.

Os metabdlitos da urina predominantemente encontrados estavam na forma conjugada de
hesperitina e naringenina, semelhante a outros estudos do nosso grupo com o consumo de suco de
laranja (NISHIOKA et al., 2021). Além disso, encontramos metabolitos com dois ligantes como a
hesperitina diglicuronideo e a naringenina diglicosideo. Notamos uma grande variabilidade na
excrecdo de metabolitos encontrados urina em relagdo aos metabolitos de fase Il e aos acidos
fendlicos. Consistente a isso, um estudo com 129 individuos com idade entre 18-80 anos também

encontrou uma importante variabilidade individual na excrecdo de metabolitos apos a ingestdo de
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naringenina (1,6% a 59%) e de hesperitina (0% a 25%), um dos principais fatores que contribuiram
para este resultado foi a idade que apresentou uma correlagdo negativa com estes metaboélitos
indicando que pode ser um fator de interferéncia no metabolismo das flavanonas (BRETT et al.,
2009). Além disso, sabe-se que outros fatores podem interferir na biodisponibilidade destes
compostos e na excrecdo destes metabolitos como a matriz alimentar, forma fisica disponivel (suco,
extrato sollvel ou capsula), métodos de processamento, técnicas de estoque, estrutura quimica e as
caracteristicas dos individuos. Ainda, especula-se na literatura que a variabilidade na quantidade,
composicdo e tempo de excrecdo de metabdlitos destes compostos na urina pode ser devido a
heterogeneidade na microbiota dos individuos (CASSIDY; MINIHANE, 2017), visto que para estes
compostos bioativos estarem na sua forma aglicona que é mais biodisponivel dependem das

hidrolases no intestino e/ou da microbiota intestinal (WANG et al., 2021b).

Muitas bactérias anaerobias no intestino grosso apresentam enzimas hidroliticas como as a-
raminosidases, B-glicosidases, B-glucuronidases que contribuem para a hidrélise dos glicosideos dos
flavonoides, por exemplo, a naringenina-7-O-rutinosideo e a hesperetina-7-O-rutinosideo séo
convertidas em agliconas (naringenina e hesperitina) apds a incubacéo com a espécie Bifidobacterium
longum RO175 (PEREIRA-CARO et al., 2018). Ainda, nesta forma aglicona, existem espécies
bacterianas que também participam do metabolismo de fase Il no intestino ou no figado como a
Blautia sp. MRG-PMF1, Parabacteroides distasonis JCM 5825, Bacteroides uniformis JCM 5828,
Bifidobacterium dentium K13 e outras.(WANG et al., 2021b) Igualmente, as antocianinas também
sdo dependentes da microbiota intestinal para a conversdo para a sua forma ativa e este processo
ocorre através da acdo de determinados microorganismos como as espécies de Bifidobacterium e
Lactobacillus que apresentam muitos efeitos benéficos a saude (AMARETTI et al., 2015). Nosso
estudo ndo avaliou a composicao da microbiota intestinal no nivel espécie, mas no nivel taxondmico
género 0s nossos resultados indicaram o efeito dos tratamentos em determinadas bactérias como as

Bifidobacteria relacionadas ao metabolismo de compostos bioativos.

Apds este processo no colon ocorre a producado de produtos fendlicos das flavanonas tais como
0 &cido hipurico e o acido metilhiparico, que no presente estudo foram os dois produtos fenolicos
identificados na urina. As antocianidinas podem ser metabolizadas a &cidos protocatecuicos, no
entanto, nosso estudo ndo conseguiu quantificar este composto na urina dos participantes. Deste
modo, tanto as formas conjugadas quanto as formas agliconas podem ser encontradas na urina
(ICHIYANAGI et al., 2008; KAY et al., 2004).
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Para concluir, observamos no presente estudo que os sucos de laranja variedade Pera e Moro

apresentaram efeitos distintos em determinados pardmetros em individuos com obesidade e

resisténcia a insulina, os quais estdo destacados na Figura 32.
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Figura 32. Principais resultados do estudo ap6s o consumo do suco de laranja Pera e Moro. Razéao

F/B: Firmicutes/Bacteroidetes.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

De um modo geral, a ingestdo do suco de laranja Pera promoveu efeito positivo na reducéo
da permeabilidade intestinal e o suco de laranja variedade Moro diminuicdo dos parédmetros
inflamatodrios e da pressdo arterial em individuos com obesidade e resisténcia insulinica. Tais
alteracbes podem contribuir para a diminuicdo da inflamacdo subclinica e, consequentemente,
representar um beneficio a saude, mitigando as alteracfes metabolicas e inflamatorias decorrentes

destas condigdes clinicas pré-existentes.

Resultados obtidos no presente estudo evidenciaram ainda possiveis efeitos dos sucos de
laranja na modulacdo da microbiota intestinal, resultando em alterac6es na producéo de &cidos graxos
de cadeia curta e de acidos fendlicos provenientes da metabolizacdo das flavanonas dos sucos de
laranja, compostos estes conhecidamente relacionados aos efeitos observados nos parametros
bioquimicos avaliados e a outros efeitos benéficos decorrentes do consumo de citrus e derivados.

Embora a inclusdo de voluntarios com diferentes graus de obesidade (1 a 3) no ensaio clinico
tenha dificultado a visualizacdo de diferencas significativas nos pardmetros analisados, devido a
grande variacdo interindividual, esta abordagem possibilitou a visualiza¢do da resposta a ingestao dos
compostos bioativos do suco de laranja em individuos com diferentes estados nutricionais e
patoldgicos.

Desta forma, os resultados obtidos justificam a realizacdo de mais estudos com nimero maior
de individuos e a continuidade na busca pela compreensdo dos mecanismos envolvidos nos efeitos

benéficos relacionados ao consumo de suco de laranja.
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ANEXOS

ANEXO 1. PARECER DO CEP

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Saude
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
Comité de Etica em Pesquisa

DATA DA ENTRADA: 08 de Setembro de 2016,

DATA DA AVALIACAO: 04 de Outubro de 2016.

CAAE : 59663816.8.0000.5462

N* DO PROTOCOLO NO CEP: 4699

(este n” deverd citar nas correspondéncias referentes a este projeto)
Investigadora Principal: Carlos Daniel Magnoni

N° Total de Sujeitos no Centro:

N* Total de Sujeitos no Brasil:

N? Total de Sujeitos no Estudo:

Area Temitica Especial: ndo se aplica

Area de Conhecimento: Ciéncias da Satde

Fase: Nio se aplica

Duraciio do Estudo: 12 meses

Apoio/ Patrocinador: Recurso proprio

Instituigdio Proponente: Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia
CEP Proponente; Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia

Projeto de Pesquisa Clinica: “EFEITO DOS SUCOS DE LARANJA PERA E LARANJA
SANGUINEA NA CAPACIDADE FUNCIONAL DOS MONOCITOS, MARCADORES
INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO, EM INDIVIDUOS COM RESISTENCIA A
ACAO DA INSULINA™,

Consideragdes/Comentirios:. Trata-se de estudo clinico para avaliar os efeitos do consumo de suco
de laranja, como uma terapia coadjuvante no tratamento da resisténcia a insulina e os possiveis
mecanismos inflamatdrios ¢ metabdlicos envolvidos.

Ao se proceder ) anilise ao projeto em questiio, considera-se que:

4) O projeto preenche os requisitos fundamentais da Resolugiio CNS 466 de 12 de Dezembro de
2012, sobre as Diretrizes ¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos,
do Conselho Nacional de Saide / Agéncia Nacionais de Vigilincia Sanitdria ¢ as Boas Praticas de
Pesquisa Clinica do ICH-GCP.

b) O Comité de Etica em Pesquisa avaliou ¢ aprovou o Projeto de Pesquisa.

Av. Dr. Dievie Pazzarese. 500 + Ibeaguscs « $80 Pauto - SP « CEP. 04012.909 + Fors (17} 5005 2040 + E-mal. cap@dantepazzanese oog be

P S S T ——




SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE <
Coordenadoria de Servigos de Saide
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¢} O Comité de Etica em Pesquisa segue os preceitos da Resoluglio CNS 466 de 12 de Dezembro de
2012, sobre as Diretrizes ¢ Normas Regulamemadoras de Pesguisa Envolvendo Seres Humandos,

do Conselho Nacional de Saide / Conselho Nacionais de Etica em Pesquisa / Agéncia Nacional de
Vigilincia Sanitdria e as Boas Praticas de Pesquisa Clinica do ICH-GCP.,

do ex omité d Pesqui
I. Todas as declaragdes entregues;
Protocolo de pesquisa aprovado;
TCLE aprovado:

B

Questiondrio de Avaliagio Nutricional aprovado.

0 Comité de Etica em Pesquisa solicita:

a) Comunicar qualguer alteragdio no projeto efou TCLE.
b} Comunicar qualquer evento adverso sério ocorrido durante a conducio do estudo.

¢) Elaborar e apresentar a0 CEP relatorios semestrais e relatério final sobre o andamenito
da pesguisa

Situagdo: Projeto avaliado e aprovadoe por este Comité de Etica em Pesquisa em reunifio
ordindria realizada no dia 04 de Outubro de 20016
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ANEXO 2 - TCLE
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Secretaria de Estado da Saude

Coordenadoria de Servigos de Sadde
IRICTITI A RALMTE BATTARMOCE AMEC AADRLM AEIA

Secretaria de Estado da Sadde
Coordenadoria de Servigos de Saldde
INSTITUTO DANTE PAZZAMESE DE CARDIOLOGIA
Ay, Or. Dante Pazzanese S00 Ibirapuera [ 04012-909
® Nutricio - S085-6080 e-mail: nutricao@dantepazzaness org.br s £

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECTIDO PARA A PARTICIPACAO NA
PESQUISA:

“Efeito dos sucos de laranja péra e laranja sanguinea na capacidade funcional dos monocitos,

marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo. em individues com resisiéncia a acio da imsulina.™ re
10

Justificativa do Estudo: A cada ano aumenta o nimero de casos de diabetes mellitus em todo o mundo e no
do

cada vez mais sdo estudadas novas terapias, ja que a doenga apresenta dificil controle e relacio direta com o
swgimente de complicagdes. A laramja sanguinea contém antioxidantes que podem ser beneficos no
metabolismo de pacientes com resisténcia a msulina, o que pode prevenr ou retardar o desenvolvimento do = &%
diabetes mellitus.

Objetivos da Pesquisa: Investizar os efeitos dos sucos de laranja péra e laranja sanguinea sobre os pacientes %
com diagnostico de resisténcia a msulma.

Procedimentos que seriio efetuados: Serdo realizadas 4 visitas, com infervalo aproximado de duas semanas ~ las
ENtTe 45 Mesmas. da
Em todas as wisitas serd realizada uma enfrevista com duragio aproximada de 30 mimtos. Serdo realizadas
perguntas sobre o seu estado de sande, habitos, problemas de sande e sobre a sua alimentacdo. Além da
entrevista, serao realizadas medidas de peso, altura, circunferéncia da cintura, conforme descrito a seguir: e

Peso: Vocé sera pesado sem os sapatos e com roupas leves.

Alnira: Voce sera colocado descalgo, sobre a plataforma da balanga, de costas para o marcader, com os pés

umdos, em posi¢do reta e olhando para frente. o

Circunferéncia abdominal: Sera realizada ntilizando-se fita métrica. de

Também sera solicitada a coleta de sangue, para fazer uma avaliagdo dos nivels de colesterol e agicar no 1€
sangue, e a coleta de urina e fezes, que o s1. (a) realizara em sua casa e trara nos dias de visita. O exame de ‘03
sangue sera realizado pelo Instiuto Dante Pazzanese de Cardiologia. A pessoa que coletard o seu sangue  #u
trabalha no laboratorio do hospital e é habilitada a utilizar os procedimentos adequados para nio haver niscos
para ofa) sr{a). Para a reahizacio dos exames laboratonais, ofa) sr.(a) devera dar também o seuw

consentimento.



O suco de laranja péra serd enfregue na primeira visita. Vocé recebera 3 litros de suco para miciar o
tratamento e o restante serd enfregue em sua restdéncia. Vocé devera ingeryr 400 ml do suco por dia, durante
15 dias, para posterior anilise.

Apods a 2* (segunda) visita, serd realizada vma pausa de 4 semanas, e na 37 (terceira) visita, vocé receberd o
suco de laranja sanguinea, sendo paite entregue no momento da entrevista e o restante na sua residéncia Este
anco também devera ser consumido durante 15 dias. sendo 400 ml/dia.

Desconforto e riscos esperados: Ha a possibilidade de ocorrer um pequene desconforte ne momento da
coleta de sangue, devido a picada de agulha da seringa. Mas esse desconforto é momentaneo.

Beneficios esperados: Vocé ndo tera beneficios diretos com esta pesguisa, mas ird contribuir para uma
melhor compreensiio dos efeitos do wso da laranja sanguinea sobre a safdde das pessoas com resisténeia a
insulina.

Efeitos adversos: Nio sio previstos efeitos adversos ao estudo, ja que os sucos de laranja utilizados sio
100% naturais e sem aditivos ou conservantes. De qualguer forma, esta garantido sen direito de indenizacio
diante de eventuais danos decorrentes da intervencio.

Garantia de acesso: Em qualguer etapa do estude, case ofa) sr(a) tenha gualquer divida, o si(a) pode me
perguntar ou entrar em contato com os pesquisadores envelvidos nesta pesquisa ou com o Comité de ética em
Pesquisa. orgdo responsavel pelo esclarecimento de dividas relativas aos procedimentos éticos da pesquisa e
pelo acolhimento de eventuais depineias guanto 4 condocio do estude.

Contato dos profissionais responsiveis pela pesquisa:

Dy Carlos Daniel Magnoni — Av. Dr. Dante Pazzanese, 300 — 9° andar. S30 Paulo/SP

Telefone: 11-3085-6080

Prof Dr. Franco Maria Lajolo -Av. Prof Linen Prestes. 580 Bloco 14. 530 Paulo/SP

Telefone: 11-3091-0128

Comité de Etica

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA (CONEP)

SEPN 510 NORTE, BLOCO A, 3° Andar

Edificio Ex-INAN - Unidade IT - Ministério da Sande

CEP: 70730-521 - Brasilia-DF
Direito de atmahzacio sobre resultados: Voce tera o direrio de ser mantido atualizado sobre os resultados
parciais da pesquisa, quande em estudos abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento do
pesquisador.
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Privacidade: A sua parficipacdo sera mantida em completo sigilo. Todas as mformagdes obtidas atraves
dessa pesquisa serdo confidencials e serdo usadas somente com fins cientificos. As nformagbes coletadas na
entrevista ou nas amostras de sangue serdo identificadas apemas através do codigo, sem nenhuma
identificacdo pessoal

Os dados pessoals e os termos de consentimento serdo mantides em total seguranga e apenas a coordenacio
da pesquisa tera acesso a essas mformagdes. Os seus dados de identificagio serdo mantidos em sigilo, e 50
serdo utilizados para fins clentificos.

Gastos com a pesquisa: O (a) 5r.(z) ndo tera nenhum custo por participar da pesquisa. Os gastos com
transporte e lanche (nos dias de exame de sangue), serdo ressarcidos pela pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim
descrevendo o estudo “Efeito dos suces de laranja péra e laranja sanguinea na capacidade funcional dos
monocitos, marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo, em individuos com resisténcia a acio da
insulina.”

Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo. os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagio € 1senta de despesas.

Concordo voluntanamente em participar deste estudo e poderel retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualgquer beneficio que eu
possa ter adgquirido.

Assinatura do participante Data

{Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropnada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente on
representante legal para a parficipacio neste estudo.

Assimatura do responsavel pelo estudo Data
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ANEXO 3- FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Coordenadona de Senvicos de Satde
INSTITUTO DANTE PAZZANE SE DE CARDIOLOGIA
NUTRIGAO CLINICA

Avaliacio Nutricional — Projeto Laranja Moro

Dhata: f Prontwirie IDPC: Tel:( ]

Nome: Género: OM OF  Idade: anos

E-mail:

[ HISTORIA CLINICA
Antecedentes pessoais Observagies A, Familiar

Ohbesidade lempao: O meses O anos O Nio O Sim
DM lempao: O meses O anos O Nio O Sim
HAS lempo: 0O meses O anos O Nio O Sim
DLP lempao: O meses O anos O Nao O Sim
1AM AN O Nio O Sim
AVC AN O Nio O Sim
DRC lempao: O meses O anos
[N lempao: O meses O ancs
CATE AN
Angioplastia AN
Cirurgia Cardiaca andg:
Ohutros ohs.:

Hibito Intestinal: O Normal O Constipagiio O Diarréia Apetite: O Normal O Aumentado O Inapetente

Edema: O Sim O Nao  Hidratagio: O < 1Ldia O [ a 2Lidia O =204 RH: ml/dia

Atividade Fisica: O Nao O Sim - Tipao:

Fregiéncia: O 1-2x'sem O 3-4x/sem O 5-To/sem Duragio: O<30 min O30-60 min. O=>1h

Bebida Aleodlica: O MNao O Sim  Tipee O Cerveja O Vinhe O Destilados  Frequéncia: O Diana O Semanal O Mensal
O Social Medida: O Shot O Taga O Copo O Latas O Garrafa

Quantidade: O 1 a 3 doses O 4 a6 doses O 7 a 10 doses O =10 doses

Fumante: O Nao 0O Sim: _ cigarros/dia O Ex-tabagista (parou ha _ anos)

| ANTROPOMETRIA

Visitas
| L ) VS ) kL S ) L )

Parimetro

Peso atual (kg)

Circunferéncia da cintura (cm)
Alfura (m)

IMC (ke/m®)

Classificagiio IMC

Pressio arterial (mmHz)

Observagies:
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EXAMES BIOQUIMICOS

Visitas

Exame

(alicemia jejum {mg/dL)

Triglicérides (mg/dL)

Colesteral total {mg'dL)

LDL-C img/dL)

HDL-C {mg/dL)

HbAle (%)

MEDICAMENTOS

Acdo

Medicamenios Dosagem uani/dia Tempo [uso)

Hipolipemiantes

ESTATINAS
Mantida: O Sim O Suspenso O 0204 010 O20 O40
Troca (mEA]

O Simva O Atorva [ Rosuva O Pita

ol O meses O anos

FIBRATOS

Mantida: O Sim O Suspenso O
Troca
[ Beza

00 100 0 145 O 160 0O 200 Ol O meses [ anos

0O Cipro O Feno

Ezetimibe

Mantida: O Sim O Suspenso o ol

0O meses O anos

Hipoglicemiantes

BIGUANIDAS
O Metformina
0O Glifage

aioz

5
o &30 O304

L1 500

[ meses O anos

SULFONILUREIAS
0O Gliclazida O30060

O Glimepirida O1 0204
O Glibenclamida as

oio:z
O304

0O meses O anos

OLUTROS: DOimeses Danos

Imsulina

NPFH ! - DOimeses Danos

Lanfus [ - Oimeses Danos

Regular ! - Olmeses Canos

Humalog ! - DOmeses Oanos

Amntihipertensivos

BETABLOOQUEADDRES O Adennlo]l O Carvedilol O Propanolol O Metoprolol
INIBIDORES ECA O Captopril 0O Enalapril

BLOGY, CANAL DE CALCIO O Anlodipine O Diltiazen

BLOG. RECEFTOR ANGIOTENSINA Il O Losartana O Olmesartana O Valsartana

DIURETICOS O Furesemida O Clortalidona [ Espironelsctona O HCTZ O
Bumetanida

OUTRO ANTIHIPERTENSIVD [ Hidralazina 00 Metildopa

OUTROS &

Anticoagulantes

[ AAS O Cilostazol O Clopidogrel O Dicurmsarina
O Pentoxifilina O Ticagrelor O Varfarina

[ Dhpiridamol
O Femprocumona O Heparina

OUTROS &

Dhutros

O Omeprazol O Levotiroxing [ Alopurinol [ Predinisona
O Amicdarona O ksosorbida O Ivabeading O Propatilnitraio

Renal

O Bicarbonato O Carbonato Ca O Eritropoicting
O Colecaleifierol O Calcitriol O Sulfato Fe

Ohservagies
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ANEXO 4 - RECORDATORIO DE 24 HORAS

Dhafa:

INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CA

_,'. I}

-
i - . .
= = R |~ 3 S Ol

Segao de _H.I:“I;EF Clinica

SECRETARIA DE ESTADD DA SAUDE

RDIOLOGIA

REFEICAD, HORARID

ALIMENTOS

QUANTIDADES
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ANEXO 5 - FICHA DO ALUNO (JANUS)

Fanus - ssema Administrative da Pés-Grad uagan

o
e o

Universidade de 3o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO

3132 - 93515341 - Aline Alves de Santana

Email:

Crata de Mascimento:
Cédula de |dentidade:
Local de Nascimento:

gline_alwesi@usp.br
07031880

R - 44 570.425-2 - 57
Estado de 530 Paule

Macionalidade: Erazizra

Graduagdo: Bacharel em Mutrigio - Universidade Move de Julho - 580 Faulo - Brasil - 2011
Mestrado: Mastra em Cigncias (1) - Universidade Federal de 330 Paulo - 530 Faulo - Brasil - 2014
Curso: Dioutorado

Programa: Ciéncia dos Alimentos

Area: Mutricie Expenimenta

Drata de Matricula: D8M1N2016

Iniciz da Contagem de Prazo: D6M2015

Data Limite para o Deposita: o1M10¥2021

Orientader Académico:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagao no Exame de
Qualificagdo:

Data do Deposito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagac da
Baneca:

Data de Aprovagio da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Crata da Defesa:

Resultzde da Defesa:

Histérico de Ocorréncias:

Prof{a}. Dria). Jodc Roberto Oliveira do Nascimente - 0811002016 at€ 08112016, Email:

jronasci@usp.br
Prof{a}. Dria). Franco Maria Lajodo - 09/11/2015 até o presente. Email: fmiajoio@usp.br

Inghés, 14/09/2015

Aprovado em 04122018

Primeira Matricula em 08/10:2018

Aluno matriculade no Regimento da Pds-Graduagdo USF (Resolucdo n® G542 em viger de 20004/2013 até 2803/2018).
(Mitima ocorréncia: Matricula de Acompanhaments em 15/03/2021

Impresso em: 28/06/2021 22:01:28
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f % Universidade de 530 Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO

9132 - 39613341 - Aline Alves de Santana

Nome da Disciplina i Término chi}griila Cred. Freq. Conc. Exc. Situacao

FBCET1%- Tralo Gastointestinal Imunomodulacio da Colanizagao e . P . .
4 Infecgio Bactsriana 0400872017 18112017 &0 B ili] A H  Concluida
Aalzacao em Diabetes Melius Tipo 1 @ 2 e Sindrome .
MCMETIE: |y eabilica (Faculdade de Medicina - Universidade de S8 ERH1T  DIHNET 75 b o Malricula
B4 P cancelada
aula)
MCMETZ5- Aspecios Aluais do Melsbolsmao de Lipides (Faculdade de . [ .
B4  Medicina - Universigade de 240 Pauk) SEAQENT - DAN R0 & 4 Bo A Mo Concluita
s
rn'll::.“ggf Topicos em Cincia dos Alimenios e Nutrigao 1l 1TANA17 250102018 an 2 an & M Concluida
P
FEP5121- Bioestatistica (Faculdade de Saide Poblica - Universidade de INOIIAE  O1NSHE a0 i N nlalrrlll-;ulu
145 Sin Paula) e ' - b indeferida
=
FI:I.-‘;I'EIEIE Angdize de Dades de Microbioma 26022016 DANA01E &0 & 100 A N Concluida
HMTSTAT- Ci#ncia de Alimenlos (Faculdade de Saide Poblica s - § . R
4 Universidade de S350 Pala) 1M0S20168 21062018 ] i ili] A H  Concluida

Créditos minimos exigidos
Para exame de .
qualificacso Para deposito de tese
Disciplinas: 0 20 22
Estapios:
Total: 0 20 22
Creditos Atribuidos 2 Tese: 172
Observacbes:
1} Curso com vakidade nacional, de acordo com o dispeste na Portaria MEC n® 1.077, de 31.08.2012.

Conceito a partir de 02/01/1587:
A - Excelente, com dirsito 2 crédite; B - Bom, com direiio a crédite; C - Regular, com direito a crédite; R - Reprovado; T - Transferéncia.

IUmi 1) crédito equivsle 3 15 horas de atividade programada.

(itima oeorréncia: Matrizula de Acompanhamenta em 150372021
Impresse em: ZR062021 22:01:28
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ANEXO 6 - CURRICULO LATTES

Aline Alves de Santana

Enderecn para acessar este OV hitpy/fattes.cnpa,brf226321 1948580875
ID Lattes: 2263213848580875
Ukima atualizacso do curriculo em 29/06/2021

Possui graduacdo em Nutricdo (2010) pela Universidade Move de Julho com experiéncia na area de atendimento
clinico- ambulatorial com foco em doencas cronicas ndo-transmissiveis (obesidade, diabetes, hipertensio,
dislipidemia e outras). Possui Mestrado em Nufricdo (2014) e Esperializacdo em Obesidade (Abordagem
Multiprofissional), ambos pela UNIFESP. Aprimorada em Nubricdo em Cardiologia pelo Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia (2011). Atualmente, € aluna de doutorade em Mutrigdo Experimental pela Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP e professora da graduacdo em Mutricdo da Universidade Move de Julho desde 2014
ministrando disciplinas na drea dinica & de zalde coletiva (AvaliacBo Mutricional, Dictoterapia, Mutricio Matermo-
infantil, Nutricio humana, Epidemiologia Mutricional, Sadde coletiva) e Professora da Especializagdo em Fisiologia do
exercicio em doencas cronicas e populacies especiais no Modulo de Doencas Metabdlicasda Universidade Federal de
Sao Paulo desde 2020. Na Uninove realizou o acompanhamento de alunos nos estagios cumiculares de Salde
Coletiva, Nutrico Clinica & Unidade Produtora de Refeicdo por 5 anos (2014-2019). Foi professora da Graduacdo em
Mutricdo (2015) e Professora Visitante em 2016 da Pos-graduacdo em MutricBo Clinica (Latu sensu) da Faculdade
Integrada Coracdo de Jesus na disciplina de Bases da Mutricdo Clinica (Bioguimica e Fisiopatologia da Mutricdo).
Areas de maior interesse: Obesidade, alimentos funcionais, compostos bicatives, inflamacdo. (Texto informado pelo

autor)

Identificacdo

Mome Aline Alves de Santana

Mome em citacies bibliogrificas ALVES, AS;SANTANA, AA.;DE SANTANA, AA.;DE SANTANA, ALINE;SANTANA, ALTNE
ALVES;DE SANTANA, ALTNE A.:SANTAMA, ALTNE ALVES DE;DE SANTANA, ALTNE
ALVES;SANTANA, ALINE;SANTANA, ALINE A.

Lattes iD &) tep:/lattes.cnpg.br 226321 3848580875

Endereco

Formacdo académica/titulacdo

2016 Doutorado em andamento em Ciéncias dos Alimentos.
Universidade de 530 Pauls, USP, Brasil,
Tituby: Efeitos da ingest3o do suco de laranja Pera e suco de laranja Moro na microbiota
intestinal & marcadores inflamatdrios em individuos com obesidade.,

Crrientador: ﬁ Franco Maria Lajolo.
Palavras-chave: Suco de laranja; Compostos bicativos; Flavanonas; Antocianinas; Obesidade;
resisténcia a insulina.

2012 - 2014 Mestrade em Mutricdo [Conceito CAPES 6).
Universidade Federal de 530 Paulo, UNIFESP, Brasil.
Tituba: Efeitos da ingest3o de um extrato de cha verde descafeinado rico em
epigalocatequina-3-galato sobre a lipdlise de camundongos alimentados com dieta
hiperipidica..Ano de ObtencSo: 2014,
Crrientador: Lila Missae Oyama,
Coorentador: Fabio dos Santos Lira.
Bolsista dofa): Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Mivel Superior, CAPES, Brasil,
Palavras-chawe: 1. Epigalocatequina-3-galato; Obesidade; Lipolise; Metabolismo lipidico;
tecido adiposo.
Grande arsa: Cigncias da Salde




2011 - 2012

2007 - 2010

2007 - 2008
2004 - 2006

2000 - 2003

Formacdo Complementar
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Grande Area: Ciéncias da Satde / Area: Nutricio [ Subdrea: Bioquimica da Nutric3o.
Especializacdo em Obesidade, Emagrecimento e Sadde.

Universidade Federal de S3o0 Paulo, UNIFESP, Brasil.

Titubs: Associacso entre estilo de vida & perfil metabalico de pacientes obesos de uma
Instituto de Cardiologia.

Orientador: Fabio dos Santos Lira.

Bolsista do(a): Universidade Federal de S&o Paulo, UNIFESP, Brasil,

Graduagao em Mutrigao.

Universidade Move de Julho, UNINOVE, Brasil.

Titubo: Estudantes de Nutricae : Individuos suscetiveis ao desenvolvimento de transtornos
alimentares?,

Orientador: Ricardo Monezi Julido de Oliveira,

Graduagio em Formagao Especifica em Controle de (ualidade.

Universidade Move de Julho, UNINOVE, Brasil.

Ensing Medio (2° grau).

Escola Estadual Maria Montessori, EE, Brasil,

Ensing Fundamental [1° grau).

Escola Estadual Maria Montessori, EE, Brasil,

2011

2020 - 2020

2019 - 2019

2018 - 2018

2018 - 2018

2018 - 2018

2018 - 2018

2018 - 2018

2017 - 2017

2017 - 2017

2014 - 2014

2014 - 2014

2014 - 2014

2014 - 2014

2014 - 2014

2013 - 2013

2013 - 2013

2013 - 2013

2012 - 2012

2010 - 2010

Extensio universitaria em Mutricdo em Cardiologia. (Carga hordria: 840h).
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, IDPC, Brasil,

Metabolismo Humano e Obesidade.

Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil,

Curso Online Nutricdo Estética Avancada.

Instituto Ana Paula Pujol, AP, Brasil.

Estratégias avancadas no emagrecimento. (Carga horariaz 20h),
Instituto Ana Paula Pujol, AP, Brasil.

Alimentos funcionais, (Carga horaria: 40h).

Instituto Ana Paula Pujol, AP, Brasil,

Modulagao da microbiota intestinal, {Carga horaria: 6h).

Instituto Ana Paula Pujol, AP, Brasil,

Guia da Microbiota, imunidade e intestino. (Carga hordria: 1h).
Hi-Nutrition Instituto Educacional, HI-NUT, Brasil,

Microbioma e Salde da Mulher, {Carga horaria: 1h).

Ganep Nutrigao Humana, GANEP, Brasil.

Suplementacio nutricional na pratica dlinica de A 3 Zinco, (Carga horaria: 4h).
Universidade Federal de S30 Paula, UNIFESP, Brasil.

Comer com atenc3o plena - Mindful Eating. (Carga horaria: 7h).
Nutricio Comportamental, COMPORTAMENTAL, Brasil.

Manejo Mutricional nas Doencas Crinicas, (Carga horaria: 14h).
Instituto de Pesguisas, Ensino e Gesto em Salde, IMGS, Brasil.
Fisiclogia Hormonal do Emagrecimenta, (Carga horaria: Bh).

Instituto de Pesguisas, Ensino e Gestao em Satde, IMGS, Brasil.

VII Workshop de Atualizacdo em Nutricdo. (Carga horaria: 4h).
Faculdade de Salde Piblica - Universidade de 530 Paulo, USP, Brasil.
Visao da Psiguiatria para a Obesidade Infantl, (Carga horaria: 2h).
Hospital Infantil Sabara, HIS, Brasil,

Probigticos & Microbiota intestinal, (Carga horaria: 5h).

Danone Heath Affairs, DHA, Brasil,

Analise Estatistica. (Carga horaria: 48h).

Universidade Federal de S30 Paulo, UNIFESP, Brasil.

Tendéncias e perspectivas no cenario da nutrigao, (Carga horaria: Sh.
Instituto de Pesquisas, Ensino e Gestdo em Saide, IPGS, Brasil
Nutrigendmica basica. (Carga horaria: 8h).

Instituto de Pesquisas, Ensino e Gestdo em Saide, IPGS, Brasil

Curso On-Line de Pesquiza no PubMed para Pas-Gradu. (Carga horaria: 120h).
Universidade Federal de 530 Paulo, UNIFESP, Brasil.

Transtomos Alimentares: Como identificar e tratar. (Carga horaria: 4h).
Universidade 530 Judas Tadeu, USIT, Brasil.




2010 - 2010 Avaliag3o fisica. {Carga horariaz 3h).
Formando profissionais de academia, FPA, Brasil.
2010 - 2010 Terapia Mutricional - Uma visao atualizada. (Carga hordria: 8h).

Micleo Especializado em Nutrico, ., Brasil.

2010 - 2010 Atendimento Nutricional - Personal Diet. (Carga horaria: 4h).
Nicleo de Estudos Avangados em Mutricdo, NEAN, Brasil,
2009 - 2009 Extensao universitaria em Mutricdo na Infancia & na Adolescéncia. (Carga hordria; 28h).
Hospital das Clinicas da FMUSP, HC, Brasil.
2009 - 2009 Mutricio nas Doengas Cardiovasculares. (Carga hordria: Bh.
Instituto do Coracso do Hospital das Clinicas da FMUSP, INCOR, Brasil.
2009 - 2009 Contagemn de Carboidratos. (Carga horaria: Sh).
Hospital das Clinicas da FMUSP, HC, Brasil.
2009 - 2009 Transtormnaos Alimentares, {Carga horaria: 4h).
Nicleo de Estudos Avangados em Mutricdo, NEAN, Brasil,
2009 - 2009 Mutrigendmica. (Carga hordria: 4h).
Faculdade de Salde Plblica - Universidade de 530 Paulo, USP, Brasil.
2009 - 2009 Envelhecimento,Nutricao e Doencas Cardiovasculares. (Carga horaria: 8h).
Instituto do Coracso do Hospital das Clinicas da FMUSP, INCOR, Brasil.
2009 - 2009 Mutricio Esportiva. (Carga horaria: Sh).
Universidade Move de Julho, UNINOVE, Brasil.
2008 - 2008 Inovagbes tacnoldgicas em Uan, (Carga hordria: 4h).
Universidade Move de Julho, UNINOVE, Brasil.
2008 - 2008 Nutrigio nos Cickes da Vida. (Carga horaria: 6h).

Hospital e Maternidade Brasil, HMB, Brasil,

Atuacdo Profissional

Universidade Nove de Julho, UNINDVE, Brasil.

Vinculo institucional
2014 - Atual Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Professor, Carga horaria: 40

Universidade Federal de S3o Paulo, UNIFESP, Brasil.

Vinculo institucional

2020 - 2020 Vinculo: Professor Visitante, Enquadramento Funcional: Outro

Outras informacdes Disciplina ministrada: Doencas Metabdlicas & Intervencdo Nutricional: Obesidade, Diabetes,
Sindrome Metabdlica & Microbiota intestinal (60 horas)

Faculdades Integradas Coragdo de Jesus, FAINC, Brasil.

Vinculo institucional

2015 - 2016 Vinculo: Professor, Enquadramento Funcional: Professor titular, Carga horaria: 4
Vinculo institucional
2014 - 2015 Vinculo: Professor Visitante, Enquadramento Funcional: Pés graduacao em Mutrigao Clinica

Extensio Médica Académica, EMA, Brasil.

Vinculo institucional

2015 - 2015 Vinculo: Nutricionista Discutidora, Enquadramento Funcional: Voluntaria

Outras informacdes Atividades do projeto Extensao Médica Académica (EMA) da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo mo ano de 2015 com uma carga horaria de 30 horas, na qualidade
de Nutricionista Discutidora.
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Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, IDPC, Brasil.

Vinculo institucional
2010 - 2011 Vinculo: Colaborador, Enquadramento Funcienal: Aprimoranda de Mutrigdo em Cardiologia,
Carga horaria: 30, Regime: Dedicacdo exclusiva.
Atividades
07/2010 - 122010 Estagios , Instituto Dante Pazzanese de Cardiclogia.
Estagio realizado
Estagio em Nutricao Clinica.
02/2010 - 04/2010 Estidgios , Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia.
Estagio realizado
Estagio em Saude Publica.

Idiomas
Ingles Compreende Bem, Fala Razoavelmente, L& Bem, Escreve Bam.,
Espanhol Compreende Razoavelments, Fala Pouco, L& Razoavelments, Escreve Pouco,

Artigos completos publicados em periddicos

Ordenar por
[ Ordemn Cronologica V]
1. MARCIANC, RENATA ; SANTAMARINA, ALINE BOVETO ; DE SANTAMA, ALINE ALVES ; SILVA, MATSA DE LIMA

CORRELA ; AMANCIO, OLGA MARIA SILVERIDH ; D NASCIMENTC, CLAUDLA MARIA DA PENHA OLLER ; OYAMA, LILA MISSAE ;
DE MORATIS, MAURG BATISTA . Effects of prebiotic supplementation on the expression of proteins regulating iron absorption in
anasmic growing rats. British Journal of NutritiondCR, v, 113, p. 901-908, 2015,

Ejtagﬁa: WEE OF SOEMCE~ 21 | SICLPWUS 11
2, k¢ SANTANA, ALIME; SANTAMARINA, ALINE ; SOUZA, GABRIEL ; MENNITTI, LAlS 3 OKUDA, MARCOS ; VENANCIO,
DANIEL ; SEELAENDER, MARILIA ; OLLER DO NASCIMENTO, CLAUDIA ; RIBEIRO, ELIANE ; LIRA, FABIO ; OYAMA, LILA .
Decaffeinated green tea extract rich in epigallocatechin-3-gallate improves insulin resistance and metabolic profiles in
normolipidic diet-but not high-fat diet-fed mice. Jounal of Nutritional Bischemistry ICR, v, 26, p. 893-902, 2015.

Citaches: WEB OF SUEMNE" 20 | SQWPWS 9

3. SANTAMARINA, ALINE B. ; OLIVEIRA, JULIAMA L. ; SILVA, FERNANDA P. ; CARNIER, JUNE ; MENNITTI, LAIS V. ;
SANTANA, ALINE A. ; DE SOUZA, GABRIEL H. L. ; RIBEIRO, ELTANE E. ; OLLER DO MASCIMENTO, CLAUDIA M. ; LIRA, FABIO
S0 3 OYAMA, LILA M. . Green Tea Extract Rich in Epigallocatechin-3-Gallate Prevents Fatty Liver by AMPK Activation via LKB1 in
Mice Fed a High-Fat Diet. Plos OneldR, v, 10, p. 20141227, 2015.

Citacdes: WED OF S0ENCE~ 39 | BCOPUS 19

4, SANTAMARIMA, ALINE B. ; CARVALHO-SILVA, MILENA ; GOMES, LARA M. ; OKUDA, MARCOS H. ; SANTANA, ALINE A.
3 STRECE, EMILIC L. ; SEELAENDER, MARILLA ; OLLER DO NASCIMENTO, CLAUDLA M. ; RIBEIRC, ELIANE B. ; LIRA, FABIOC 5, H
OYAMA, LILA MISSAE . Decaffeinated green tea extract rich in epigallocatechin-3-gallate prevents fatty liver disease by
increased actvities of mitochondrial respiratory chain complexes in diet-induced obesity mice. Journal of Mutritional Biochemistry
JCR, v, 26, p. 134B-1356, 2015,

Citaches: WEB OF SOENCE~ 45 | SGLPWS6

5. MENNITTL, LAIS ; OYAMA, LILA ; DE OLIVEIRA, JULLANA ; HACHUL, AMA CLAUDIA ; SANTAMARINA, ALTNE ; DE
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VII Simpasio Internacional de Alergia Alimentar e da I Jornada de de atualizacio em mutricao pediitrica. 2015. [Simpdsio).
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6% Simpasio de Sindrome Metabdlica do Hospital das Clinicas da FMUSP, 2011, (Simpasia).
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intervencao em obesidade, 2011. (Encontro).
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Biggquimica da Mutricdo : caminho das biomoléculas rumo a metabolizacdo - Parte L 2010, (Simpdsio).
Bioguimica da Mutricao : caminho das biomoleculas rumo a metabolizacao - Parte IL 2010, (Simposio).
Congresso Paulista de Nutricio Clinica / Humana. 2010, (Congresso )

Estudos Tematicos da Docéncia.Visita monitorada- Laboratdrio de Alimentos e Bebidas. 2010. (Encontra).
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47. FORUM PARA DISCUSSAD : Abordagem Clinica na biomodulag3o neurcinflamatéria da cicatrizagio da pele. 2010, (Outra).
48, I Forum de Marketing Nutricional. Organizacdo de eventos. 2010. (Congresso).

49, Jornada cientfica do Misan / Carta da Terra,Slow food e Seguranca Alimentar e Nutricional, 2010, {Outra).

50. Marketing & Empreendedorismo em Alimentagio & Nutricio. 2010, (Simpésia).

51. Mutricdo e dietética nas diferentes fases da vida. 2010. (Simpadsio).

52. Qualidade Nutricional, Higiénico Sanitaria, Tecnoldgica e Sensorial de Alimentos - Partz 1. 2010, (Simpdsia).

53. Qualidade Nutricional, Higiénico Sanitaria, Tecnologica e Sensorial de Alimentos - Parte IL 2010, (Simpasio).

54. Topicos Especiais em Epidemiologia Mutricional - Parte IL 2010. (Simpdsio).
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Conclusio de Curso. (Graduacio em Mutrigao) - Universidade Move de Julho. Orientador: Aline Alves de Santana.
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de Conclusio de Curso. (Graduagao em Mutricao) - Faculdades Integradas Coracao de Jesus. Orientador: Aline Alves de
Santana.
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