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RESUMO 

SANTANA, Aline Alves. Efeitos da ingestão do suco de laranja Pera e suco de laranja Moro na 

microbiota intestinal e marcadores inflamatórios em indivíduos com obesidade. 138 p. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

A obesidade é uma doença complexa que está associada inflamação crônica de baixo grau que 

contribui para o desenvolvimento de diversos distúrbios metabólicos como a resistência à insulina e 

estudos recentes sugerem a influência da microbiota intestinal no desenvolvimento e manutenção da 

doença. Diversos estudos apontam para o benefício da ingestão de frutas e vegetais na prevenção e 

tratamento de doenças crônicas. O suco de laranja contém diversos compostos bioativos com ações 

anti-inflamatórias, antioxidantes com efeitos na composição da microbiota intestinal. Deste modo, o 

objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos da ingestão do suco de laranja Pera e Moro sobre 

a composição da microbiota intestinal e de parâmetros inflamatórios em voluntários com obesidade 

e resistência à insulina. Foi realizado um ensaio clínico crossover com suplementação de suco de 

laranja (400ml/dia) por 15 dias com um período de washout de 40 dias. As análises de sangue, fezes, 

urina, composição corporal, consumo alimentar foram realizadas antes e após cada intervenção. A 

comparação entre os tratamentos foi realizada utilizando equações de estimativas generalizadas e 

adotou-se um nível de significância de 5%. Em relação à microbiota intestinal, em ambos os 

tratamentos, os dois filos mais abundantes foram Firmicutes e Actinobateria. Dos gêneros analisados, 

observou-se maior abundância de Bifidobacterium após a suplementação com o suco de laranja Moro. 

O suco de laranja Pera promoveu uma diminuição da zonulina e o suco de laranja Moro contribuiu 

para redução de citocinas inflamatórias, diminuição da pressão arterial e aumento nos níveis de 

acetato nas fezes. Após a separação dos voluntários por grau de obesidade, observamos que o suco 

de laranja Moro contribuiu para o aumento na abundância de Akkermansia, Alistipes, Bacteroides e 

Catenibacterium em indivíduos com obesidade grau 3. Além disso, em ambos os sucos encontramos 

redução da razão Firmicutes/Bacteroidetes e aumento da excreção de metabólitos de flavonoides após 

os tratamentos. Diante destes resultados, conclui-se que o suco de laranja Pera apresentou ações 

positivas sobre a permeabilidade intestinal e o suco de laranja Moro promoveu efeitos mais 

expressivos na modulação da inflamação associada à obesidade e da microbiota intestinal. 

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

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 São Paulo, São 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 INTRODUÇÃO 

A obesidade é um dos principais problemas de saúde pública no mundo. De acordo com os 

dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), existem 1,9 bilhão (39%) de adultos com sobrepeso 

no mundo. Destes, 650 milhões (13%) apresentam obesidade, sendo considerada a pandemia do 

século 21 (WHO, 2020). Em 2025, a estimativa é de que a prevalência global de obesidade atingirá 

18% nos homens e ultrapassará 21% nas mulheres. Já a obesidade grave ultrapassará 6% nos homens 

e 9% em mulheres (DI CESARE et al., 2016). No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saúde de 

2019, existem 41,2 milhões de indivíduos acima de 18 anos (25,9%) com obesidade e 60,3% 

apresentam excesso de peso. Este percentual de indivíduos com obesidade mais do que dobrou em 

17 anos no país representando um importante problema de saúde pública (IBGE, 2019). 

A obesidade é uma doença crônica de difícil controle que apresenta etiologia multifatorial e é 

resultado de uma complexa interação entre fatores genéticos e ambientais que contribuem para um 

aumento no risco de desordens metabólicas (diabetes mellitus do tipo 2 e esteatose hepática), doenças 

cardiovasculares (hipertensão e infarto agudo do miocárdio), doenças musculoesqueléticas 

(osteoartrite), doença de Alzheimer, depressão e alguns tipos de câncer (mama, ovário, próstata, 

fígado, rins e cólon). Além disso, a obesidade prejudica a qualidade de vida, pode levar ao 

desemprego, menor produtividade e desvantagens sociais (BLÜHER, 2019). 

Muitos fatores estão envolvidos no desenvolvimento e manutenção da obesidade incluindo 

um desequilíbrio na composição da microbiota intestinal que contribui para maior suscetibilidade a 

doença, ao estabelecimento da inflamação sistêmica e ao desenvolvimento de disfunções metabólicas 

(ESCOBEDO; LÓPEZ-ORTIZ; TORRES-CASTRO, 2014). Por esta razão, nos últimos anos tem 

havido grande interesse da comunidade científica em buscar novas estratégias nutricionais 

preventivas e terapêuticas com a finalidade de melhorar a composição da microbiota intestinal de 

indivíduos com obesidade e evitar o surgimento de comorbidades. 

O suco de laranja contém compostos bioativos que apresentam propriedades benéficas à saúde 

tais como a manutenção da integridade intestinal, modulação da microbiota intestinal, modulação do 

metabolismo lipídico, regulação da pressão arterial, redução da inflamação 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 clínicos avaliaram o impacto do suco de laranja na microbiota intestinal e nos parâmetros 
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inflamatórios em indivíduos com obesidade e resistência à insulina, o que consideramos oportuno 

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

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Obesidade e disfunção do tecido adiposo  

A obesidade é definida como uma condição de excesso de gordura corporal que é refletida por 

um índice de massa corporal (IMC) superior à 30 kg/m² como o resultado de um balanço energético 

positivo, ou seja, devido ao aumento na ingestão de energia e/ou por uma diminuição do gasto 

energético. Este balanço energético positivo está normalmente relacionado a um estilo de vida não 

saudável com hábitos alimentares inadequados, especialmente com o consumo calórico acima do 

recomendado, alterações na composição da dieta e um comportamento sedentário tanto na atividade 

ocupacional quanto na prática de atividade física (MURALIDHARA, 2016). 

O tecido adiposo é um órgão 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 

ácidos graxos para a circulação sistêmica (GOOSSENS, 2017). Existem três principais depósitos 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 está presente 

nas regiões cervicais, axilares e paraespinais. A principal célula dos depósitos do tecido adiposo é o 

adipócito e de acordo com o tipo de tecido adiposo, sendo descritos dois tipos de adipócitos: os 

adipócitos brancos caracterizados por uma gotícula lipídica unilocular e os adipócitos marrons que 

apresentam gotículas lipídicas multiloculares e com uma grande densidade mitocondrial para a 

dissipação de energia através da respiração celular. Um terceiro tipo de adipócito foi identificado e 

denominado como adipócito bege, este tipo de adipócito pode ser encontrado nos diferentes depósitos 

de tecido adiposo branco, e se origina a partir da transdiferenciação de células progenitoras com 

características de adipócito marrom, pela grande densidade de mitocôndrias (CYPESS e KAHN, 

2010; NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2011). 

O TAB pode ser dividido em depósito visceral e subcutâneo. O depósito visceral está 

localizado na região intra-abdominal e é uma característica da obesidade central. Este depósito está 

relacionado a um maior risco de doenças metabólicas. Por outro lado, o tecido adiposo subcutâneo é 
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encontrado na região dos quadris e não tem sido associado a efeitos deletérios ao organismo (KAHN; 

WANG, 2019).  

O TAB é dinâmico com uma grande atividade metabólica devido a presença de diferentes 

células do sistema imunológico (linfócitos, mastócitos, eosinófilos e macrófagos) que são capazes de 

secretar uma elevada quantidade de proteínas (adipocinas) envolvidas na regulação do apetite, função 

inflamatória e imunológica, metabolismo da glicose e dos lipídios, homeostase cardiovascular e 

reprodução, além de interferir em outras funções fisiológicas (EXLEY et al., 2014). 

Na obesidade, o TAB está severamente alterado para se adaptar a ingestão calórica excessiva 

e apresenta um remodelamento de processos estruturais e celulares como: a) expansão do tecido 

adiposo através da hiperplasia (aumento no número de células) e hipertrofia (aumento no tamanho 

das células); b) infiltração de células do sistema imunológico no tecido adiposo; c) remodelamento 

da matriz extracelular para a expansão adequada do tecido adiposo (UNAMUNO et al., 2018). 

Diversos efeitos prejudiciais estão associados a esta expansão do TAB como inflamação, fibrose, 

hipóxia, disfunção mitocondrial e alterações na secreção de adipocinas (KUSMINSKI; BICKEL; 

SCHERER, 2016). 

Muitos trabalhos apontam o papel da resposta imunológica inata no surgimento e na 

manutenção da inflamação crônica subclínica associada à obesidade. O sistema imunológico inato é 

a primeira linha de defesa em resposta a lesões ou patógenos. Este sistema compreende células de 

linhagens mieloides como os monócitos e os macrófagos que estão presentes na fração do estroma 

vascular do tecido adiposo em maior proporção e apresentam efeitos importantes na sinalização 

inflamatória (LUMENG, 2013). 

Os macrófagos são as principais células relacionadas à inflamação na obesidade devido a sua 

infiltração no TAB. De acordo com o seu perfil de secreção de citocinas, os macrófagos são divididos 

em dois tipos: M1 ou macrófagos “classicamente ativados” e M2 ou macrófagos “alternativamente 

ativados”. Os macrófagos M1 são a primeira linha de defesa contra patógenos e são estimulados por 

mediadores inflamatórios como interferon-γ e lipopolissacarídeos (LPS). Por outro lado, os 

macrófagos M2 estão envolvidos no reparo celular, na resolução da inflamação e na síntese de 

citocinas anti-inflamatórias como as interleucinas (IL) 4 e 13 (UNAMUNO et al., 2018). 

Os macrófagos M1 secretam citocinas inflamatórias como IL-6, IL-1β, proteína 

quimioatraente de monócitos (MCP-1), óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) que apresentam efeitos locais nos adipócitos e nas células imunológicas 
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residentes (neutrófilos, células B, células T) e induzem a ativação da cascata de sinalização 

inflamatória principalmente através da ativação da via do Fator Nuclear Kappa Beta (NFκB) 

(ZATTERALE et al., 2020). 

Em condições fisiológicas, o NFκB está retido no citoplasma devido a uma família de 

inibidores chamados de Inibidores de Kappa B (IκBs). A ativação do complexo kinase IKK (que 

contém as subunidades IKKα e IKKβ) induz a degradação do IκBα levando a translocação do NFκB 

para o núcleo da célula perpetuando a inflamação e a disfunção do TAB (EXLEY et al., 2014).  

Os mecanismos de ação que levam a este processo não são completamente elucidados, mas 

acredita-se que seja devido à lipotoxicidade, ao estresse do retículo endoplasmático devido ao excesso 

de lipídeos, à hipóxia resultante da redução da difusão de oxigênio nos adipócitos hipertrofiados e 

através da ativação de receptores do tipo toll (TLRs) (REILLY; SALTIEL, 2017). 

A ativação dos TLRs parece ser um dos principais mecanismos que contribuem para o estado 

inflamatório crônico na obesidade e na síndrome metabólica (JIALAL; KAUR; DEVARAJ, 2014). 

Os TLRs são receptores de reconhecimento padrão expressos em diferentes tecidos e divididos em 

cinco diferentes famílias com um papel importante no reconhecimento de patógenos e no início da 

resposta inflamatória após o reconhecimento de ligantes como: 1) os padrões moleculares associados 

à patógenos (PAMPs) incluindo o LPS; 2) sinais relacionados a dano tecidual como os padrões 

moleculares associado à danos (DAMPs) e 3) outros ligantes incluindo as lipoproteínas de baixa 

densidade (LDL-c), proteínas de choque térmico, produtos da degradação da matriz extracelular. O 

reconhecimento destes ligantes ocorre principalmente através do TLR2 e do TLR4 que induzem a 

resposta inflamatória por meio da produção de várias citocinas inflamatórias (JIALAL; KAUR; 

DEVARAJ, 2014). 

O LPS derivado da microbiota intestinal também contribui para iniciar a cascata inflamatória. 

O LPS é um componente de membrana das bactérias gram-negativas que pode atingir a circulação 

sistêmica através da indução da inflamação intestinal local e da alteração na microbiota associada a 

perda da função de barreira no intestino. Após este processo, o LPS ativa o TLR4 em macrófagos e 

adipócitos e favorece o ambiente inflamatório através da síntese de citocinas pró-inflamatórias 

(Figura 1) (VILLARROYA et al., 2018). Além da produção de citocinas pelos macrófagos após a 

interação com o LPS, estas células promovem a ativação de diferentes mediadores biológicos como 

o fator de ativação de plaquetas, prostaglandinas, enzimas, espécies reativas de nitrogênio e oxigênio 

como o ânion superóxido e o óxido nítrico (ROGERO e CALDER, 2018). Esta inflamação local e 
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sistêmica em resposta ao LPS tem o potencial de desencadear alterações na microbiota intestinal que 

resulta em ativação do sistema imunológico e contribui para o estabelecimento da inflamação 

subclínica crônica e favorece o desenvolvimento de doenças associadas à obesidade como o diabetes 

mellitus e as doenças cardiovasculares (COX; WEST; CRIPPS, 2015). 

O padrão alimentar ocidental caracterizado pelo alto consumo de gorduras especialmente de 

origem animal e baixo consumo de fibras está frequentemente relacionada aos indivíduos com 

diversas doenças metabólicas como a obesidade e é um dos principais mecanismos associados ao 

desequilíbrio da microbiota intestinal, alterações da permeabilidade intestinal e inflamação sistêmica. 

Deste modo, os hábitos alimentares inadequados e o estilo de vida têm sido considerado responsáveis 

por modificações da resposta inflamatória e alterações da microbiota intestinal. 

 

 

Figura 1.  Via de sinalização inflamatória dependente do gene de resposta primária de diferenciação mieloide 

(MyD88) em macrófagos induzida pela ligação do LPS a proteína ligadora de LPS (LBP) que ativa a proteína 

CD14. Este complexo se liga ao TLR4 na membrana plasmática com consequente ativação de IKKs e do NF-

κB e indução de citocinas inflamatórias como o TNF-α, IL-6 e IL-1β. Adaptado de BOULANGÉ et al., 2016 
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2.2 Microbiota intestinal  

A microbiota intestinal humana consiste de mais de 100 trilhões de microrganismos que 

existem em uma relação de simbiose com o hospedeiro humano (GOMES; HOFFMANN; MOTA, 

2018). Atualmente, a microbiota intestinal tem sido alvo de muitas pesquisas devido a sua interação 

com muitos órgãos e o seu possível envolvimento em diferentes condições clínicas como as doenças 

inflamatórias intestinais, a síndrome do intestino irritável, doenças metabólicas (obesidade e diabetes) 

e doenças alérgicas (JANDHYALA et al., 2015). 

O trato gastrointestinal (TGI) é um sistema complexo com grande abundância de 

microrganismos, composto por microáreas com uma área de superfície total para colonização de 150-

200m² (Figura 2), com uma densidade bacteriana menor nas porções iniciais do TGI como o estômago 

(10³ a 104 bactérias/mL) e intestino delgado e maior abundância e diversidade no colón (1011 a 1012 

bactérias/mL) (Figura 2). Isto ocorre porque no estômago e no intestino delgado há um pH mais baixo, 

uma motilidade intensa e a presença de enzimas digestivas. Já no intestino grosso há um menor 

potencial redox e o tempo de trânsito intestinal é mais lento, o que favorece a colonização microbiana 

(LESER; MØLBAK, 2009). 

 

Figura 2. Variação da concentração e composição da microbiota intestinal ao longo do trato gastrointestinal 

com maior concentração e diversidade microbiana no intestino grosso. Adaptado de ROSENBERG et al., 

2013. 

A microbiota intestinal saudável é constituída por bactérias, arqueias, vírus, fungos e 

protozoários. Embora não exista um padrão de microbiota intestinal devido à grande variabilidade 
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entre os indivíduos, a riqueza microbiana compreendida como diversidade microbiana é um indicador 

de status saudável (ARGENIO; SALVATORE, 2015).  

Dentre os diferentes tipos de microrganismos residentes no intestino, as bactérias são 

consideradas as mais abundantes e variam na sua composição e funcionalidade ao longo do TGI, 

influenciada por uma série de fatores como genética, tipo de parto, idade gestacional, dieta, 

medicamentos e exercício físico. E ainda, com uma distribuição anatômica dependente da 

concentração de oxigênio luminal e do pH (HILLMAN et al., 2017). Do ponto de vista taxonômico, 

as bactérias podem ser classificadas de acordo com o filo, classe, ordem, família, gênero e espécie 

(Figuras 3A e 3B).  
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Figura 3A. Exemplo de classificação taxonômica do Reino Bactéria. Os níveis taxonômicos subsequentes são: Filo, Classe, 

Ordem, Família, Gênero e Espécie. Adaptado de RINNINELLA et al., 2019. 
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Figura 3B. Exemplo de classificação taxonômica do Reino Bactéria. Os níveis taxonômicos subsequentes são: Filo, Classe, Ordem, 

Família, Gênero e Espécie. Adaptado de RINNINELLA et al., 2019.
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Os filos dominantes da microbiota intestinal são: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, 

Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia, sendo os filos Firmicutes e Bacteroidetes os mais 

abundantes, representando 60-80% de uma microbiota intestinal saudável (KANG; CAI, 2017). 

Muitas moléculas e produtos metabólicos derivados da microbiota intestinal são capazes de 

influenciar diferentes funções intestinais como: motilidade, digestão, permeabilidade, captação de 

energia, imunidade da mucosa e efeito de barreira (IEBBA et al., 2016). Além disso, a microbiota 

intestinal contribui com outras funções como a produção de vitaminas (K, B2, B7, B9 e B12), 

absorção de íons (Ca, Mg e Fe), proteção contra patógenos, formação e manutenção do sistema 

imunológico  e produção de energia através da fermentação de polissacarídeos, oligossacarídeos e 

outros carboidratos não-digeríveis constituintes da fibra alimentar (FA) (JANSSEN; KERSTEN, 

2015). Os gêneros envolvidos neste processo de fermentação incluem os Bacteroides, 

Bifidobacterium, Ruminococcus e Roseburia (DAVILA et al., 2013). Ainda, os metabólitos derivados 

da microbiota podem acessar a circulação e serem transportados para muitos órgãos afetando a sua 

funcionalidade, por exemplo, no cérebro alterando a função cognitiva, no fígado afetando o 

metabolismo lipídico e de fármacos, no pâncreas interferindo no metabolismo da glicose. Deste 

modo, manter uma microbiota intestinal saudável é essencial para promover a saúde do hospedeiro 

(IEBBA et al., 2016).  

O filo Firmicutes apresenta 12 ordens, 42 famílias e 479 gêneros e é composto por bactérias 

gram-positivas. É considerado o filo de maior diversidade quando comparado ao filo Actinobacteria 

(1 classe, 10 ordens, 56 famílias e 330 gêneros) e ao filo Bacteroidetes (4 classes, 4 ordens, 21 famílias 

e 324 gêneros) (SEONG et al., 2018). Os principais gêneros presentes no filo Firmicutes são os 

Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus e Ruminococcus (RINNINELLA et al., 2019). 

Destes, o gênero Lactobacillus está entre os microrganismos mais abundantes no TGI, presente na 

cavidade oral, pele, vagina e nas fezes. Estima-se que este gênero constitui 6% do número de bactérias 

totais no duodeno humano e de aproximadamente 0,3% de todas as bactérias no cólon (HEENEY; 

MARCO; BIOLOGY, 2019). Em indivíduos saudáveis já 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 gênero Bacteroides, 

Prevotella, Parabacteroides e Alistipes e representa 20-30% da microbiota intestinal. Este filo está 

presente principalmente no intestino grosso participando do fornecimento de energia ao hospedeiro a 

partir da fermentação de polissacarídeos não-digeríveis. Em populações com padrão alimentar 
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ocidental, ou seja, com consumo elevado de alimentos de origem animal (ricos em gordura e proteína) 

e baixo consumo de vegetais (ricos em FA) há uma predominância do gênero Bacteroides, 

aproximadamente 40-60% (JOHNSON et al., 2017). Já o gênero Prevotella é mais comum em 

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

O filo Actinobacteria contém bactérias gram-positivas com três principais famílias anaeróbias 

(Bifidobacteria, Propionibacteria e Corynebacteria) e uma família aeróbia (Streptomices), sendo o 

gênero Bifidobacteria predominante no intestino humano (BINDA et al., 2018). Este gênero vem 

sendo discutido frequentemente na literatura devido aos seus possíveis efeitos na saúde humana tais 

como: manutenção da barreira intestinal através da produção de ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCC); degradação de amido resistente e de outros carboidratos não-digeríveis derivados de plantas 

como os frutooligossacarídeos, galactooligossacarídeos, xilooligossacarídeos, inulina ou 

arabinoxilanos (EL-SHARKAWY et al., 2020; LI et al., 2019; VLASOVA et al., 2017). Além disso, 

as Bifidobactérias apresentam um papel na modulação do sistema imunológico  e na biossíntese de 

vitaminas (LIM; SHIN, 2020). Os efeitos metabólicos do filo Actinobactéria também tem sido 

descritos em alguns trabalhos que demonstraram uma correlação negativa entre este filo e o 

percentual de gordura corporal, os níveis de insulina e o índice HOMA - Homeostatic Model 

Assessment. Estudos prévios com indivíduos saudáveis encontraram aumento da abundância deste 

gênero após a ingestão de mirtilo (ricos em antocianinas) (VENDRAME et al., 2011). 

O filo Proteobacteria é composto por bactérias anaeróbias facultativas tais como Escherichia 

e Enterobacteriaceae. Em uma microbiota intestinal saudável, a abundância deste filo é baixa (<1%) 

(RINNINELLA et al., 2019), no entanto, em situações de desequilíbrio na composição da microbiota 

intestinal, ocorre um aumento de Proteobacteria provocando uma menor resistência à colonização 

por patógenos (SHIN; WHON; BAE, 2015). Por esta razão, alguns pesquisadores salientam que o 

aumento expressivo na abundância de Proteobacteria pode ser um indicador de disbiose (SHIN; 

WHON; BAE, 2015). Paralelamente, o aumento deste filo tem sido encontrado em quadros 

patológicos como nas doenças metabólicas (FEI; ZHAO, 2012) e na inflamação intestinal (MORGAN 

et al., 2012). A  disbiose é um termo bastante usado na literatura para descrever alterações na 

composição de bactérias intestinais comensais, mas esta definição permanece em discussão tendo em 

vista que inúmeros fatores como idade, localização geográfica, sexo e outras características pessoais 

estão relacionadas a variações na microbiota intestinal (PEREZ; DORSEN; SQUIRES, 2020). 

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

microbiota fecal, mas encontrada na biópsia da mucosa intestinal inflamada. O gênero 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 possível relação com o câncer 

colorretal (FUKUGAITI et al., 2015; ZHANG; CAI; MA, 2018) e no seu envolvimento na 

fisiopatologia da colite ulcerativa (CHEN et al., 2020). Embora a relação entre o filo Fusobacteria e 

a obesidade não tenha sido frequentemente investigada, maior abundância deste filo em indivíduos 

com obesidade já foi descrito na literatura (ANDOH et al., 2016). 

No filo Verrucomicrobia, somente duas espécies foram detectadas no TGI 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 

degradação e fornecimento de nutrientes para as bactérias residentes. Esta degradação de muco pela 

Akkermansia é possível devido a presença de mais de 60 enzimas incluindo glicosidades, sulfatases 

e sialidases (JI-CHAO; XIAO-WEI, 2019). Devido a este papel mucolítico, a A. muciniphila está 

envolvida na manutenção da barreira intestinal, que está intimamente relacionada ao transporte de 

nutrientes, desenvolvimento do sistema imunológico e a resistência à invasão por patógenos 

(GEERLINGS et al., 2018). No colón de indivíduos saudáveis, esta bactéria está presente com uma 

abundância de aproximadamente 3% (PNG et al., 2010). Por outro lado, na presença de doenças 

inflamatórias intestinais ou metabólicas (LOPEZ-SILES et al., 2018) e/ou uma alimentação rica em 

gordura há uma redução significante desta espécie de bactéria (HE et al., 2018; IJAZ et al., 2020). 

Algumas intervenções nutricionais com a administração de polifenóis (ANHÊ et al., 2015; 

ROOPCHAND et al., 2015; ZHU. et al., 2018), frutooligossacarídeos (LIU et al., 2016) e ômega 3 

(MONK et al., 2019) apontam para um efeito positivo destes compostos sobre a microbiota intestinal, 

especialmente relacionado ao aumento da abundância de A. muciniphila. 

Deste modo, uma microbiota intestinal saudável com equilíbrio entre estes principais filos é 

necessária para a manutenção de diversas funções fisiológicas do intestino e de outros órgãos com 

intensa comunicação com a microbiota. As modificações qualitativas e quantitativas em diferentes 

níveis taxonômicos podem desencadear doenças intestinais específicas como Doença de Crohn, 

Retocolite ulcerativa e podem contribuir para o desenvolvimento de doenças extra-intestinais como 

a obesidade (ARGENIO; SALVATORE, 2015). 
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2.3 Microbiota intestinal e obesidade  

A microbiota intestinal apresenta uma grande interação com o ambiente, o sistema 

imunológico e está envolvida na regulação de funções metabólicas, no desenvolvimento da 

inflamação subclínica e na regulação do balanço energético (CORNEJO-PAREJA et al., 2019).  

Alterações na sua composição podem desencadear um desequilíbrio ecológico no intestino e 

favorecer o desenvolvimento de uma série de doenças (CUEVAS-SIERRA et al., 2019). Nos últimos 

anos, diversos trabalhos científicos sugeriram que a microbiota intestinal, mas especificamente 

variações na sua composição e diversidade (CUEVAS-SIERRA et al., 2019) tem um papel 

fundamental na manifestação de doenças metabólicas como o diabetes mellitus e a obesidade 

(CORNEJO-PAREJA et al., 2019). Existem diferentes mecanismos que relacionam a microbiota 

intestinal e a predisposição à obesidade como: 1) maior extração energética dos alimentos 

(TURNBAUGH et al., 2006); 2) alteração da integridade da barreira intestinal (DAO; CLÉMENT, 

2018); 3) inflamação sistêmica causada pela translocação de LPS (SAAD; SANTOS; PRADA, 2016); 

4) produção de metabólitos (DEN BESTEN et al., 2013) e 5) mecanismos hormonais (ativação dos 

receptores de proteína 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 

termogênese (ZIĘTAK; CHABOWSKA-KITA; KOZAK, 2017) e sensores de sabor, no entanto, 

alguns destes mecanismos continuam sendo investigados (VAN DE WOUW et al., 2017). 

A obesidade está relacionada a alterações na composição da microbiota intestinal 

apresentando uma maior abundância do Filo Firmicutes em detrimento dos filos Bacteroidetes, 

Actinobacteria e Proteobacteria (FONTANÉ et al., 2018). Alguns trabalhos apontaram para uma 

maior abundância de Firmicutes devido ao aumento de Lactobacillus (ARMOUGOM et al., 2009). 

Especificamente, uma maior abundância de L. reuteri e menores níveis de L. casei/parasei e L. 

plantarum (MILLION et al., 2012). Ainda, indivíduos com obesidade apresentam uma menor 

abundância do filo Actinobacteria (gênero Bifidobacterium) e do filo Verrucomicrobia (espécie A. 

muciniphila) (ARMOUGOM et al., 2009; COLLADO et al., 2008; KALLIOMÄKI et al., 2008; 

SANTACRUZ et al., 2010; SCHWIERTZ et al., 2009). Estas alterações na microbiota intestinal 

podem reduzir a integridade da barreira intestinal, aumentar o estresse oxidativo e levar a maior 

degradação de muco contribuindo para o desenvolvimento de doenças (CHATELIER et al., 2013). 

Uma redução da riqueza e da diversidade microbiana  também são características 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 indivíduos com sobrepeso 

ou com obesidade moderada (ARON-WISNEWSKY et al., 2020). Esta menor riqueza bacteriana em 

indivíduos com obesidade têm sido associada a uma maior adiposidade, resistência à insulina, 

dislipidemia e inflamação crônica subclínica (CHATELIER et al., 2013). Mudanças histológicas e 

funcionais no intestino também foram descritas na obesidade tais como: alterações no comprimento 

das vilosidades; redução das junções firmes e da síntese de muco (NAGPAL et al., 2018). 

A associação entre biomarcadores metabólicos comuns na prática clínica e a abundância de 

determinadas bactérias na obesidade já foram observadas, como a elevação de ácido úrico, lipídios 

séricos e pressão arterial foram relacionados positivamente aos gêneros bacterianos Clostridium 

XIVa, Bacteroides e Roseburia. Já o aumento de circunferência da cintura, IMC, LDL-c, triglicérides 

(TG) e colesterol total (CT) foram relacionados positivamente aos gêneros Blautia, Romboutsia, 

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

Um dos principais fatores que influenciam na composição da microbiota intestinal é a 

alimentação e na obesidade observa-se frequentemente um padrão alimentar ocidental com alto 

consumo de alimentos ultraprocessados, ingestão elevada de açúcares, sódio e gordura especialmente 

saturadas e baixo consumo de frutas, legumes e verduras (CÂNDIDO et al., 2018). 

A quantidade de gordura e a composição de ácidos graxos, tem um impacto importante na 

composição microbiana do intestino e na inflamação subclínica associada à obesidade. A dieta 

hiperlipídica ou com elevado consumo de ácidos graxos saturados podem promover um aumento na 

abundância de bactérias gram-negativas desencadeando níveis elevados de LPS no intestino. Este 

desequilíbrio pode levar a um aumento da permeabilidade intestinal e a translocação do LPS para a 

circulação sanguínea através da sua incorporação nos quilomícrons durante a absorção de gordura e 

deste modo, a indução da inflamação sistêmica (CÂNDIDO et al., 2018). Além disso, o aumento de 

gordura na dieta pode influenciar o filo Actinobacteria reduzindo o gênero Bifidobacterium já 

relacionado à melhora de parâmetros inflamatórios (CANI et al., 2009). A bactéria A. muciniphila, 

um membro do filo Verrucomicrobia, também apresenta menor abundância após a ingestão de 

gordura (EVERARD et al., 2013). Por outro lado, a dieta hiperlipídica está associada à maior 

abundância da bactéria Desulfovibrio, um patógeno oportunista, gram-negativo, produtor de 

endotoxinas e relacionado a danos à barreira intestinal e promoção da inflamação (TURNBAUGH et 

al., 2009). Diante disso, evidencia-se que o consumo de uma dieta hiperlipídica promove alterações 

na composição da microbiota intestinal e na permeabilidade intestinal e como resultado favorece o 

quadro de endotoxemia metabólica, o que explica parcialmente a relação entre o padrão alimentar 
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observado na obesidade, o estado inflamatório e a resistência à insulina (CÂNDIDO et al., 2018). A 

resistência à insulina está frequentemente associada a obesidade devido a muitos fatores como 

aumento da liberação de ácidos graxos livres, hormônios e citocinas inflamatórias que reduzem a 

sensibilidade à insulina e afetam as funções das células β-pancreáticas favorecendo o surgimento do 

diabetes mellitus do tipo 2 (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).  

A presença de polifenóis na dieta pode contribuir no manejo da obesidade através da 

modulação de genes inflamatórios, regulação da adipogênese e lipogênese no tecido adiposo e 

alterações da microbiota colônica e reduzir o risco de surgimento de comorbidades associadas à 

obesidade (CORRÊA et al., 2019). 

2.4 Microbiota intestinal e polifenóis 

 

O consumo de uma dieta rica em polifenóis está relacionado à diminuição do risco de 

desenvolvimento de muitas doenças como o câncer, as doenças cardiovasculares, diabetes mellitus e 

doenças neurodegenerativas. Estima-se que a ingestão média de polifenóis seja de aproximadamente 

900mg/dia através do consumo de frutas, vegetais, chá verde e castanhas, mas este consumo pode 

variar dependendo do padrão alimentar (PATTERN et al., 2019). 

Os polifenóis são metabólitos secundários sintetizados por plantas e tem a função de protegê-

las contra radiação ultravioleta e agressão por patógenos. Nos alimentos, os polifenóis conferem 

características como cor, sabor, odor e o conteúdo destes compostos pode variar de acordo com as 

condições ambientais, como a localização da planta, o estágio de amadurecimento, o processamento, 

as condições de armazenamento e com fatores internos incluindo o estado fisiológico do alimento, a 

posição do alimento na árvore e o genótipo (PANDEY; RIZVI, 2009). No organismo humano, os 

polifenóis podem contribuir com a manutenção da saúde através das suas propriedades anti-

inflamatórias, antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogênicas, antiadipogênicas e anti-diabéticas 

(SUN et al., 2014; TRESSERRA-RIMBAU et al., 2016; WEDICK et al., 2012).   

Os polifenóis são classificados em diferentes grupos de acordo com a sua estrutura química 

(Figura 4), são eles: ácidos fenólicos, taninos, lignanas, flavonoides, estilbenos, cumarinas e 

curcuminóides (MANACH et al., 2005), sendo os flavonoides o grupo mais estudado. Os flavonoides 

são fitoquímicos polifenólicos que incluem os flavonóis (presentes na cebola, brócolis, no chá verde 

e em diversas frutas), flavonas (salsinha, aipo e chá de camomila), flavanonas (frutas cítricas), 

flavonóis (chá preto, chá verde), procianidinas (cacau, maçã, uvas, vinho tinto e chá), antocianidinas 
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(frutas vermelhas e vinho tinto) e isoflavonas (soja) (PANDEY; RIZVI, 2009). Estes diferentes 

flavonoides apresentam ações em vias metabólicas específicas e diferem em relação à sua absorção, 

distribuição, metabolismo e excreção (MOZAFFARIAN, DARIUSH; HY WU, 2018). 

 

Figura 4. Principais classes de polifenóis. Adaptado de HARDMAN, 2014. 

 

 

Os flavonoides estão 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 β-glicosidases, lactase florizina hidrolase que estão presentes na borda em escova e uma 

outra enzima, a β-glicosidase citosólica que está localizada no interior dos enterócitos  rompem a 

ligação dos glicosídeos associados à flavanonas transformando-as em agliconas que estão 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 cólon e a 

microbiota intestinal converte os flavonoides em ácidos fenólicos e outros metabólitos (DAY et al., 

1998, 2000). Após este processo, as agliconas e os metabólitos são transportados para o fígado e 

passam por metabolização (sulfatação, metilação) e múltiplos conjugados são produzidos através das 

enzimas de fase II.  Em seguida, os metabólitos são direcionados aos tecidos-alvos ou são excretados 

na urina (MUROTA; NAKAMURA; UEHARA, 2018).  

Durante a degradação dos flavonoides no cólon, os substratos produzidos pelas bactérias 

intestinais podem induzir a modificações na composição da microbiota intestinal por meio de efeitos 

prebióticos e agindo como agentes antimicrobianos contra microrganismos patogênicos. Além disso, 



38 

 

devido o envolvimento da microbiota intestinal na degradação destes compostos, acredita-se que a 

mesma pode influenciar na sua biodisponibilidade (MARÍN et al., 2015). 

 
 

Figura 5. Após a hidrólise dos flavonoides no intestino delgado, as agliconas passam pelo metabolismo de 

fase I e II no trato gastrointestinal e no fígado e pelo metabolismo microbiano no intestino grosso. A maior 

parte dos metabólitos produzidos sofrem excreção renal. Adaptado de CASSIDY; MINIHANE, 2017. 

 

Os polifenóis estão relacionados a modulação da microbiota intestinal através do aumento ou 

redução da abundância de bactérias específicas. O consumo de polifenóis está associado a maior 

abundância da espécie A. muciniphila e dos gêneros Bacteroides, Blautia, Roseburia, 

Bifidobacterium, Lactobacillus. Alistipe e Desulfovibrio (MOORTHY; SUNDRALINGAM, 2021). 

Por outro lado, um estudo clínico  realizado com 10 homens saudáveis com intervenção com consumo 

de polifenóis do vinho tinto (272 ml/dia) por 4 semanas encontrou aumento de outros gêneros 

(Enterococcus, Prevotella, Bacteroides e Bifidobacterium) e espécies (Eggerthella lenta, Blautia 

coccoides e Eubacterium rectale) (QUEIPO-ORTUNO et al., 2012). Um outro estudo com 22 

indivíduos saudáveis que receberam bebida a base de coco rico em flavonóis (494 mg/dia) por 4 

semanas encontrou aumento da abundância de Bifidobacterium e Lactobacillus e redução de 

Clostridium histolyticum (TZOUNIS et al., 2011). 

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

devido as suas diversas ações biológicas principalmente as atividades antioxidantes e anti-
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inflamatórias que podem trazer benefícios a muitos indivíduos portadores de doenças crônicas, já que 

estas condições comumente apresentam uma inflamação crônica subjacente (GARCÍA-BARRADO 

et al., 2020). 

2.5 Polifenóis da laranja e efeitos à saúde 

A laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) está entre as frutas mais produzidas no Brasil, com uma 

produção aproximada de 992 mil toneladas em 2019-2020. Desta produção, uma grande parte é 

destinada para exportação principalmente de suco de laranja concentrado e congelado. O consumo de 

suco de laranja tem sido associado a muitos benefícios à saúde devido à sua composição nutricional 

com nutrientes e compostos bioativos que apresentam propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias 

e podem ter efeitos potenciais na diminuição do risco de desenvolvimento de diversas doenças 

crônicas como as doenças cardiovasculares, diabetes mellitus e câncer (MESQUITA; MONTEIRO, 

2018).  Considerando os dados de consumo alimentar da Pesquisa de Orçamentos Familiares de 2008-

2009. CARNAUBA; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2021 mostraram que a laranja e seu suco são a 

segunda e terceira fontes de polifenóis mais consumidas pela população brasileira, e os dois principais 

contribuintes para a ingestão 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 

são: Bahia, Seleta, Sanguínea e Pera. Destas, a variedade Pera é a principal representante na produção 

de sucos de laranja no Brasil (MESQUITA; MONTEIRO, 2018). As laranjas sanguíneas (Moro, 

Tarocco e Sanguinello) são variedades de laranjas produzidas e consumidas em países mediterrâneos 

tais como o Sul da Itália e a Espanha (Figura 6) (HOLLANDS et al., 2018).   

 

Figura 6. Laranjas (Citrus Sinensis (L.) Osbeck), variedades Pera e Moro. 

De modo geral, as laranjas apresentam diversos compostos bioativos em sua composição 

principalmente flavonoides e ácidos fenólicos. A quantidade de flavonoides nas laranjas varia de 
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acordo com a maturação da fruta, condições climáticas, sistema de cultivo, condições de pós-colheita 

e processamento (BRASILI et al., 2017; GATTUSO et al., 2007) Os flavonoides mais abundantes 

em frutas e sucos de frutas do gênero Citrus são as flavanonas que estão presentes na polpa das frutas 

e no albedo (parte branca), os níveis de flavanonas variam bastante, mas concentrações entre 35 e 

147mg/100g de laranja brancas e 44 e 106mg/100g da laranja vermelha (toranja ou grapefruit) já 

foram encontrados (PETERSON et al., 2006). Avaliando o efeito do processamento no conteúdo de 

flavonoides de suco de laranja das variedades Bahia e Cara Cara, foi observada uma variação de 

180,70 a 223,80 mg/L no conteúdo total de flavonoides, com variações decorrentes do processo de 

pasteurização (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 conteúdo. As principais ações da hesperidina no organismo estão 

relacionadas a efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes e ocorrem através de diversos mecanismos 

como: a) redução da expressão de moléculas de adesão intercelular-1 (ICAM-1); b) supressão da 

expressão gênica de citocinas pro-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6); c) aumento da expressão 

do fator nuclear eritroide 2 (NRF2), um regulador da expressão de enzimas com uma potente 

atividade antioxidante como a glutationa-S- transferase e a quinona redutase.; d) aumento da 

produção de óxido nítrico; e) inibição da Janus kinase (grupo de proteínas ativadas por estresse e 

citocinas); e) inibição da produção de espécies reativas de oxigênio. A narirutina também está 

presente na laranja, mas em menores concentrações do que a hesperidina. Várias atividades anti-

inflamatórias são atribuídas a este composto através de alguns mecanismos incluindo: a) inibição da 

resposta inflamatória induzida por LPS; b) inibição da secreção de citocinas; c) inibição do NF-κB. 

Além das flavanonas, a vitamina C também contribui  para estes efeitos anti-inflamatórios e 

antioxidantes (ANACLETO et al., 2020; CHAVES et al., 2017; CRISTINA et al., 2013) 

Além disso, as flavanonas possuem outras atividades biológicas incluindo melhora da 

tolerância à glicose e sensibilidade à insulina, efeitos sobre o metabolismo lipídico, redução da 

inflamação, apoptose e melhora da disfunção endotelial (BARRECA et al., 2017; PARHIZ et al., 

2014). O conhecido estudo epidemiológico Nurses Health Study com aproximadamente 70.000 

mulheres encontrou uma correlação inversa entre a ingestão de flavanonas e risco de isquemia 

cerebral considerando mulheres com alta ingestão de flavanonas (>63mg/dia) quando comparado 

aquelas com baixa ingestão (<13,7mg/dia) (CASSIDY et al., 2013). Um outro estudo realizado com 

aproximadamente 10.000 homens e mulheres encontraram uma redução de 20% de doenças 
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cerebrovasculares nos voluntários 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 cítricas encontraram uma redução da incidência de doenças cardiovasculares e hipertensão. 

(REILLY, J. O. et al., 2011; YAMADA et al., 2011).  

Já que as flavanonas encontram-se na maioria dos vegetais na forma glicosilada (hesperetina-

7-O-rutinosídeo) e narirutina (naringenina-7-O-rutinosídeo), conhecidas como hesperidina e 

narirutina, estes  compostos precisam ser metabolizados pela microbiota intestinal em agliconas 

(hesperitina e naringenina) para exercerem as suas funções (TSAO, 2010). Devido a interação entre 

as flavanonas e a microbiota intestinal,  estes compostos vêm sendo investigados em relação a 

manutenção da saúde intestinal (STEVENS et al., 2019). 

No intestino, os efeitos benéficos das flavanonas ocorrem através de diferentes ações como: 

controle da permeabilidade intestinal, proteção da camada muco, regulação da imunidade intestinal, 

defesa contra o estresse oxidativo e interação com a microbiota intestinal (WANG, M. et al., 2021a). 

Em relação a microbiota intestinal, os efeitos das flavanonas estão relacionados ao estímulo do 

crescimento de bactérias benéficas e/ou impedindo o crescimento de patógenos. Em ratos Lewis, a 

suplementação por gavagem com hesperidina (200mg/kg) por 4 semanas aumentou o número total 

de bactérias no colón e provocou uma elevação na abundância de Lactobacillus (ESTRUEL-

AMADES et al., 2019). Similarmente, o estudo clínico com 10 mulheres eutróficas que consumiram 

300ml/dia de suco de laranja por 2 meses encontrou níveis elevados de Lactobacillus e de 

Bifidobacterium. Acrescentando-se que estas mulheres após o tratamento apresentaram uma melhora 

dos parâmetros bioquímicos como perfil lipídico, glicemia e sensibilidade à insulina (LIMA, A. C. 

D. et al., 2019). 

A principal diferença entre as laranjas brancas (Pera, Bahia, Lima) e as laranjas sanguíneas 

(Moro, Tarocco, Sanguinello) é a presença de antocianinas (HOLLANDS et al., 2018). As 

antocianinas são 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 

são encontradas tanto na forma glicosídica quanto na forma de aglicona (antocianidinas) 

(LICCIARDELLO et al., 2018). 

A laranja sanguínea da variedade Moro tem sido intensamente investigada devido ao seu alto 

teor de antocianinas e pelos seus potenciais efeitos à saúde humana com ações metabólicas e anti-

inflamatórias (MAGALHÃES et al., 2020). Existem muitos estudos clínicos que avaliaram os efeitos 

biológicos da suplementação 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 parâmetros inflamatórios e 

metabólicos foram: redução de marcadores inflamatórios incluindo IL-6, MCP-1, TNF-α, IL-1β e 

NF-κB, diminuição de determinados parâmetros bioquímicos como a glicemia, colesterol, insulina e 

triglicérides (CHAVES et al., 2017; YEUM, 2017) melhora na função endotelial (LI et al., 2020) e 

redução do IMC (MAGALHÃES et al., 2020). 

A microbiota intestinal participa do metabolismo de antocianinas já que muitas espécies e 

gêneros bacterianos possuem enzimas que catalisam as antocianinas. As principais enzimas 

envolvidas neste processo são aquelas que possuem atividade β-glicosidase, presente em bactérias 

como as Bifidobacterium spp. e os Lactobacillus spp. (FARIA et al., 2014). Por esta razão, muitos 

trabalhos com diferentes fontes alimentares de antocianinas observaram um aumento na abundância 

destas bactérias (GUERGOLETTO et al., 2016; HIDALGO et al., 2012; ZHU, YONGSHENG et al., 

2018). 

Estas espécies bacterianas (Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.) são associadas a efeitos 

benéficos no intestino através da sua participação na função de barreira intestinal, modulação da 

resposta imunológica, antagonismo com patógenos através da produção de compostos 

antimicrobianos e pela competição por sítios de adesão (TURRONI et al., 2014). Além disso, ambas 

estão relacionadas a melhora da inflamação e da obesidade através de mudanças da  composição da 

microbiota intestinal (WANG, J. et al., 2015). Um estudo clínico com 9 homens adultos entre 45-50 

anos tratados com vinho tinto com ou sem álcool que contém principalmente as antocianinas 

encontraram efeito sobre a microbiota intestinal com aumento na concentração fecal de 

Bifidobacterium, Enterococcus e Eggerthella lenta (BOTO-ORDÓÑEZ et al., 2014). 

Existem muitos trabalhos científicos com compostos bioativos de diferentes alimentos e os 

seus efeitos sobre a composição da microbiota intestinal e a inflamação crônica subclínica, no entanto, 

o efeito da ingestão do suco de laranja e os seus mecanismos de ação na obesidade e resistência à 

insulina precisam ser mais estudados. Neste contexto, o grupo de pesquisa de compostos bioativos 

do FORC/Fapesp/Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo, no qual o 

presente trabalho se insere, vem realizando estudos que visam compreender melhor o processo de 

metabolização dos compostos bioativos de suco de laranja e identificar os mecanismos envolvidos 

nos efeitos benéficos já realizados ao consumo de suco, que podem acarretar na promoção e na 

manutenção da saúde, além da redução do risco de desenvolvimento de DCNT. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A obesidade é um importante problema de saúde pública influenciada por diversos fatores 

como o estilo de vida e a predisposição genética, o que a torna de difícil controle. No contexto da sua 

etiologia, sabe-se que a inflamação do tecido adiposo e o desequilíbrio da microbiota intestinal 

apresentam uma importante contribuição. Para o controle deste problema de saúde pública, já existem 

algumas estratégias recomendadas sendo elas divididas entre principais e coadjuvantes. As estratégias 

coadjuvantes podem ser categorizadas como exploração de possíveis tratamentos que tenham como 

alvo a modulação: (a) da inflamação e (b) da microbiota intestinal. Tratamento estes que podem 

auxiliar no manejo da doença, visto que, estas alterações podem levar ao desenvolvimento de outras 

condições clínicas como o diabetes mellitus e a resistência à insulina. Contudo, as principais 

estratégias para a redução do risco de desenvolvimento da obesidade e o tratamento da doença ainda 

continuam sendo (a) prática de atividade física e (b) alimentação balanceada devido aos efeitos 

positivos no metabolismo energético, lipídico e glicídico. 

Neste sentido, muitos estudos científicos atuais destacam a importância do consumo de 

alimentos in natura, como as frutas e os vegetais, que são ricos em compostos bioativos e 

micronutrientes com efeitos benéficos na redução do risco de doenças crônicas não transmissíveis 

como: doenças cardiovasculares, câncer, síndrome metabólica, diabetes do tipo 2 e obesidade. 

A laranja é um alimento consumido mundialmente e uma fonte importante de flavanonas, 

compostos bioativos com propriedades benéficas à saúde humana. O suco de laranja também é uma 

excelente fonte destes compostos bioativos com alta concentração de flavonoides e carotenoides que 

apresentam efeitos diretos e indiretos em vias metabólicas associadas a fisiopatologia da obesidade 

incluindo o estresse oxidativo, a inflamação subclínica e nos últimos anos têm sido investigados 

devido a sua ação sobre a composição da microbiota intestinal. 

Nosso grupo, nos últimos anos vem pesquisando os efeitos do suco de laranja em diferentes 

contextos clínicos em modelos animais e humanos a fim de compreender os benefícios da ingestão 

dos compostos bioativos presentes na laranja que forneceram subsídios para o planejamento da 

intervenção no presente estudo.  

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

estendiam a indivíduos com obesidade e resistência à insulina. 
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4  OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Avaliar os efeitos da ingestão do suco de laranja das variedades Pera e Moro na microbiota 

intestinal, em parâmetros bioquímicos e em marcadores inflamatórios de indivíduos com obesidade 

e resistência insulínica. 

4.2 Objetivos específicos 

Avaliar parâmetros antropométricos e o consumo alimentar de indivíduos com obesidade e 

resistência insulínica antes e após a ingestão do suco de laranja das variedades Pera e Moro; 

Avaliar o efeito da ingestão do suco de laranja das variedades Pera e Moro em parâmetros 

bioquímicos e na pressão arterial em indivíduos com obesidade e resistência insulínica; 

Avaliar o efeito da ingestão do suco de laranja das variedades Pera e Moro na concentração 

de citocinas e quimiocinas no plasma e em sobrenadante de monócitos de indivíduos com obesidade 

e resistência insulínica; 

Avaliar o efeito da ingestão do suco de laranja das variedades Pera e Moro na excreção urinária 

de metabólitos de flavanonas e antocianinas; 

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

intestinal; 

Avaliar o efeito da ingestão do suco de laranja das variedades Pera e Moro na produção de 

ácidos graxos de cadeia curta e no pH fecal em indivíduos com obesidade e resistência insulínica. 
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5  MATERIAIS E MÉTODOS  

5.1 Caracterização físico-química dos sucos de laranja 

Os sucos foram fornecidos pela Fundecitrus. Após descongelamento sob refrigeração, os 

sucos de laranja pasteurizados foram centrifugados a 8.000 x g/15 min/4C e o sobrenadante utilizado 

para as análises de caracterização.  

5.1.1 Quantificação de sólidos solúveis - Grau Brix (ºBrix) 

Os sólidos solúveis totais (TSS) dos sucos de laranja foram analisados através do refratômetro 

digital portátil (modelo DR 201-95). 

5.1.2 Determinação do pH 

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

pH Lab Meter Swissmade.  

5.1.3 Açúcares totais 

As amostras dos sucos de laranja foram filtradas em filtros PTFE (Politetrafluoretileno) de 

0,45 µm (Millipore Ltda) e em seguida analisadas por cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) 

acoplado a um detector pulsoamperométrico (Dionex, DX500). Foram utilizadas uma coluna PA1 

(250 x 4 mm, Dionex, Sunnyvale) e fase móvel constituída de hidróxido de sódio (NaOH) 18 mM, 

em modo isocrático, por 25 min. As amostras foram analisadas em duplicata com fluxo através da 

coluna de 1 mL/min. Os açúcares foram identificados pelo tempo de retenção em comparação a curvas 

com padrões externos de sacarose, frutose e glicose (Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos 

como g/100 mL de suco. 

5.1.4 Determinação de fenólicos totais 

Para análise de fenólicos totais foi usado o reagente de Folin-ciocaulteau e ácido gálico como 

padrão (SWAIN; HILLIS, 1959). As leituras foram realizadas em espectrofotômetro (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 Identificação dos ácidos orgânicos 

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

poro. Em seguida, foram injetadas em sistema cromatográfico equipado com detector de arranjo de 

diodo (CLAE-DAD) (Hewlett-Packard 1100, Agilent), em coluna μBondpack C18 (300mm x 3.6 mm 

i.d., Waters), com fase móvel de ácido fosfórico 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 ácidos orgânicos foram identificados a partir do tempo de retenção e similaridade do 

espectro de absorção em comparação aos padrões comerciais. Os padrões dos ácidos málico, 

succínico, cítrico, ascórbico e tartárico foram utilizados para a construção das curvas de calibração 

utilizando cinco pontos de concentração e aplicados em triplicata. 

5.1.6 Determinação das fibras alimentares nos sucos 

A análise de FA foi realizada em triplicata com 50 mL dos sucos. As frações insolúvel (FAI) 

e solúvel (FAS) da FA foram determinadas separadamente pelo método AOAC 991.43 utilizando o 

kit enzimático Total Dietary Fiber Assay Kit (K-TDFR) (Megazyme International Ireland Ltd., 

Wicklow, Ireland). A FA total foi calculada pela somatória de FAI e FAS (ASSOCIATION OF 

OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1995). 

5.1.7 Identificação e quantificação de flavonoides 

Para extração e separação dos compostos fenólicos, amostras dos sucos foram centrifugadas 

(8.000 x g, 15 minutos a 4 ºC) e o sobrenadante submetido a separação em fase sólida em coluna de 

1g de poliamida (CC 6, Macherey-Nagel), preparada em seringa própria de 6mL (HPLC Technology), 

previamente pré-condicionada com metanol, seguido de água deionizada. Após a passagem do 

extrato, a coluna foi lavada com água deionizada e a eluição dos compostos fenólicos realizada com 

metanol e posteriormente, metanol:NH3 (99, 5:0,5, v/v). Os eluatos foram secos em rotaevaporador 

(Rotavapor, RE 120), sob vácuo, a 40 °C. As amostras de suco de laranja Pera, foram ressuspendidas 

em metanol, enquanto as amostras de laranja Moro, ressuspendidas em metanol acidificado com ácido 

acético 5% e posteriormente filtradas em filtros PTFE de 0,45 µm (Millipore Ltda).  

A separação dos compostos foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(equipamento Agilent 2100) e detector com arranjo de diodo (CLAE/DAD). Utilizou-se coluna 

Prodigy 5 µm 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 ºC. Para flavanonas, a eluição consistiu em gradiente 

de solventes constituídos por A: 0,5% de ácido fórmico em água e B: 0,5% de ácido fórmico em 

acetonitrila, com gradiente de concentração dos solventes de 8% de B no início, 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: água/ ácido fórmico/ acetonitrila (96:1:3 v/v/v) e D: água/ ácido fórmico/ acetonitrila 

(48:1:51 v/v/v). O gradiente de concentração dos solventes consistiu em 10% de D no início, 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 dimetilsulfóxido 

(DMSO), sobre agitação, em temperatura ambiente, overnight, e posterior filtração. O comprimento 

de onda para leitura de 525 nm. Para quantificação, foi utilizado curvas de calibração de padrões de 

narirutina, hesperidina, didimina e cianidina 3-glucosídeo. 

A identificação dos compostos foi realizada por espectrometria de massas (MS) tipo íon trap 

(Esquire HCT, Bruker Daltonics), acoplado a um cromatógrafo líquido (LC) (Prominence, Shimadzu) 

e interface de ionização por electron spray (ESI), nas mesmas condições utilizadas para a CLAE-

DAD. Em seguida o fluxo foi alterado para 0,2 mL por minuto para passagem no espectrofotômetro 

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 ionização foi de 3000-3500V. Os compostos foram identificados pela comparação do 

espectro de massas obtido em relação aos padrões comerciais e/ou dados da literatura, além do tempo 

de retenção e espectro de absorção. 

 

5.2 Aprovação do comitê de ética 

Todos os procedimentos deste estudo foram submetidos ao Comitê de Ética da USP (CAAE: 

59663816.8.0000.5462) e do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (Nº de Protocolo: 4699, 

ANEXO 1) e registrado na plataforma de Registro Brasileiro de Ensaios Clínicos (ReBEC) sob o 

identificador U111112158661 e respeitaram as normas estabelecidas pela legislação brasileira na 

Resolução n. 466 do conselho Nacional de Saúde. 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 Seleção dos voluntários 

Foram recrutados pacientes com obesidade e resistência à insulina em acompanhamento no 

ambulatório de Nutrição Clínica do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia. Foram selecionados 

voluntários que concordaram em participar da pesquisa e assinar o TCLE, indivíduos com capacidade 

de responder os questionários da pesquisa (dados clínicos e de consumo alimentar) e que podiam ser 

submetidos à avaliação da composição corporal, coleta de sangue, urina e fezes. 

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusão: 1) indivíduos com idade entre 40 e 60 anos 

de idade; 2) diagnóstico nutricional de obesidade segundo os pontos de corte da OMS e 3) resistência 

à insulina segundo duas equações simplificadas: HOMA1-IR (Homeostatic Model Assessment Insulin 

Resistance) = (IJ x GJ)/ 22,5 (MATTHEWS et al., 1985) utilizando o ponto de corte de 2,71 conforme 

estudo realizado com a população brasileira (GELONEZE et al., 2005) e HOMA1-%B (Homeostatic 

Model Assessment b-Cell Function) = (20 x IJ)/(GJ – 3,5), estas equações podem ser usadas para 

estimar a resistência à insulina e a função das células beta, respectivamente. Em tais equações, IJ 

corresponde à insulinemia de jejum em mU/L, e GJ, à glicemia de jejum em mmol/L e foi realizado 

através do programa de computador HOMA Calculator.  

Os critérios de exclusão do estudo foram: 1) pacientes com DM1 ou DM2 ou com alterações 

no exame de inclusão, compatíveis com o diagnóstico de DM (GJ ≥126mg/dia); 2) presença de 

doenças gastrointestinais ou disfunção cognitiva; 3) uso de medicamentos anti-inflamatórios, 

antibióticos e/ou suplementação com vitaminas, minerais, compostos bioativos, prebióticos, 

probióticos e simbióticos. 

No recrutamento, foram selecionados 55 voluntários para realizar a análise da glicemia de 

jejum e insulina para o cálculo do índice HOMA e, em seguida, realizamos a alocação nos grupos de 

intervenção: Suco de laranja Pera (SLP) ou Suco de laranja Moro (SLM). Destes, 21 voluntários não 

atenderam o critério de resistência à insulina (HOMA-IR >2,71). Os demais voluntários (n=34) foram 

alocados para o protocolo, sendo que 6 voluntários desistiram da pesquisa devido a motivos pessoais 

ou não informaram. Portanto, 28 voluntários foram incluídos na pesquisa, com desistência durante o 

protocolo em ambos os grupos (Figura 7). 



49 

 

 

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 é um estudo clínico crossover, randomizado com suplementação dos sucos de laranja 

Pera e Moro durante 15 dias ininterruptos com um período de washout entre os tratamentos de 

aproximadamente 40 dias (Figura 8). Dos voluntários que participaram do estudo, 22 começaram com 

o SLP e 7 iniciaram com o SLM. 

Os voluntários do estudo participaram de dois ensaios experimentais: Suco de laranja Pera - 

SLP (25 voluntários) e Suco de laranja Moro – SLM (23 voluntários), ambos com a ingestão de 

400ml/dia sendo fornecidos pela empresa Fundecitrus. Os participantes retiraram os sucos em 

garrafas de 1 litro no início de cada tratamento no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia e foram 
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orientados a manter os sucos em geladeira até o consumo. Foi sugerido que o consumo do suco fosse 

fracionado em duas refeições (almoço e jantar), sendo 200ml em cada uma. 

Os voluntários foram instruídos a ingerir a primeira dose de suco de laranja depois das 

mensurações (dia 1) e o último no dia 15. Os voluntários foram orientados a não ingerirem bebidas 

alcóolicas e alimentos que apresentassem quantidades significativas de flavanonas (por exemplo, 

suco ou frutas cítricas e ervas aromáticas como hortelã) ou antocianinas (por exemplo, açaí, ameixa, 

amora, cereja, figo, framboesa, uva, maçã, morango e acerola e nos vegetais, como o repolho-roxo, 

batata-roxa, berinjela, batata-doce) e foram aconselhados a não tomar quaisquer outros suplementos 

alimentares durante o período de estudo. Além disso, os voluntários foram instruídos a manter seus 

padrões normais de vida, atividade física e sono durante o período de intervenção. 

 

Figura 8. Delineamento do estudo. 
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5.5 Descrição das variáveis  

5.5.1 Variáveis relacionadas ao consumo alimentar 

Para avaliação do consumo alimentar foi utilizado o Recordatório Alimentar de 24 horas 

(ANEXO 4) no início e final de cada intervenção. Este método consiste em definir a ingestão 

alimentar no dia anterior a consulta. Após a coleta de dados, as calorias e os nutrientes foram 

quantificados através do Software Avanutri. 

5.5.2 Variáveis relacionadas aos indicadores antropométricos 

Os participantes do estudo foram submetidos à avaliação antropométrica no início e final de 

cada intervenção (ANEXO 3) que incluía medidas de peso, altura e circunferência 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 descalços 

durante toda a avaliação. 

• Peso: Foi aferido utilizando balança digital com capacidade máxima de 150 kg com grau de 

precisão de 50g, os participantes posicionaram-se no centro da plataforma da balança, com os 

braços estendidos, com as pernas ligeiramente afastadas e com a postura ereta, com o olhar 

fixo no horizonte para evitar oscilações na leitura do peso (JELLIFFE, 1966). Foi solicitado 

aos participantes que retirassem todos os objetos que pudessem interferir na medida do peso. 

• Estatura: Foi utilizado o estadiômetro acoplado à balança, estando os indivíduos em posição 

ereta, braços estendidos ao longo do corpo, pés unidos e descalços (JELLIFFE, 1966). 

• Circunferência Abdominal (CA): Foi utilizado o ponto médio entre a crista ilíaca e a última 

costela, por fita métrica inelástica. Os indivíduos foram classificados de acordo com os pontos 

de corte preconizados pela Federação Internacional de Diabetes (INTERNATIONAL 

DIABETES FEDERATION - IDF, 2006). 

• Índice de Massa Corporal (IMC): Foi calculado a partir da relação 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 confirmação da elegibilidade segundo diagnóstico de resistência à insulina.  

Posteriormente as coletas ocorreram no início e final de cada intervenção: primeiramente no 

período basal pela manhã com jejum de 12 horas, aproximadamente entre 8-10hs e a última período 

final, após 12 horas da última dose do suco. Em cada período da intervenção foi coletado 40mL de 

sangue venoso. Após a coleta, o sangue foi utilizado para cultura de células de monócitos (10mL) e 

o restante (30mL) foi centrifugado a 690 x g durante 15 minutos a 4°C. Em seguida, o plasma ou soro 

foram extraídos, alíquotado e armazenados em freezer -80°C para posteriores análises. 

5.5.4 Coleta de urina casual 

O paciente realizou a coleta de urina na sua residência em frasco fornecido pelos 

pesquisadores e entregou no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia no período basal e final. Foram 

coletados 75mL de urina, preferencialmente a primeira urina da manhã ou com um intervalo mínimo 

de 2 horas após a última micção, desprezando o primeiro jato. Após 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 não misturar 

com a urina e entregaram no período basal e final do protocolo. Caso o paciente tivesse o hábito de 

evacuação à tarde ou à noite, o paciente foi orientado a embrulhar o frasco em papel alumínio e 

conservá-los na geladeira até a hora de entregar no hospital. Após a coleta, este material foi utilizado 

para posteriores análises. 

5.5.6 Análise da microbiota intestinal (Sequenciamento de Nova Geração)  

Para análise da composição da microbiota intestinal, as amostras foram encaminhadas para a 

Neoprospecta Microbiome Tecnologies (Florianópolis, Brasil). Foi utilizado os primers na região V3-

V4 do gene 16S rRNA com as seguintes condições: o primeiro primer de PCR continha as sequências 

Illumina (Illumina), com o segundo PCR com as sequências indexadas. A reação de PCR foi realizada 
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em triplicata usando Platinum Taq (Invitrogen) nas seguintes condições: 95°C por 5 min, 25 ciclos 

de 95°C por 45s, 55°C por 30s e 72°C por 45s e uma extensão final de 72°C por 2 min para PCR 1. 

No PCR 2 as condições foram: 95°C por 5 min, 10 ciclos de 95°C por 45s, 66°C por 30s e 72°C por 

45s e uma extensão final de 72°C por 2 min. Para comparação, o protocolo Illumina 16S foi utilizado 

como descrito (Illumina Technical Note 15044223 Rev. B). A reação final de PCR foi realizada 

usando AMPureXP (Beckman Coulter) e as amostras foram incluídas em uma biblioteca de 

sequenciamento para quantificação. As estimativas de Amplicon foram realizadas com o kit 

Picogreen dsDNA (Invitrogen), e em seguida as bibliotecas foram diluídas para quantificação precisa 

de qPCR utilizando KAPA (Kit de Quantificação para plataformas Illumina) (KAPA Biosystems). 

5.5.7 Análise de bioinformática 

Após o sequenciamento do 16S rRNA na Plataforma Illumina MiSeq, as comunidades 

microbianas foram analisadas utilizando o software QIIME 2 versão 21.2 d (CAPORASO et al., 

2010). As análises taxonômicas foram realizadas contra o banco de dados SILVA versão 132 

(QUAST et al., 2013). Posteriormente, a abundância relativa no nível filo e gênero foram analisadas 

através dos procedimentos estatísticos e os índices de alfa e beta diversidade foram calculados através 

do software online Microbiome Analyst (DHARIWAL et al., 2017), disponível em 

http://www.microbiomeanalyst.ca.  

5.5.8 Análise do pH fecal 

Para análise do pH fecal, as fezes foram pesadas (0,3 mg) em balança analítica e transferidas 

para tubos eppendorfs. Então, foi adicionado 1mL de água miliq e usado a fita para mensuração. 

5.5.9 Análise de ácidos graxos de cadeia curta 

 
As amostras fecais foram extraídas (0,4 mg) em 1,5 mL de ácido metil valérico 0,05% em 

acetonitrila (padrão 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 µm e de 0,2 µm (adaptado de MENEZES et al., 2010). As fezes foram injetadas em 

cromatógrafo a gás (CG) (Agilent Technologies 7890B GC System (USA) equipado com detector de 

ionização de chama (FID), injetor automático (Agilent Technologies GC Sampler 80, Switzerland), 

e coluna capilar CP7747 de sílica fundida WCTO (Varian, LakeForest, CA, USA), com os seguintes 

http://www.microbiomeanalyst.ca/
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parâmetros: temperatura do injetor e do detector foi de 250°C; a análise foi feita em rampa de 100°C 

a 240°C sob pressão constante (tempo de corrida = 30 min). As amostras foram injetadas em volume 

de 3 µL, com split 1:10.  

A curva padrão foi obtida com soluções de AGCC (Volatile Free Acid Mix, COD: 

CRM46975, Supelco, Bellefonte, PA, USA) em concentrações de 2,00 a 8,00 mM. O ácido 2-metil-

valérico (Aldrich 10987-8, Milwaukee, WI, USA) foi utilizado como padrão interno, em 

concentração final de 0,05% (MENEZES et al., 2010; ZHAO; NYMAN; JÖNSSON, 2006), em 

acetonitrila. A curva padrão também foi centrifugada e filtrada, como as amostras. 

5.5.10 Isolamento dos monócitos e tratamento com LPS 

Foi coletado 10mL de sangue total para separação de monócitos. Após a coleta de sangue, foi 

adicionado 3mL de Histopaque 1077 e 3mL de Histopaque 1119 para a sedimentação das hemácias 

após 30 minutos de centrifugação de gradiente, com velocidade de 400Xg em uma centrífuga sem 

freio à temperatura ambiente. Após este processo, houve a formação de uma nuvem que correspondia 

aos leucócitos totais e abaixo aos neutrófilos, as quais foram transferidas separadamente para tubos 

cônicos estéreis e diluídos em PBS. Para formação do precipitado, os tubos foram centrifugados 

novamente com velocidade de 400 x g em uma centrífuga sem freio a 4ºC por 10 minutos. Após isto, 

as células foram ressuspendidas em 1mL de meio de cultura RPMI-1640 enriquecido (preparado com 

soro fetal bovino e antibiótico) e obteve-se os linfócitos e monócitos. Para a separação dos linfócitos 

e monócitos foi necessário realizar uma cultura para que os monócitos ficassem aderidos na placa, 

enquanto os linfócitos dispersos no sobrenadante. Em uma placa de cultura de seis poços, foi 

adicionado 2mL de meio de cultura RPMI-1640 enriquecido e 500μl de suspensão celular de 

leucócitos em dois poços e incubado, por 1 hora, em estufa a 37 °C com concentração de 5% de CO2. 

Após incubação, o sobrenadante composto pelos linfócitos foi descartado e os monócitos 

ficaram aderidos à placa. Em seguida, foi adicionado no poço com monócitos 1,8 mL de meio RPMI-

1640 enriquecido e 0,2 mL de LPS (5μg/ml). Os monócitos foram incubados por 48hs em estufa a 

37ºC com concentração de 5% de CO2. Após este período, o meio de cultura foi transferido para tubos 

cônicos estéreis e acrescentou-se PBS até completar volume de 15mL, o qual foi centrifugado com 

velocidade de 400 x g em uma centrífuga sem freio à temperatura ambiente por 10 minutos. Os 

sobrenadantes foram alíquotados em tubos eppendorfs em freezer -80ºC para análise de citocinas e 

quimiocinas (IL-6, TNF-α, IL-10, IL-1β e IL-8). 
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5.5.11 Determinação dos parâmetros bioquímicos e inflamatórios plasmáticos 

Todos os parâmetros bioquímicos plasmáticos foram mensurados no período basal e final de 

cada intervenção. 

5.5.11.1 Glicose, insulina e perfil lipídico 

Todas as análises bioquímicas foram realizadas pelo Centro Estadual de Análises Clínicas 

(C.E.A.C.), laboratório responsável do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia. Para glicemia de 

jejum foi utilizado método colorimétrico – QS (química seca) em amostra de plasma; para insulina 

foi realizada quimiluminescência em amostra de soro; a hemoglobina glicada foi analisada por 

imunoturbidimetria em sangue total; o perfil lipídico foi analisado em amostras de soro, sendo 

utilizado método colorimétrico para o colesterol total e colorimétrico-QS para a HDL-c (Lipoproteína 

de alta densidade) e TG. Já o LDL-c foi determinado pela equação de Friedwald. 

5.5.11.2 Citocinas e quimiocinas  

A análise das citocinas plasmáticas (IL-6, TNF-α, IL-10, IL-1β e IL-8) e da quimiocina 

plasmática (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 Lipopolissacarídeos  

A análise de LPS foi determinada por método colorimétrico utilizando o kit LAL-

Chromogenic (QCL-1000™) da Lonza™. 

5.6 Análise estatística  

Foi realizada a análise descritiva dos dados por meio de média ± erro padrão da média. Para 

a comparação entre os quatro tempos (SLP = basal, SLP = final, SLM = basal, SLM = final) foi 

aplicado o teste de Equações de Estimativas Generalizadas (GEE) com o estimador robusto para 

matriz de covariância e, na análise de comparações múltiplas, realizou-se o teste post-hoc Sidak. Os 

dados que não apresentaram distribuição normal foram transformados em escala logarítmica. 

Assumiu-se um nível descritivo de 5% (p≤0,05) para significância estatística. Os dados foram 

digitados em Excel e analisados no programa SPSS versão 23 para Windows. 
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Para a análise de correlação dos gêneros bacterianos com os demais dados utilizou-se o 

coeficiente de correlação de Spearman no programa SPSS. Para a seleção das variáveis apresentadas 

foi utilizado a força de correlação moderada (r > 0,5). 

Para analisar a diferença dos voluntários em relação aos parâmetros bioquímicos e 

inflamatórios de acordo com o grau de obesidade utilizou-se o delta para todos os parâmetros, exceto 

para os metabólitos da urina, microbiota intestinal e marcadores inflamatórios em monócitos. Para 

isto, a técnica utilizada foi a discriminação por mínimos quadrados parciais (PLS-DA) através da 

plataforma online MetaboAnalyst.  

Para análise da alfa-diversidade da microbiota intestinal foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis 

e a análise da beta-diversidade foi feita através de PERMANOVA, ambas através do Software online 

Microbiome Analyst.  

6 RESULTADOS  

6.1 Composição do suco de laranja 

As características da composição nutricional e físico-química dos sucos de laranja estão 

disponíveis na Tabela 1.  

Em relação as calorias, os sucos apresentaram resultados semelhantes. A quantidade de 

açúcares também foi similar em ambos os sucos, sendo a sacarose o principal açúcar encontrado. A 

presença de fibra alimentar (FA) apresentou uma discreta diferença entre os sucos, encontramos no 

SLM uma quantidade maior de FA Solúvel, FA Insolúvel e total, sendo esta última a que contribuiu 

com a maior parte desta concentração. Esta variação entre os sucos é comumente encontrada e 

possivelmente está relacionada à diferença de variedade e de estádio de amadurecimento dos frutos, 

uma vez que ambos os sucos sofreram o mesmo processamento. Além da FA, o SLM apresentou 

concentrações mais elevadas de compostos fenólicos. 

Dos ácidos orgânicos encontrados nos sucos, a maior abundância em ambos os sucos foi de 

ácido cítrico, seguido de ácido málico, ascórbico e tartárico. Destes ácidos, o ascórbico estava em 

maior quantidade no SLM quando comparado ao SLP. 

Em relação aos Sólidos Solúveis Totais (ºBrix) e o pH os valores encontrados foram bem 

próximos nos distintos sucos analisados. 

O conteúdo 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 conteúdo total de flavanonas no SLP e 73,54% no SLM. As três flavanonas 

majoritárias (narirutina, hesperidina e didimina) estavam em maior concentração 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 presença das antocianinas em sua composição 

(2,81mg/100mL de antocianinas totais), principalmente a cianidina-3-O-glicosídeo (97,15%) e 

cianidina-3-O-(6″-malonyl-glucosídeo) (2,85%) (Tabela 2). 

Tabela 1. Composição nutricional e composição físico-química em 100 mL do suco de laranja 

Pera e Moro. 

 

Valores expressos como média ± desvio padrão; SLP: Suco de laranja Pera; SLM: Suco de laranja Moro; ND: 

não detectado; pH: potencial hidrogeniônico; TSS: Sólidos Solúveis Totais; *Valor calórico proveniente dos 

açúcares; ap<0,001; bp<0,05. 

Parâmetros SLP SLM 

A) Composição nutricional   

Energia (kcal) 24,60* 25,56* 

Açúcares totais solúveis (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 

Ácidos orgânicos (mg)   

   Ácido cítrico 1092,36 ± 3,09 1161,94 ± 81,19 

   Ácido málico 301,77 ± 3,34 273,97 ± 18,50b 

   Ácido Ascórbico 16,00 ± 1,5 32 ± 2,6a 

   Ácido Tartárico ND 26,25 ± 0,95 

 Fenólicos totais (mg) 50,31 ± 0,00 60,75 ± 0,01 

Fibras alimentares (FA) (g)   

   Solúvel 0,04 ± 0,01 0,08 ± 0,01 

   Insolúvel 0,25 ± 0,05 0,26 ± 0,02 

   Total 0,29 0,34 

B) Composição físico-química   

   pH 3,52 ± 0,00 3,48 ± 0,00 

   TSS (°Brix) 9,50 ± 0,00 10,00 ± 0,00 
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Tabela 2. Conteúdo de flavanonas e antocianinas nos pellets e sobrenadantes em 100mL dos sucos 

de laranja Pera e Moro. 
Compostos SLP SLM 

 
Sobrenadante 

Pellet Sobrenadant

e 

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 22,29 ± 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-

glucosideo 

- 

 

2,73 ± 0,08 

Cianidina-3-O-(6″-

malonil 

glucosideo)** 

- 

 

0,08 ± 0,03 

Antocianinas totais - 2,81 

Flavonoides totais 31,71 35,13 

Valores expressos em mg/100 mL de suco (média ± desvio padrão). SLP: Suco de laranja Pera; SLM: Suco de laranja 

Moro; *tr: traços; **Equivalente de cianidina-3-O-glucosideo; #Comparação entre o pellet do SLP versus SLM (p<0,05); 
$Comparação entre o sobrenadante do SLP versus SLM (p<0,05). 

6.2 Características dos voluntários 

Foram incluídos no estudo 28 pacientes que estavam em acompanhamento no ambulatório de 

nutrição clínica do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia e destes, 25 completaram o período de 

intervenção com o SLP e 23 completaram o período de protocolo com o SLM. Na Tabela 3 é possível 

visualizar as características gerais dos pacientes na triagem.   

Os voluntários 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 cálculo do Índice HOMA-IR considerando os valores de glicemia 

e insulina em jejum, os pacientes apresentavam resistência à insulina, portanto, elegíveis para o 

estudo.  

Tabela 3. Características basais dos voluntários. 

Parâmetros Triagem 
Valores de Referência 

Ideal Pré-diabetes 

Glicemia de jejum (mg/dL) 101 ± 10,87 < 99* 100 a 125* 

Insulina de jejum (µIU/mL) 16,43 ± 3,76 1,9 a 23* - 

HbA1c (%) 5,97 ± 0,32 <5,7* 5,7 a 6,4* 

Índice HOMA-IR 4,06 ± 0,87 ≤ 2,71** > 2,71** 
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Valores expressos em média ± desvio padrão;  n=28; HbA1c: Hemoglobina Glicada; HOMA-IR: Homeostatic Model 

Assessment-Insulin Resistance; *Valores de referência do Centro Estadual de Análises Clínicas (C.E.A.C.); **Geloneze 

et al., 2009.  

 

Do total de voluntários 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 voluntários variou de 48-60 anos, com uma média de 57 anos.  

As principais alterações encontradas nos participantes deste estudo foram a hipertensão 

arterial sistêmica (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, não houve nenhuma mudança no tratamento medicamentoso proposto ou dieta alimentar. 

Em relação ao histórico familiar dos participantes, as principais condições clínicas 

mencionadas foram: obesidade (57,14%); DM2 (60,71%); HAS (67,85%); dislipidemia (53,57%); 

infarto agudo do miocárdio (46,42%) e acidente vascular cerebral (28,57%). 

Sobre o estilo de vida, 35,71% de voluntários referiram prática de atividade física e 42,85% 

apresentavam ingestão de bebida alcóolica socialmente. Já em relação ao hábito intestinal e o apetite, 

a maioria dos voluntários (n=24) referiu hábito intestinal normal e o restante se declararam constipado 

(n=5), o apetite foi considerado aumentado em quatro voluntários. 

Os valores correspondentes ao consumo alimentar de calorias e nutrientes foram semelhantes 

em ambos os tratamentos, exceto em relação a ingestão de carboidratos que foi estatisticamente 

diferente no período basal e final do SLP, com uma ingestão mais elevada de carboidratos no período 

final do protocolo.  Já o consumo de FA apresentou diferença significativa comparando o período 

final de cada intervenção (SLP final vs SLM final), correspondendo a um maior consumo de FA no 

SLP.  

Em suma, a ingestão dos nutrientes pelos voluntários atendeu as recomendações dietéticas de 

consumo alimentar (Tabela 4), exceto em relação ao consumo de ácidos graxos saturados que 

ultrapassaram a recomendação para indivíduos com risco cardiovascular.  

Os parâmetros antropométricos e bioquímicos antes e após as duas intervenções podem ser 

visualizados na Tabela 5. Não foram encontradas diferenças significantes entre os grupos na 

composição corporal e nos biomarcadores metabólicos. Em relação ao IMC, os voluntários 

pertencentes ao grupo SLP apresentaram em média 36 kg/m² e o grupo SLM apresentou uma média 

de 35kg/m².  
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Os parâmetros metabólicos (glicemia e perfil lipídico) não apresentaram diferença 

significativa (p<0,05) quando valores basais e finais foram comparados para cada intervenção, 

entretanto, foi possível observar uma redução modesta em tais parâmetros, sendo este um indicativo 

do efeito da ingestão dos sucos de laranja. 

Os dados de pressão arterial podem ser observados na Tabela 6, a pressão arterial sistólica dos 

voluntários apresentou-se ligeiramente elevada (>120mmHg). Por outro lado, a pressão arterial 

diastólica estava dentro dos valores esperados, no entanto, os valores de referência para a pressão 

arterial usados na prática clínica sugerem considerar os valores de referência de forma individualizada 

dependendo do grau de hipertensão arterial dos voluntários (SBC, 2020). Os tratamentos com os SLP 

e SLM promoveram uma discreta redução na pressão arterial especialmente após a ingestão do SLM.
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Tabela 4. Ingestão de calorias e nutrientes antes e após as intervenções com os sucos de laranja Pera e Moro.   

SLP: Suco de laranja Pera (n=25); SLM: Suco de laranja Moro (n=23); CHO: carboidratos; PTN: proteínas; LIP: lipídios; AGMI: ácidos graxos monoinsaturados; AGPI: 

ácidos graxos poliinsaturados. aComparação entre o período final do SLP e SLM (p<0,05); *p1: comparação entre o período basal e final do SLP; **p2: comparação 

entre o período inicial e final do SLM. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram testados com as Equações de Estimativas Generalizadas 

(GEE). 

 

 

 

Nutrientes 

Intervenção: 

 

 

Período: 

SLP SLM  

 

 

Basal Final Basal Final p1* p2** 

Energia (Kcal) 

 

Macronutrientes 

 1401,19 ± 164,87 1678,68 ± 142,57 1175,96 ± 110,18 1399,76 ± 154,71 0,235 0,534 

  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 

 

Ácidos graxos 

       

  Saturados (g)  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 ± 1,61a 9,65 ± 1,78 5,92 ± 1,08a 1,000 0,113 
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Tabela 5. Parâmetros antropométricos e bioquímicos antes e após intervenção com os sucos de laranja Pera e Moro.  

 SLP: Suco de laranja pera (n=25); SLM: Suco de laranja moro (n=23); IMC: Índice de Massa Corporal; CA: Circunferência abdominal; GJ: Glicemia de jejum; CT:    Colesterol total; 

LDL-c: Lipoproteína de baixa densidade; HDL: Lipoproteína de alta densidade; VLDL: Lipoproteína de muito baixa densidade; TG: Triglicérides; *p1: comparação entre o período basal 

e inicial do SLP; **p2: comparação entre o período inicial e final do SLM. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram testados com as Equações de 

Estimativa Generalizadas (GEE). 

Tabela 6. Pressão arterial antes e após intervenção com suco de laranja Pera e Moro.  

SLP: Suco de laranja pera (n=25); SLM: Suco de laranja moro (n=23); PAS: Pressão arterial sistólica; PAD: Pressão arterial diastólica; *p1: comparação entre o período basal e inicial do 

SLP; **p2: comparação entre o período inicial e final do SLM. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram testados com as Equações de Estimativa 

Generalizadas (GEE).

Variáveis 

Intervenção: 

 

Período: 

SLP SLM  

 

 

Basal Final Basal Final p1* p2** 

Composição 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/m²)  36,10 ± 1,01 36,15 ± 1,01 35,85 ± 0,97 35,71 ± 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 

metabólicos (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 44,80 ± 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 

Razão TG/HDL  4,03 ± 0,21 3,99 ± 0,21 4,17 ± 0,16 4,04 ± 0,27 0,999 0,995 

 

Pressão arterial (mmHg) 

Intervenção: 

 

Período: 

SLP SLM  

 

 

Basal Final Basal Final p1* 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 ± 2,41 0,683 0,661 
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6.3 Análise das citocinas e quimiocinas no plasma 

 

Foram avaliadas as citocinas e quimiocinas no plasma (IL-6, IL-8, TNF-α, IL-1β, MCP-1 e 

IL-10). Os valores analisados de cada citocina de acordo com o tratamento (SLP ou SLM) e os 

períodos da intervenção estão dispostos na Tabela 7. 

As citocinas IL-10, IL-8 e MCP-1 não sofreram alterações significativas após o tratamento 

com os SLP e SLM.  Embora seja possível visualizar uma redução discreta de IL-8 e MCP-1 após 

ambas as intervenções. Já a citocina IL-10 apresentou um aumento sutil após os dois tratamentos.  

As citocinas IL-6 e IL-1β não apresentaram mudanças após a ingestão do SLP. Em 

contrapartida, estas citocinas reduziram após o consumo de SLM, assim como, o TNF-α. 

Ao comparar estas citocinas no período final de cada tratamento (SLP final vs SLM final), as 

citocinas IL-6 (Figura 9) e o TNF-α (Figura 10) apresentaram menores concentrações após a ingestão 

com o SLM. 

 

Tabela 7. Citocinas e quimiocinas no plasma antes e após as intervenções com os sucos de laranja 

Pera e Moro. 

 

SLP: Suco de laranja Pera (n=18); SLM: Suco de laranja Moro (n=16); IL-6: Interleucina-6; IL-10: Interleucina-10; 

TNFα: Fator de necrose tumoral alfa; IL-8: Interleucina-8; IL-1β: Interleucina-1 beta; MCP-1: Proteína quimiotática de 

monócitos-1; *p1: comparação entre o período basal e inicial do SLP; **p2: comparação entre o período inicial e final do 

SLM. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram testados com as Equações de Estimativa 

Generalizadas (GEE). 

 

 

Variáveis 

(log10 

pg/mL) 

SLP SLM   

Basal Final Basal Final p1* p2** 

  

   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-α  1,88 ± 0,07 2,16 ± 0,07 2,07 ± 0,06 1,83 ± 0,10 0,124 0,048 

   IL-8  2,80 ± 0,05 2,74 ± 0,05 2,83 ± 0,04 2,75 ± 0,05 0,757 0,226 

   IL-1β  2,14 ± 0,07 2,15 ± 0,11 2,25 ± 0,08 1,87 ± 0,16 1,000 0,010 

   MCP-1  3,55 ± 0,09 3,49 ± 0,05 3,67 ± 0,09 3,53 ± 0,05 1,000 0,410 
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Figura 9. Concentração da citocina IL-6 no plasma antes e após a ingestão dos sucos de laranja Pera (SLP) e 

Moro (SLM). Valores expressos em média e erro padrão da média e foram testados pelas Equações de 

Estimativa Generalizadas (GEE). 

 

 

Figura 10. Concentração da citocina TNF-α no plasma antes e após a ingestão dos sucos de laranja Pera (SLP) 

e Moro (SLM). Valores expressos em média e erro padrão da média e foram testados pelas Equações de 

Estimativa Generalizadas (GEE). 
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6.4 Produção de citocinas no sobrenadante de cultura de monócitos 

As citocinas e quimiocinas (MCP-1, TNF-α, IL-10, IL-6 e IL-1β) foram avaliadas no 

sobrenadante de monócitos dos voluntários. Estas células foram avaliadas após o estímulo por LPS 

após a incubação por 48hs. Na Figura 11 estão expressos os dados correspondentes aos dois 

tratamentos.  

Não houve diferença estatística na produção da quimiocina MCP-1 e nas citocinas IL-10 e IL-

1β em monócitos após o estímulo com o LPS. Mas, comparando o período final de cada tratamento 

(SLP final vs SLM final), notamos menores concentrações de TNF-α e de IL-6 nos voluntários que 

receberam o tratamento com o SLM.     

 

 

Figura 11. Citocinas e quimiocina no sobrenadante de monócitos cultivados com LPS antes e após os sucos de laranja 

Pera e Moro. (A) MCP-1; (B) TNF-α; (C) IL-10; (D) IL-6 e (E) IL-1β. Valores expressos em média e erro padrão da 

média. SLP: suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; MCP-1: Proteína quimiotática de monócitos-1; TNF-

α: Fator de necrose tumoral alfa; IL-10: Interleucina-10; IL-6: Interleucina-6; IL-1β: Interleucina-1 beta. 
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6.5 Metabólitos de flavonoides na urina 

As concentrações de hesperitina, naringenina e de ácidos fenólicos foram quantificadas nas 

amostras de urina dos voluntários no período inicial e final das duas intervenções. 

A naringenina (metabólitos de fase II) e os ácidos fenólicos presentes na urina dos voluntários 

aumentaram após a intervenção com o SLP e SLM (Tabela 8). Já a hesperitina também apresentou 

aumento após as duas intervenções, no entanto, somente após o consumo de SLM de forma 

significante. 

Os metabólitos de hesperitina identificados na urina foram: hesperetina-3-glicuronídeo, 

hesperetina-7-glicuronídeo, hesperetina_sulf-glicuronídeo, hesperetina-diglucuronídeo isômero III, 

hesperetina-diglicuronídeo isômero II. Os metabólitos de naringenina identificados na urina foram: 

naringenina-7-glicuronídeo, naringenina-3-glicuronídeo, naringenina-diglicuronídeo, naringenina-

diglicuronídeo isômero II. Três ácidos fenólicos também foram identificados na urina dos voluntários, 

foram eles: ácido hipúrico, ácido metilhipúrico e ácido protocatecuico, este último não foi 

quantificado. 

A quantidade de metabólitos excretados apresentou uma grande variabilidade entre os 

voluntários no período basal e final de ambos os sucos, os resultados do SLP estão dispostos na Figura 

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

 

Tabela 8. Excreção de metabólitos na urina antes e após os sucos de laranja Pera e Moro.  

Metabólitos Intervenção: 

Período: 

SLP SLM   

Basal Final Basal Final p1* p2** 

Creatinina  136,01± 

23,29 

113,68 ± 

12,35 

130,82 ± 

14,46 

120,42 ± 

14,82 

0,733 0,354 

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 

Ácidos fenólicos  32,3 ± 13,17 72,3 ± 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: ácidos graxos de cadeia curta; *p1: comparação entre o 

período basal e inicial do SLP; **p2: comparação entre o período inicial e final do SLM. Os valores estão representados 

em média ± erro padrão da média e foram testados com as Equações de Estimativa Generalizadas (GEE). 
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Figura 12.  Excreção de metabólitos de flavonoides no suco de laranja Pera (n=12). A) Metabólitos de fase 

II (basal); B) Metabólitos de fase II (final); C) Ácidos fenólicos (basal); D) Ácidos fenólicos (final); E) 

Metabólitos de fase II (basal x final); F) Ácidos fenólicos (basal x final). 

 

Figura 13.  Excreção de metabólitos de flavonoides no suco de laranja Moro (n=12). A) Metabólitos de fase 

II (basal); B) Metabólitos de fase II (final); C) Ácidos fenólicos (basal); D) Ácidos fenólicos (final); E) 

Metabólitos de fase II (basal x final); F) Ácidos fenólicos (basal x final). 
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6.6 Avaliação de marcadores de permeabilidade intestinal 

A zonulina plasmática é um biomarcador utilizado para avaliar a permeabilidade intestinal. 

Esta proteína compõem as proteínas chamadas de junções firmes nos enterócitos relacionadas à 

manutenção da permeabilidade intestinal através da regulação da passagem de moléculas do lúmen 

intestinal para a corrente sanguínea. O tratamento com a suplementação de SLP promoveu uma 

redução significativa da zonulina plasmática de 23,00ng/mL para 19,90ng/mL. Por outro lado, o SLM 

não apresentou este efeito (Figura 14). 

 

Figura 14. Concentração de zonulina no plasma antes e após as intervenções com os sucos de laranja Pera e 

Moro. Valores expressos em média e erro padrão da média. SLP: suco de laranja Pera (n=16); SLM: suco de 

laranja Moro (n=14). 

Além da avaliação da zonulina plasmática é possível avaliar outros biomarcadores 

relacionados a permeabilidade intestinal como as endotoxinas (LPS). O LPS compõe a parede das 

bactérias gram-negativas, quando ocorre um aumento da permeabilidade intestinal, o LPS transloca 

para a circulação, quadro conhecido como endotoxemia metabólica. Em ambos os tratamentos, não 

houve alteração no LPS plasmático significantemente (Figura 15), embora seja possível observar uma 

redução do LPS após as duas intervenções.  
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Figura 15. Concentração de LPS no plasma antes e após as intervenções com os sucos de laranja Pera e Moro. 

Valores expressos em média e erro padrão da média. LPS: lipopolissacarídeos; SLP: suco de laranja Pera 

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

 

6.7 Análise das diversidades (alfa e beta diversidade) 

6.7.1 Alfa-diversidade segundo os Índices de Shannon, Chao1 e Simpson  

A composição de microrganismos foi avaliada através de diferentes índices de diversidade 

(Shannon, Chao1 e Simpson). O índice Shannon avalia quais e quantos microrganismos estão 

presentes nas amostras avaliadas, o resultado corresponde ao intervalo de 1,5 - 3,5 dependendo da 

amostra. O índice de riqueza Chao1 avalia a riqueza da amostra (quantidade de gêneros ou espécies 

identificados). Já o índice Simpson avalia a dominância, quando o seu resultado se aproxima a zero 

indica maior riqueza (LIMA, M.; DOS SANTOS SOUZA; PEDERASSI, 2016). Os resultados destes 

índices de alfa-diversidade podem ser observados na Figura 16. Embora, os índices de alfa-

diversidade não tenham sido estatisticamente diferentes, o índice Shannon apresentaram um ligeiro 

aumento após as duas intervenções. Por outro lado, o índice Chao1 e Simpson foram bastante 

semelhantes entre os grupos. 
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Figura 16.  Alfa-diversidade nas amostras fecais antes e após as intervenções com os sucos de laranja Pera e 

Moro de acordo com os índices de diversidade: A) Shannon; B) Chao1 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 composição da microbiota intestinal e o 

efeito das intervenções com SLP e SLM foram aplicadas as matrizes da beta-diversidade para a 

construção do gráfico de análise de coordenadas principais (PCoA) que demonstra como cada 

voluntário se comporta em relação à composição da microbiota intestinal. Para isto, utilizamos o 

índice de Bray-Curtis e Jaccard. O índice Bray Curtis é um método que expressa a proporção de 

similaridade e dissimilaridade (distância) da abundância de bactérias. Já o índice Jaccard expressa a 

proporção de bactérias compartilhadas entre as amostras de acordo com o número total de bactérias. 

A avaliação da beta diversidade através dos índices Bray-Curtis e Jaccard estão apresentadas 

na Figura 17. Não houve diferença estatística no índice Bray-Curtis e no índice Jaccard comparando 

o SLP e SLM nos diferentes períodos do estudo. Ainda, não foi observado nenhum agrupamento 

relacionado aos grupos de tratamento.  

  

Figura 17. Beta-diversidade entre os sucos de laranja Pera e Moro e os diferentes períodos do estudo. PCoA 

construído a partir dos índices de similaridades de Bray-Curtis (A) e Jaccard (B). Cada ponto colorido no 

gráfico reflete as amostras de cada grupo. Os eixos 1, 2 e 3 representam o percentual de dados que são 

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 intervenções sobre a microbiota intestinal 

6.8.1 Composição da microbiota intestinal nos níveis taxonômicos filo e gênero 

Para a avaliação da abundância relativa das bactérias foi utilizado um corte de 2% para a 

seleção dos principais filos e gêneros 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 voluntários. De todos os voluntários avaliados, os seguintes filos não estavam 

presentes em todos os voluntários: Cyanobacteria (13 voluntários), Euryarchaeota e Tenericutes (17 

voluntários) e Verrucomicrobia (15 voluntários). 

Os dois filos mais abundantes no SLP e SLM foram: Firmicutes e Actinobacteria. No período 

basal do SLP, a somatória da abundância relativa destes dois filos correspondeu a 94,85% e no 

período final 92,98% da microbiota intestinal dos voluntários. Já no período basal do SLM, a 

abundância foi de 91,76% e no período final de 91,22%. Em ambos os grupos, a razão 

Firmicutes/Bacteroidetes foi maior no período basal comparado ao período final de cada intervenção 

(SLP: 73,25 vs 32,98; SLM: 43,65 vs 37,61). Os filos mais abundantes encontrados no período basal 

e final do SLP e SLM estão apresentados na Tabela 9.  

A abundância dos filos e dos principais gêneros podem ser visualizadas na Figura 18 e na 

Figura 19.   

Tabela 9. Abundância relativa (%) no nível taxonômico filo antes e após os sucos de laranja Pera e 

Moro 

OTUs 

Filos 

Intervençã

o: 

Período: 

SLP SLM   

Basal Final Basal Final p1* p2** 

Actinobacteria  7,28 ± 1,46 6,62 ± 1,50 7,41 ± 1,57 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 83,55 ± 1,89 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 

Razão F/B  73,25 ± 21,44 32,98 ± 6,74 43,65 ± 18,70 37,61 ± 15,28 0,209 0,999 

SLP: suco de laranja Pera (n=18); SLM: suco de laranja Moro (n=16); OTUs: unidades operacionais taxonômicas (filos); 

F/B: Firmicutes/Bacteroidetes; Outros: somatória dos filos menos abundantes; *p1: comparação entre o período basal e 

inicial do SLP; **p2: comparação entre o período inicial e final do SLM. Os valores estão representados em média ± erro 

padrão da média e testados com as Equações de Estimativa Generalizadas (GEE). 

 

Em relação ao nível taxonômico correspondente ao gênero (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%). 

 

Figura 18.  Histograma da composição da microbiota intestinal no nível taxonômico filo.
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Figura 19.  Histograma da composição da microbiota intestinal no nível taxonômico gênero. 
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Tabela 10. Abundância relativa (%) dos gêneros mais abundantes antes e após os sucos de laranja Pera e Moro. 

OTUs 

Gêneros 

SLP SLM   

Basal Final Basal Final p1* p2** 

Akkermansia 0,43 ± 0,15 0,49 ± 0,19 0,28 ± 0,13 0,59 ± 0,23 0,999 0,158 

Agathobacter 14,71 ± 3,28 10,55 ± 2,40 11,51 ± 2,27 8,14 ± 2,06 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 ± 1,55 7,75 ± 2,12 7,84 ± 1,79 1,000 1,000 

Blautia 7,02 ± 1,07 6,68 ± 1,24 5,97 ± 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 3,00 ± 1,11 0,993 0,857 

Bifidobacterium 3,96 ± 0,93 3,17 ± 0,86 4,50 ± 1,16 5,13 ± 1,12 0,902 0,989 

Christensenellaceae_R-7_group 3,57 ± 0,72 3,46 ± 0,88 3,28 ± 0,79 4,59 ± 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 
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SLP: suco de laranja Pera (n=18); SLM: suco de laranja Moro (n=16); OTUs: unidades operacionais taxonômicas (gênero); *p1: comparação entre o 

período basal final do SLP; **p2: comparação entre o período inicial e final do SLM. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média 

e testados com as Equações de Estimativa Generalizadas (GEE). 

 

       

OTUs 

Gêneros 

SLP SLM   

Basal Final Basal Final p1* p2** 

Collinsella 2,70 ± 1,09 2,49 ± 0,88 1,84 ± 0,64 2,42 ± 1,03 0,994 0,887 

Roseburia 1,39 ± 0,23 1,97 ± 0,69 1,27 ± 0,32 2,37 ± 0,63 0,936 0,610 

Ruminococcaceae_UCG-014 1,34 ± 0,36 1,82 ± 0,65 2,13 ± 0,57 2,05 ± 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 

Ruminococcaceae_UCG-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 



76 

 

Destes gêneros analisados, a abundância do gênero Bifidobacterium apresentou diferença 

significante comparando o período final de cada tratamento com o SLM contribuindo com a maior 

abundância deste gênero bacteriano (Figura 20). 

 

Figura 20. Abundância relativa do gênero Bifidobacterium antes e após as intervenções com os sucos de 

laranja Pera e Moro. Valores expressos em média e erro padrão da média. SLP: suco de laranja Pera (n=18); 

SLM: suco de laranja Moro (n=16).  

 

6.9 Correlações com a microbiota intestinal 

 

Analisamos a correlação dos gêneros bacterianos com todos os parâmetros analisados no 

presente estudo.  Os gêneros bacterianos Dorea, Fusicatenibacter e Ruminococcus apresentaram 

correlação positiva com os mesmos parâmetros incluindo a composição corporal (peso, 

circunferência abdominal e IMC), pressão arterial, perfil lipídico (CT, LDL-c, HDL-c) e glicemia.  

O gênero Dorea apresentou correlação positiva moderada com os dados de composição 

corporal como peso (0,61), circunferência abdominal (0,64) e IMC (0,64). Ainda, houve correlação 

positiva com a pressão arterial (0,65), colesterol total (0,63), LDL-c (0,57), HDL-c (0,63) e glicemia 

(0,64). O gênero Fusicatenibacter correlacionou-se com o peso corporal (0,61), circunferência 

abdominal (0,63), IMC (0,60), pressão arterial sistólica (0,63) e diastólica (0,64), colesterol total 

(0,60), LDL-c (0,54), HDL-c (0,62) e glicemia (0,57). Ainda, o gênero Ruminoccocus foi 

correlacionado positivamente com o peso corporal (0,64), circunferência abdominal (0,63), IMC 
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(0,59), pressão arterial sistólica (0,60) e diastólica (0,57), colesterol total (0,68), LDL-c (0,68), HDL-

c (0,63) e glicemia (0,65). 

Em relação aos metabólitos de flavavanonas e antocianinas na urina encontramos correlação 

moderada negativa com os gêneros Christensenellaceae (-0,51), Ruminococcus (-0,54) e 

Faecalibacterium (-0,56).  

6.10 Análise multivariada  

 

A análise multivariada PLS-DA demonstrou possível tendência de agrupamento dos 

voluntários de acordo com grau de obesidade no tratamento como o SLP (Figura 21) e SLM (Figura 

22), o que nos levou a descrever as respostas da microbiota intestinal frente aos tratamentos com os 

sucos de laranja de acordo o grau de obesidade dos voluntários. Embora a análise de agrupamento do 

PLS-DA aponte para separação dos voluntários pelo IMC, observamos que esta não foi a única 

variável relacionada ao agrupamento dos voluntários.  

 

 

Figura 21. Projeção dos participantes na análise PLS-DA de dois componentes no grupo SLP. Os círculos 

amarelos correspondem aos voluntários com obesidade grau I, os círculos laranjas identificam os voluntários 

com obesidade grau II e os círculos vermelhos indivíduos com obesidade grau III. 
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Figura 22. Projeção dos participantes na análise PLS-DA de dois componentes no grupo SLM. Os círculos 

amarelos correspondem aos voluntários com obesidade grau I, os círculos laranjas identificam os voluntários 

com obesidade grau II e os círculos vermelhos indivíduos com obesidade grau III.  

 

Na análise das variáveis mais influentes no PLS-DA observamos que os parâmetros 

inflamatórios (IL-1, TNF-α, IL-6) apresentaram maior impacto no agrupamento das amostras no 

grupo SLP (Figura 23). Já no grupo tratado com o SLM (Figura 24), as variáveis de agrupamento 

foram o TNF-α, pressão arterial diastólica, MCP-1 e IL-8 indicando a influência dos tratamentos 

especialmente nos mediadores inflamatórios. 

 

Figura 23. Gráfico de variáveis do grupo SLP para a construção do modelo PLS-DA. 
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Figura 24. Gráfico de variáveis do grupo SLM para a construção do modelo PLS-DA. 

 

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

Para aprofundar a avaliação sobre a microbiota intestinal considerando que os voluntários 

apresentavam diferentes graus de obesidade, optamos por realizar a análise da abundância relativa do 

filo e gênero de acordo com o grau de obesidade e os períodos de cada tratamento. Para isto, 

analisamos os mesmos filos e gêneros da avaliação inicial sobre a microbiota intestinal.  

6.11.1 Abundância relativa no nível taxonômico filo e gênero 

As figuras 25 a 28 demonstram a abundância relativa dos gêneros Akkermansia, Alistipes, 

Bacteroides, Catenibacterium e o filo Bacteroidetes separados por grau de obesidade e os tratamentos 

com o SLP e SLM. 

Em relação a intervenção, o consumo de SLM nos voluntários com obesidade grau 3 

promoveu um aumento discreto de Akkermansia (Figura 25) e maior abundância de Alistipes (Figura 

26), Bacteroides (Figura 27) e Catenibacterium (Figura 28) comparado ao período basal do SLM.  

Na análise dos filos observou-se apenas maior abundância relativa do filo Bacteroidetes (Figura 29) 

após o tratamento com o SLM nos voluntários com obesidade grau 3 comparado ao período basal do 
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SLM que corresponde ao gênero Bacteroides mencionado anteriormente. Ao analisar a razão 

Firmicutes/Bacteroidetes de acordo com o grau de obesidade observamos aumento linear desta razão 

nos voluntários com obesidade grau 1, 2 e 3 e redução nesta razão após os dois tratamentos com o 

SLP e SLM (Figura 30). 

 

Figura 25. Abundância relativa do gênero Akkermansia antes e após as intervenções com os sucos de laranja 

Pera e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrão da média. SLP: 

suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; aComparação entre obesidade grau 1 e obesidade grau 3 no 

período basal do SLP (p<0,05). 

 

Figura 26. Abundância relativa do gênero Alistipes antes e após as intervenções com os sucos de laranja Pera 

e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrão da média. SLP: suco de 

laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; aComparação entre obesidade grau 1 e obesidade grau 3 no período 

basal do SLP (p<0,050); bComparação entre o período basal e final do SLM (obesidade grau 3), p<0,050. 
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Figura 27. Abundância relativa do gênero Bacteroides antes e após as intervenções com os sucos de laranja 

Pera e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrão da média. SLP: 

suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; aComparação entre o período basal e final do SLM 

(obesidade grau 3), p<0,050. 

 

Figura 28. Abundância relativa do gênero Catenibacterium antes e após as intervenções com os sucos de 

laranja Pera e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrão da média. 

SLP: suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; aComparação entre o período basal e final do SLM 

(obesidade grau 3), p<0,050. 
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Figura 29. Abundância relativa do filo Bacteroidetes antes e após as intervenções com os sucos de laranja 

Pera e Moro nos diferentes graus de obesidade. Valores expressos em média e erro padrão da média. SLP: 

suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro; aComparação entre o período basal e final do SLM na 

obesidade grau 3 (p<0,050). 

 

   

Figura 30. Influência do grau de obesidade e do tratamento com os sucos de laranja Pera (A) e Moro na razão 

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

 

A análise de AGCC (Tabela 11) e do pH fecal (Figura 31) são parâmetros avaliados para 

identificar a atividade metabólica da microbiota intestinal. Os principais AGCC identificados nas 

amostras foram: acetato, propionato, butirato e isobutírico. O acetato apresentou uma discreta redução 

após a suplementação com o SLP, o mesmo efeito não foi encontrado após a ingestão de SLM. Por 

outro lado, houve um aumento expressivo de acetato após o tratamento com o consumo de SLM. 

 As concentrações de todos os AGCC identificados de butirato, propionato e isobutírico foram 

maiores no período final do SLP comparado ao SLM.  

Em relação a determinação do pH fecal, não houve diferença entre as intervenções com os 

sucos de laranja Pera e Moro. 

Tabela 11. Concentração de ácidos graxos de cadeia curta nas fezes antes e após as intervenções com 

os sucos de laranja Pera e Moro (n=19). SLP: suco de laranja Pera; SLM: suco de laranja Moro. 

 

AGCC 

(log10 

mM/g de fezes) 

Intervenção: 

 

Período: 

SLP SLM   

Basal Final Basal Final p1* p2** 

Butirato  1,65 ± 0,07 1,51 ± 0,09 0,73 ± 0,01 0,70 ± 0,08a 1,000 0,815 

Acetato  1,68 ± 0,12 1,05 ± 0,22 0,44 ± 0,05 0,80 ± 1,39 0,022 0,157 

Propionato  1,36 ± 0,06 1,13 ± 0,11 0,59 ± 0,07 0,45 ± 0,08a 0,287 0,995 

Isobutírico  1,40 ± 0,05 1,14 ± 0,10 0,67 ± 0,01 0,55 ± 0,26a 0,169 0,833 

SLP: Suco de laranja Pera (n=16); SLM: Suco de laranja Moro (n=17); AGCC: ácidos graxos de cadeia curta; aComparação 

entre o período final do SLP e SLM (p<0,05); *p1: comparação entre o período basal e final do SLP; **p2: comparação 

entre o período inicial e final do SLM. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média. 

 

Figura 31.  Determinação do pH fecal antes e após as intervenções com os sucos de laranja Pera e Moro. SLP: 

suco de laranja Pera (n=24); SLM: suco de laranja Moro (n=20); pH = potencial hidrogeniônico. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 7.1 Suco de laranja e composição corporal 

A obesidade é uma doença complexa com taxas alarmantes de morbidade e mortalidade nos 

últimos anos em todo o mundo (BHASKARAN et al., 2018). Diversas estratégias nutricionais têm 

sido recomendadas para a prevenção e tratamento da obesidade incluindo alimentação balanceada 

composta por frutas, vegetais, cereais integrais que apresentam quantidades elevadas de 

micronutrientes, compostos bioativos e FA e são úteis para mitigar o processo inflamatório 

subclínico, estresse oxidativo e alterações da microbiota intestinal.  

O suco de laranja é uma das principais bebidas consumidas em todo o mundo e apresenta uma 

variedade de nutrientes e compostos bioativos como as flavanonas que estão associadas a muitos 

benefícios à saúde. Já a laranja Moro é uma variedade de laranja sanguínea cultivada em algumas 

regiões do mundo e bastante investigada nos últimos anos devido as suas elevadas concentrações de 

antocianinas (RAMPERSAUD; VALIM, 2017).  

As flavanonas e antocianinas são compostos bioativos amplamente estudados em doenças 

como a obesidade, diabetes mellitus, doenças cardiovasculares, doenças inflamatórias e doenças 

intestinais. Os sucos de laranja utilizados neste estudo apresentaram composição similar ao utilizado 

em outros ensaios clínicos do mesmo grupo de pesquisa  (MOREIRA et al., 2018; NISHIOKA et al., 

2021). Em relação 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, o 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 não alteraram a composição corporal e 

não houve diferença entre os dois tratamentos. A manutenção da composição corporal após as 

intervenções propostas neste estudo é esperada tendo em vista que a perda de peso ocorre através de 

mudanças no estilo de vida tais como a prática de atividade física, restrição calórica, uso de 

medicamentos e mudanças comportamentais por período prolongado que promovam alteração do 

balanço energético. Os benefícios da ingestão de flavanonas e antocianinas em indivíduos com 

obesidade não apresentam apenas a perda de peso como alvo, pois podem contribuir de forma 
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complementar ao tratamento com efeitos coadjuvantes na redução da inflamação sistêmica, na 

melhora do estresse oxidativo (NANI et al., 2021), regulação da composição da microbiota intestinal  

e da produção de metabólitos benéficos pela microbiota intestinal (DUARTE et al., 2021).  

 

7.2 Efeitos do suco de laranja em parâmetros bioquímicos e na pressão arterial 

 

Nos parâmetros bioquímicos e da pressão arterial, não foram observadas diferenças 

significativas nos grupos tratados com suco de laranja Pera e Moro, provavelmente devido à grande 

variação interindividual dos voluntários, entretanto foram observadas diferenças consideráveis em 

tais parâmetros, o que poderia ser considerado como uma tendencia de alteração metabólica. Os 

voluntários apresentaram valores de glicemia de jejum considerados normais (<99mg/dL) (ADA, 

2020; SBD, 2019). Na avaliação do perfil lipídico, o colesterol total e as frações (HDL-c, VLDL-c) 

estavam dentro da normalidade. Já o LDL-c e os triglicérides apresentaram-se elevados considerando 

os pontos de corte <100mg/dL e <150mg/dL, respectivamente (SBC, 2017). Ademais, os voluntários 

apresentaram risco para aterosclerose de acordo com a razão TG/HDL-c considerando o ponto de 

corte >3,8 para identificação de risco (HANAK et al., 2004). Este marcador é utilizado na prática 

clínica como um preditor de doença coronariana (DA LUZ et al., 2008), pois está correlacionado a 

presença de fatores de risco para aterosclerose (FROHLICH; DOBIÁŠOVÁ, 2003). 

As flavanonas presentes no suco de laranja são comumente associadas a redução do colesterol 

total, LDL-c e triglicérides. Ressalta-se que este resultado pode ser dependente de uma série de 

variáveis, no presente estudo devido possivelmente ao protocolo da intervenção, tempo de tratamento, 

volume consumido e a presença de doenças crônicas pelos voluntários por muitos anos e em uso de 

diversos medicamentos, não foi possível verificar os efeitos dos sucos de laranja sobre estes 

parâmetros laboratoriais. Por outro lado, um estudo em 80 pacientes com hipercolesterolemia 

moderada (LDL-c entre 160 e 190mg/dia) tratados com doses diárias de extrato de bergamota (150mg 

de flavanoides) por um tempo prolongado (6 meses), os voluntários apresentaram redução dos 

lipídeos séricos (colesterol total, LDL-c e triglicérides) e aumento do HDL-c (RIZZO, 2016). Outro 

estudo clínico 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 refeições por 12 semanas 

não encontrou efeitos no peso corporal, mas houve uma redução do colesterol total e do LDL-c 

(AZZINI et al., 2017). Considerando as intervenções realizadas nestes estudos, os achados 

encontrados sustentam a influência principalmente e do tempo de tratamento para que ocorram 



86 

 

mudanças no perfil lipídico. Em contrapartida, estudo realizado em 39 voluntários com obesidade 

investigou o consumo de suco de laranja Pera dividido em duas doses de 250ml associado a dieta 

hipocalórica por duas semanas e encontrou redução do peso corporal, massa adiposa, colesterol total 

e LDL-c em 24% comparado ao grupo controle que recebeu dieta hipocalórica sem o suco de laranja 

(RIBEIRO; DOURADO; CESAR, 2017). Tais resultados apontam que a ação destes compostos 

bioativos pode ser mais eficiente na atenuação dos parâmetros bioquímicos e do peso corporal com 

mudanças nos hábitos alimentares. 

Em relação a pressão arterial houve uma redução discreta especialmente após o consumo do 

SLM. O efeito positivo das antocianinas na diminuição da pressão arterial já foi apontado em outros 

estudos clínicos. Um estudo clínico randomizado com 22 indivíduos saudáveis com consumo de 

500ml/dia de suco comercial e fresco de Citrus sinensis com duração de duas semanas cada 

tratamento demonstrou redução da pressão arterial sistólica (-5,13%) e diastólica (-5,91%) nos dois 

protocolos (ASGARY; KESHVARI, 2013). Um outro estudo clínico com indivíduos saudáveis e com 

sobrepeso que consumiram 200ml de suco de laranja sanguínea por duas semanas, duas vezes ao dia 

não encontraram efeitos na pressão arterial, no entanto, encontraram melhora na função endotelial 

mediados pelo aumento da biodisponibilidade de óxido nítrico (Li et al., 2020). 

 

7.3 Ingestão dos sucos de laranja e consumo alimentar 

 

Na avaliação do consumo alimentar não encontramos diferença entre os dois tratamentos com 

os sucos de laranja Pera e Moro. Entretanto, identificamos um padrão alimentar comumente associado 

à obesidade e resistência à insulina.  Os hábitos alimentares inadequados apresentam um importante 

efeito sobre o ganho de peso e podem favorecer o desenvolvimento e a manutenção da obesidade e 

resistência à insulina. A ingestão calórica dos voluntários manteve-se similar ao longo do estudo e 

com valores inferiores ao esperado para a população estudada, no entanto,  indivíduos com obesidade 

frequentemente apresentam sub-relato da ingestão alimentar (SCAGLIUSI; LANCHA JÚNIOR, 

2003).  

A distribuição dos macronutrientes (carboidratos, proteínas e lipídios) no nosso estudo estava 

adequada considerando a Ingestão Dietética Recomendada (DRIs) para estes nutrientes  

(PADOVANI et al., 2006) e ainda respeitando as recomendações nutricionais para a população com 

risco cardiovascular (SBC, 2017, 2021). Por outro lado, o consumo de gorduras saturadas apresentou-

se elevado (>7% do valor calórico da dieta) para indivíduos com alto risco de doenças 
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cardiovasculares, embora o consumo de gorduras totais estivesse dentro dos valores de recomendação 

(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 doenças cardiovasculares e de mortalidade devido aos efeitos nos lipídios sanguíneos. A 

gordura saturada é um dos componentes essenciais dos lipopolissacarídeos, presentes na parede 

celular de bactérias gram-negativas e está relacionada a uma maior sinalização inflamatória via NF-

κB e TLR-4. Ainda, esta ativação influencia a cascata de sinalização da insulina e pode contribuir 

para o desenvolvimento de resistência à insulina (KOSKA et al., 2016). Além disso, as dietas ricas 

em gordura saturada influenciam a composição da microbiota intestinal (DE WIT et al., 2012; LIU 

et al., 2012) e provocam uma menor diversidade bacteriana, aumento da permeabilidade intestinal e 

endotoxemia metabólica  condições frequentemente observadas em indivíduos com obesidade e 

resistência à insulina (LÓPEZ-MORENO et al., 2017). 

Os voluntários apresentaram ingestão de colesterol bem próximo a 200mg/dia, exceto após o 

tratamento com o suco de laranja Pera que os voluntários aumentaram a ingestão e ultrapassou este 

valor. Atualmente, os estudos na literatura e as diretrizes nacionais e internacionais não estabelecem 

pontos de corte para o colesterol dietético, tendo em vista que o papel do colesterol alimentar é 

questionável na incidência de doenças cardiovasculares (COUNCIL et al., 2021; SBC, 2017). Em 

relação ao consumo de fibras, a ingestão estava abaixo da recomendação para a população geral (25 

a 30g/dia) durante todo o estudo.     

No presente estudo, utilizamos como critério de inclusão a classificação de obesidade (IMC ≥ 

30kg/m²), não houve mudança no IMC dos voluntários ao longo deste trabalho com as duas 

intervenções, mas tivemos diferentes graus de obesidade neste estudo, sendo a classificação de 

obesidade grau I a mais prevalente.  

Em relação a circunferência abdominal, no presente estudo não foi encontrada alteração neste 

parâmetro com a intervenção com os dois sucos de laranja, mas  observamos que os voluntários 

apresentaram elevado acúmulo de gordura abdominal, com valores nitidamente elevados indicando 

risco de doenças cardiovasculares quando comparado aos pontos de corte para esta medida (<90cm 

para homens; <80cm para mulheres) (IDF, 2006). Certamente, o IMC elevado e a presença de gordura 

visceral apresentam uma estreita relação com alterações metabólicas que podem desencadear o 

aparecimento de distúrbios metabólicos e doenças cardiovasculares e a maioria dos participantes 

deste trabalho eram portadores de doenças associados à obesidade e já estavam em tratamento 

medicamentoso desde o início do estudo (MCCAFFERTY; HILL; GUNN, 2020). 
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7.4 Efeitos do suco de laranja em mediadores inflamatórios 

 

Em resposta ao excesso de calorias, nutrientes e ao sedentarismo, o tecido adiposo sofre uma 

remodelação para garantir o estoque adequado de ácidos graxos ou triglicérides. Neste processo de 

expansão do tecido adiposo mediado por hiperplasia, hipertrofia ou ambos há um aumento da 

expressão e secreção de mediadores inflamatórios como as proteínas quimioatraentes de monócitos 

(MCP-1) que iniciam o recrutamento de monócitos da circulação sanguínea para o tecido adiposo e 

promovem aumento da secreção de citocinas por adipócitos, monócitos e macrófagos residentes no 

tecido adiposo como a IL-6, IL-1β e TNF-α e induzem a propagação da inflamação sistêmica. Existem 

vários fatores que contribuem para esta inflamação no tecido adiposo como o fluxo aumentado de 

lipídios, elevação nos níveis de ácidos graxos livres, hipóxia e estresse oxidativo. Além disso, este 

ambiente inflamatório associado ao padrão alimentar destes indivíduos podem favorecer uma 

mudança de fenótipo nos monócitos na circulação sanguínea com aumento da capacidade de 

apresentar antígenos, maior afinidade por células endoteliais e aumento da produção de citocinas 

inflamatórias (CONSIDINE, 2014). Estes mediadores inflamatórios produzidos por macrófagos, 

monócitos e adipócitos afetam diversos processos fisiológicos como o apetite, metabolismo 

energético, interações imunológicas e podem favorecer o desenvolvimento de comorbidades 

associadas à obesidade como a resistência à insulina, doenças cardiovasculares e esteatose hepática 

não-alcóolica (JIANG et al., 2019). Neste estudo analisamos a influência dos sucos de laranja Pera e 

Moro em marcadores inflamatórios no plasma e em monócitos.  

Diversas citocinas estão envolvida nesta resposta inflamatória no tecido adiposo, entre elas, a 

IL-1β que é uma citocina pró-inflamatória relacionada a condições inflamatórias crônicas como a 

obesidade, a resistência à insulina e o DM2 (LEE et al., 2016). Nestas situações clínicas, a IL-1β é 

produzida por monócitos na circulação sanguínea, pelos macrófagos nos tecidos e por adipócitos, isto 

ocorre após estímulo por produtos microbianos e por outras citocinas como o TNF-α. A inibição de 

IL-1β através de diferentes estratégias farmacológicas e não-farmacológicas tem sido testadas no 

tratamento de pacientes com diabetes e os resultados apontam para uma melhora da inflamação 

sistêmica e da função das células β pancreáticas (PEIRÓ et al., 2017). No presente estudo 

encontramos níveis elevados de IL-1β no plasma dos voluntários no período basal dos dois 

tratamentos com o suco de laranja, no entanto, apenas o tratamento com o suco de laranja Moro 

diminuiu as concentrações de IL-1β. Além disso, comparando o período final dos dois tratamentos, o 
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suco de laranja Moro apresentou menores níveis de IL-1β. Atribuímos este resultado na modulação 

da inflamação à presença das antocianinas no suco de laranja Moro visto que outros estudos já 

demonstraram o envolvimento desta classe de flavonoides na modulação da secreção 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 inibição de vias inflamatórias em macrófagos e 

adipócitos. Neste sentido, estudo in vitro com macrófagos RAW264.7 estimulados por LPS tratados 

com antocianinas por 16hs (150µg e 200µg por ml) encontrou supressão do NF-κB, proteína ativadora 

1, proteína quinase ativada por mitógenos (MAPK/JNK) (LI, LI et al., 2014). Similar a estes achados, 

estudo em adipócitos tratados com antocianinas (36 µg por ml) por 18hs demonstrou inibição da via 

do NF-κB (JAYARATHNE et al., 2018). Outros possíveis mecanismos anti-inflamatórios que 

explicam a ação das antocianinas na inflamação incluem redução da adiposidade através de 

mecanismos lipogênicos ou adipogênicos associados à inflamação (PPAR𝛾 e SREBP), inibição da 

síntese de prostaglandinas/ciclooxigenases e de mudanças na composição da microbiota intestinal 

(JAYARATHNE et al., 2019). 

Nosso estudo também avaliou os níveis de TNF-α no plasma, visto que é um potente mediador 

da inflamação produzido por macrófagos e adipócitos com diferentes ações metabólicas. Na 

obesidade, esta citocina é conhecida por promover a lipólise através da regulação de enzimas como: 

a perilipina, lipase hormônio sensível e a lipase de triglicérides nos adipócitos. Além disso, o TNF-α 

inibe a captação e estoque de ácidos graxos não-esterificados e da glicose, assim como, fatores de 

transcrição envolvidos na lipogênese e adipogênese. Estas ações favorecem a liberação de ácidos 

graxos livres no plasma contribuindo para a resistência à insulina nestes indivíduos (CHEN, YAN; 

YU; DENG, 2019). No presente estudo, ao avaliar as concentrações de TNF-α notamos redução deste 

parâmetro somente após a ingestão com o suco de laranja Moro, achado semelhante ao encontrado 

em relação a citocina IL-1β, o que reforça a ação anti-inflamatória das antocianinas presentes no suco 

de laranja Moro nos voluntários deste estudo. Consistente a isso, um estudo em ratos Wistar 

alimentados com dieta hiperlipídica (45% de calorias proveniente de gordura) encontrou aumento da 

expressão gênica de TNF-α e IL-1β no tecido adiposo visceral e alterações na composição da 

microbiota intestinal nestes animais que foi normalizado através da suplementação de Mirtilo, 

alimento que contém altas concentrações de antocianinas (10g/100g de ração) por oito semanas (LEE. 

et al., 2018). Além das ações das antocianinas sobre a inibição de vias inflamatórias, estes compostos 

bioativos podem regular a inflamação através da redução da translocação de LPS para a circulação e 

de mudanças na composição da microbiota intestinal estimulando a colonização de bactérias 
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benéficas como os Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Akkermansia muciniphila spp 

(JAMAR; PISANI, 2017).  

O TNF-α e a IL-1β podem ativar fatores de transcrição que aumentam a produção da IL-6, 

uma citocina envolvida na inflamação produzida por monócitos, macrófagos e adipócitos a partir de 

sinais de patógenos exógenos conhecidos como padrões moleculares associados à patógenos 

(TANAKA et al., 2014).  Estes sinais são reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de 

patógenos como os TLRs presentes em células imunológicas incluindo os monócitos e macrófagos e 

estimulam vias de sinalização inflamatória como o NF-κB com efeitos diretos na transcrição de 

citocinas inflamatórias (PATSALOS et al.,2020). A redução destas citocinas mencionadas 

anteriormente estão surgindo como possibilidade no tratamento clínico de diferentes doenças que 

apresentam processo inflamatório subjacente como as doenças metabólicas (PELUSO et al., 2013). 

No presente estudo, os voluntários que receberam o suco de laranja Moro apresentaram redução das 

concentrações de IL-6 no plasma, resultado semelhante ao encontrado em relação a outros parâmetros 

inflamatórios no nosso estudo, o que sustenta a eficiência das antocianinas em reduzir a inflamação. 

Além disso, a análise multivariada apontou os mediadores inflamatórios no plasma como os 

parâmetros de maior impacto nos tratamentos com os sucos de laranja Pera e Moro evidenciando o 

papel do consumo de suco de laranja em marcadores inflamatórios.  

Além da avaliação destes marcadores no plasma, nosso estudo analisou estes parâmetros 

inflamatórios no sobrenadante de monócitos estimulados por LPS e observamos que os voluntários 

que receberam suco de laranja Moro tiveram concentrações menores de IL-6 e TNF-α comparando 

os períodos finais de cada intervenção. Em conjunto, estes resultados corroboram com outros achados 

da literatura que sugerem a ação anti-inflamatória exercida pelas antocianinas e evidenciam o 

benefício da ingestão de alimentos ricos em antocianinas como o suco de laranja Moro com o objetivo 

de reduzir os níveis de marcadores inflamatórios na circulação sanguínea  em indivíduos com 

obesidade e resistência à insulina (HOLT et al., 2010; PELUSO et al., 2013; SESSO et al., 2005). 

Estas citocinas inflamatórias também são capazes de provocar alterações na mucosa intestinal  

através de mudanças nas proteínas de junções firmes como a zonulina (STURGEON e FASANO, 

2016) e contribuem para uma maior permeabilidade intestinal, o que favorece a translocação do LPS 

para a circulação sistêmica e a instalação da inflamação intestinal e sistêmica (FUKUI, 2016). Além 

disso, estas substâncias pró-inflamatórias são capazes de alterar a composição da microbiota intestinal 

e podem favorecer a patogênese da obesidade e de doenças associadas. 
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7.5 Suco de laranja e permeabilidade intestinal  

 

Para investigar a permeabilidade intestinal nos voluntários, analisamos a zonulina e o LPS 

plasmáticos. A zonulina é uma proteína envolvida na regulação da permeabilidade intestinal através 

de ações sobre as proteínas de junções firmes e útil para a avaliação da permeabilidade intestinal. Em 

indivíduos com excesso de peso, a zonulina está aumentada e associada a alterações metabólicas tais 

como hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hiperuricemia (FERNA, 2012). Ainda, a dieta 

hiperlipídica também induz as alterações na permeabilidade intestino, na composição da microbiota 

intestinal e colabora para o surgimento de disfunções metabólicas como a resistência à insulina 

(CANI et al., 2008). Diferente dos resultados encontrados no nosso estudo em relação aos parâmetros 

inflamatórios onde os efeitos foram associados à ingestão do suco de laranja Moro, a redução da 

permeabilidade intestinal foi encontrada somente após o consumo do suco de laranja Pera, estes 

resultados já foram observados em outro estudo que avaliou a ação de diferentes flavonoides como a 

daidzeína, 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 estão 

presentes no suco de laranja Pera e Moro. Os mecanismos envolvidos que explicam menor 

permeabilidade após o a ingestão destes compostos bioativos incluem o aumento na expressão das 

proteínas de junções firmes como a zonulina, ocludina, molécula de adesão-1 e/ou claudinas (NODA 

et al., 2012). No presente estudo, a composição de flavanonas é bastante semelhante nos sucos de 

laranja Pera e Moro, no entanto, o suco de laranja Pera contém maiores concentrações de hesperidina 

tanto no sobrenadante quanto no pellet, o que pode estar relacionado a estes efeitos encontrados na 

redução da permeabilidade intestinal somente com o tratamento com o suco de laranja Pera, já que 

este contém em maiores concentrações os compostos bioativos associados a efeitos protetores sobre 

a integridade intestinal. Neste sentido,  estudo com suplementação de hesperidina  avaliou o efeito da 

suplementação em três principais componentes das junções firmes (claudina 2, zonulina e ocludina) 

no colón de animais alimentados com dieta hiperlipídica e observou redução da expressão destas 

proteínas com a dieta, mas que foi restaurada após o tratamento com hesperidina (LIU et al., 2020). 

Além disso, os autores encontraram elevação de outros marcadores de integridade intestinal como a 

proteína ligadora de polissacarídeos e a proteína ligadora de ácidos graxos, o que reforça nossos 

achados sobre a participação especialmente da hesperidina na regulação da integridade intestinal 

através de componentes das junções firmes contribuindo para mitigar os efeitos deletérios da 

obesidade e resistência à insulina na mucosa intestinal.  
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A microbiota intestinal de indivíduos com obesidade e de animais alimentados com dieta 

hiperlipídica é caracterizada por níveis elevados de LPS que é um constituinte das bactérias intestinais 

gram-negativas e um potente indutor da resposta inflamatória (TSENG e WU, 2019). Em condições 

normais, o LPS está presente no lúmen intestinal e não apresenta efeitos negativos, no entanto, na 

presença de doenças metabólicas e em outras condições clínicas que afetam o trato gastrointestinal 

direta ou indiretamente, o LPS é transferido para a circulação sanguínea através do aumento da 

permeabilidade intestinal e contribui para a inflamação sistêmica (BORONI MOREIRA et al., 2012; 

CÂNDIDO et al., 2018). No presente estudo, os tratamentos com o suco de laranja Pera e Moro não 

alteraram de forma expressiva o LPS, mas é possível observar concentrações mais baixas após a 

ingestão de ambos os sucos. Esta redução discreta do LPS no plasma possivelmente está relacionada 

à menor permeação do LPS devido ao fortalecimento da barreira intestinal como mencionado 

anteriormente. Associado a isso, a redução da abundância de bactérias gram-negativas que implicam 

na patogênese da inflamação crônica na obesidade e na sensibilidade à insulina.  

 

7.6 Efeitos dos sucos de laranja na microbiota intestinal  

 

A interação entre dieta, microbiota intestinal e obesidade vêm sendo intensamente investigada 

nos últimos anos. A hipótese de que a microbiota intestinal desempenha um papel na patogênese da 

obesidade levou a realização de uma série de trabalhos científicos que tentaram caracterizar a 

composição da microbiota intestinal em modelos animais e humanos com obesidade e testaram os 

possíveis efeitos de diferentes intervenções nesta composição (BARENGOLTS, 2016; CHAMBERS 

et al., 2019; DAO et al., 2016). 

As bactérias são os principais representantes da microbiota intestinal, com duas principais 

linhagens filogenéticas: Bacteroidetes e Firmicutes que contribuem com 90% das bactérias fecais em 

indivíduos saudáveis. Na obesidade comparado a eutrofia, alguns estudos encontraram menor 

proporção de Bacteroidetes e maiores níveis de Firmicutes (ANDOH et al., 2016; JINATHAM 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 abundância relativa neste nível taxonômico e encontramos uma grande 

abundância de Firmicutes correspondendo a 85,93% nas amostras fecais de todos os voluntários que 

corrobora com outros estudos que encontraram aumento do filo Firmicutes em detrimento do filo 

Bacteroidetes e demonstram o desequilíbrio na composição da microbiota intestinal nestes 

indivíduos. Esta mudança na composição dos principais filos da microbiota intestinal encontrada no 
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nosso estudo pode estar associada a ingestão crônica de uma dieta hiperlipídica especialmente de 

gordura saturada que induz ao aumento da razão Firmicutes:Bacteroidetes e tem implicação não 

apenas na composição da microbiota intestinal no nível como filo, mas também em gênero e espécie 

(TURNBAUGH et al., 2009). Este desequilíbrio na microbiota intestinal de indivíduos com 

obesidade contribui para o aumento da permeabilidade intestinal, redução da riqueza microbiana e 

ativação da inflamação subclínica (CÂNDIDO et al., 2018). No nosso estudo, o tratamento com o 

SLP e SLM promoveu uma redução na razão Firmicutes/Bacteroidetes o que suporta o papel benéfico 

das flavanonas e antocianinas presentes nos sucos de laranjas na restauração da microbiota intestinal 

em indivíduos com obesidade. Em concordância com nossos resultados, um estudo realizado em 

camundongos que receberam dieta hiperlipídica demonstraram diminuição significativa na 

abundância de Firmicutes e aumento de Bacteroidetes após a suplementação com neohesperidina (LU 

et al., 2020). 

O filo Actinobacteria foi o segundo mais abundante na microbiota intestinal dos participantes 

do nosso estudo, tanto o aumento do filo Firmicutes quanto de Actinobacteria estão associados a dieta 

hiperlipídica (HILDEBRANDT et al., 2009), o que evidencia os resultados encontrados neste 

trabalho visto que o consumo elevado de gorduras saturadas também associado a alterações na 

composição da microbiota intestinal (MUJICO et al., 2013; PATTERSON et al., 2014; WU et al., 

2011). Considerando as intervenções com os sucos de laranja, os dois tratamentos não apresentaram 

diferenças significativas neste filo, entretanto, sua abundância relativa apresentou-se 

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

Ao analisar o nível taxonômico gênero da microbiota intestinal, nosso estudo encontrou uma 

grande variabilidade interindividual antes e após cada tratamento com o suco de laranja. Esta 

variabilidade pode estar relacionada às características dos voluntários como idade, sexo, uso de 

medicamentos, genética e podem interferir na composição da microbiota intestinal e na resposta ao 

tratamento. Ainda assim, os sucos de laranja Pera e Moro alteraram de forma similar a abundância 

relativa de 51,61% dos gêneros bacterianos identificados na microbiota intestinal dos voluntários, 

sendo que 11 gêneros tiveram sua abundância aumentada e 5 gêneros tiveram sua abundância 

reduzida. Este padrão sugere que ambos os sucos podem modular a microbiota intestinal da mesma 

forma, pelo menos parcialmente. 

Os sucos de laranja Pera e Moro não tiveram efeitos significativas (p<0,05) sobre a 

composição da microbiota intestinal no nível gênero, exceto a abundância relativa da Bifidobacterium 

que foi diferente comparando o período final de cada tratamento com níveis mais elevados após o 
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tratamento com o suco de laranja Moro. Bactérias do gênero Bifidobacterium apresentam enzimas β-

glicosidases que são capazes de metabolizar as antocianinas e algumas, tais como Bifidobacterium 

bifidum, apresentam também enzimas responsáveis pela O-deglicosilação de flavanonas,  compostos 

bioativos encontrado no suco de laranja Moro (FARIA et al., 2014), tal resultado justifica a relação 

entre maior abundância de Bifidobacterium e o tratamento com o suco de laranja Moro. Este gênero 

é comumente associado a benefícios à saúde devido as suas ações anti-inflamatórias relacionadas à 

diminuição de citocinas pró-inflamatórias incluindo TNF-α e IL-1β no tecido adiposo visceral e 

concentrações menores de LPS (CANI et al., 2007). Embora nosso estudo tenha encontrado maior 

abundância deste gênero comparando o período final de cada intervenção, este resultado pode indicar 

uma possível relação da Bifidobacterium aos níveis reduzidos de citocinas inflamatórias também 

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

No presente estudo foi observada correlação positiva entre os gêneros Dorea, 

Fusicatenibacter e Ruminococcus e a composição corporal, perfil lipídico e glicemia. A associação 

positiva entre os gêneros Dorea e Ruminococcus e parâmetros antropométricos incluindo o IMC já 

foram apontados na literatura (COMPANYS et al., 2021; OTTOSSON et al., 2018), assim como, a 

correlação positiva com o perfil lipídico (ZENG et al., 2019). Já o gênero Fusicatenibacter tem sido 

associado positivamente a obesidade (VAZQUEZ-MORENO et al., 2021) e ao perfil lipídico como 

CT, LDL-c e TG (HUANG et al., 2020) confirmando os achados encontrados no nosso estudo. Além 

disso, encontramos correlação negativa moderada entre os metabólitos de fase II provenientes de 

naringenina e os gêneros bacterianos Christensenellaceae, Ruminococcus e Faecalibacterium. A 

relação entre estes gêneros e metabólitos de flavonoides são escassos na literatura. Contudo, estudos 

prévios sugerem associação positiva entre a ingestão de flavonoides e estes gêneros encontrados 

(CUERVO et al., 2015; ROŸTIÖ et al., 2017; SOKOL et al., 2008). 

O intestino humano é um ecossistema muito diverso e uma microbiota intestinal saudável tem 

como característica principal uma maior diversidade de bactérias, no entanto, na presença de algumas 

condições clínicas como a obesidade, resistência à insulina e inflamação subclínica esta diversidade 

é afetada (STANISLAWSKI et al., 2019). No nosso estudo para explorar os efeitos dos sucos na 

diversidade bacteriana utilizamos os índices de alfa e beta-diversidade e ambos os tratamentos não 

apresentam efeitos sobre estes parâmetros indicando que as comunidades bacterianas entre os grupos 

tratados com o suco de laranja Pera e Moro não eram diferentes. Por outro lado, estudos em animais 

e humanos demonstraram a capacidade dos polifenóis de alterar a diversidade da microbiota intestinal 

dependendo da estrutura química dos polifenóis, visto que estes compostos são capazes de promover 
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o crescimento de determinadas bactérias, mas esta ação é dependente da dose utilizada (LI et al., 

2020) Acrescenta-se a isso que os estudos que apresentaram mudança na diversidade da microbiota 

intestinal após a ingestão de polifenóis foi mediada pela redução do IMC, resultado que não foi 

encontrado no presente estudo (LE ROY et al., 2020).  

Existem algumas evidências na literatura que sugerem que os polifenóis a partir do consumo 

de frutas, vegetais, legumes podem induzir a mudanças na microbiota intestinal com efeitos sobre a 

produção da ácidos graxos de cadeia curta (MAS-CAPDEVILA et al., 2020) As principais bactérias 

envolvidas na produção de ácidos graxos de cadeia curta são a Escherichia coli, Bifidobacterium sp, 

Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Eubacterium sp (CARDONA et al., 2013; DUEÑAS et al., 2015). 

Os três principais AGCC são o butirato, acetato e propionato e apresentam importantes ações 

em vias metabólicas e inflamatórias. No presente estudo encontramos níveis elevados de AGCC nas 

fezes dos voluntários que receberam a intervenção com o suco de laranja Pera, exceto em relação ao 

acetato que apresentou expressiva elevação após a ingestão do suco de laranja Moro. Atribuímos o 

aumento dos AGCC no grupo Pera devido a maior ingestão de fibras alimentares neste grupo, tendo 

em vista que os AGCC são produzidos durante a fermentação sacarolítica. Portanto, estes resultados 

não demonstraram a influência da ingestão dos sucos de laranja Pera nos ácidos graxos de cadeia 

curta produzidos pela microbiota intestinal. Contudo, o suco de laranja Moro promoveu mudança nos 

níveis de acetato, o que pode sugerir o envolvimento de alguns gêneros bacterianos como 

Bifidobacterium e Lactobacillus relacionados a produção de AGCC (TURNBAUGH et al., 2009).  

No presente estudo, o tempo de tratamento e a dose utilizada de suco de laranja não foi suficiente 

para induzir mudanças significativas na microbiota intestinal de indivíduos com obesidade 

especialmente em relação a estes gêneros associados a produção de AGCC. Mas, outros estudos que 

usaram concentrações mais elevadas de polifenóis apontaram maior abundância de Bifidobacterium 

e concomitantemente maiores concentrações de AGCC indicando que os polifenóis presentes na dieta 

podem favorecer mudanças na microbiota intestinal e maior produção destes metabólitos da 

microbiota intestinal com papéis benéficos à saúde (GENTILE; WEIR, 2018; SINGH et al., 2017).  

 

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

 

Sabe-se que os efeitos de qualquer intervenção dietética dependem do fenótipo clínico e de 

variáveis individuais. Ao analisar os parâmetros responsáveis por maior agrupamento dos voluntários 

no presente estudo observamos a influência do IMC e dos marcadores inflamatórios como os 
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principais fatores que explicam a variância dos achados encontrados. Nossos voluntários 

apresentavam graus de obesidade distintos e possivelmente as diferenças metabólicas, perfil 

inflamatório e na composição da microbiota intestinal poderiam influenciar os resultados encontrados 

nas intervenções que realizamos. Por esta razão, com o intuito de aprofundar a compreensão dos 

efeitos dos sucos de laranja em diferentes graus de obesidade avaliamos a abundância relativa no 

nível taxonômico filo e gênero separando os voluntários de acordo com o grau de obesidade e 

tratamento proposto. 

Na análise da abundância relativa da microbiota intestinal no nível gênero, os voluntários com 

obesidade grau 3 pertencentes ao grupo suco de laranja Pera tiveram menor abundância dos gêneros 

Akkermansia. Contudo, este gênero aumentou de forma discreta após o consumo do suco de laranja 

Moro. A Akkermansia muciniphila é uma bactéria encontrada na microbiota fecal de indivíduos 

saudáveis e tem como principal função a degradação da camada de muco do epitélio intestinal 

(BELZER; DE VOS, 2012). Nas doenças metabólicas como a obesidade, a Akkermansia é 

intensamente afetada e apresenta uma abundância reduzida (DAO et al., 2019; SCHNEEBERGER et 

al., 2015).  

No presente estudo, encontramos o gênero Alistipes menos abundante em voluntários com 

obesidade grau 3 em ambos os tratamentos, achado consistente com outros estudos que apontaram 

correlação 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, após a intervenção com os 

sucos de laranja Pera e Moro houve um aumento de Alistipes indicando um efeito relacionado ao 

IMC, visto que este efeito só foi observado nos voluntários com obesidade grau 3. Resultados 

semelhantes foram encontrados em um estudo em camundongos C57BL/6 tratados com antocianinas 

por três meses proveniente de Goji berry, após o tratamento os animais apresentaram maior 

abundância de Alistipes (PENG et al., 2020). O gênero Alistipes parece ter um efeito protetor em 

doenças como a fibrose hepática, colite, câncer e doenças cardiovasculares, no entanto, os dados na 

literatura são conflitantes (PARKER et al., 2020). 

Ainda, os voluntários com obesidade grau 3 tiveram aumento do gênero Catenibacterium, 

após o tratamento com o suco de laranja Moro. Este gênero tem sido associado à menor risco de 

doenças cardiovasculares (KELLY et al., 2017) e a ingestão de polifenóis na dieta (GUO et al., 2017), 

no entanto, no presente estudo encontramos aumento deste gênero somente após a intervenção com 

o suco de laranja Moro o que sugere que a influência dos polifenóis sobre o gênero Catenibacterium 
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pode ser dependente da classe de polifenóis ofertado, já que o suco de laranja Pera também é uma 

fonte de polifenóis, mas não encontramos este mesmo resultado. 

O gênero Bacteroides também apresentou maior abundância nos voluntários com obesidade 

grau 3 após o tratamento com o suco de laranja Moro. Este gênero está envolvido no metabolismo 

das flavanonas (BRAUNE; BLAUT, 2016) e das antocianinas (LIU et al., 2017; MAYTA-APAZA 

et al., 2018; PETERSEN et al., 2019), o que corrobora com nossos achados, uma vez que encontramos 

este efeito apenas nos voluntários 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 correlação positiva entre os valores de abundância relativa deste gênero 

e os conteúdos de naringenina-7-glicuronídeo e hesperetina-7-glicuronídeo excretados na urina de 

voluntários após o consumo de 600 mL de suco de laranja das variedades Pera e Moro. 

Tendo em vista os resultados apontados em relação à Bacteroides no nível gênero, tivemos 

aumento do filo correspondente (Bacteroidetes) nos voluntários com obesidade grau 3 após a 

suplementação com o SLM. Em suma, notamos o efeito especialmente do suco de laranja Moro em 

indivíduos com obesidade grau 3 na modulação de gêneros bacterianos já apontados na literatura com 

efeitos benéficos à saúde, o que pode indicar uma resposta possivelmente dependente do estado 

nutricional e/ou condições patológicas dos voluntários do presente estudo. 

 

7.8 Compostos bioativos das laranjas e metabólitos na urina 

 

No presente estudo, realizamos a análise dos metabólitos de flavanonas e antocianinas na urina 

dos voluntários e identificamos os metabólitos naringenina, hesperitina e ácidos fenólicos. Estes 

metabólitos estavam mais elevados após as intervenções com o suco de laranja Pera e Moro o que 

indica que os resultados encontrados no nosso estudo estavam relacionados à presença destes 

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

Os metabólitos 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 metabólitos com dois ligantes como a 

hesperitina diglicuronídeo e a naringenina diglicosídeo. Notamos uma grande variabilidade na 

excreção de metabólitos encontrados urina em relação aos metabólitos de fase II e aos ácidos 

fenólicos. Consistente a isso, um estudo com 129 indivíduos com idade entre 18-80 anos também 

encontrou uma importante variabilidade individual na excreção de metabólitos após a ingestão de 
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naringenina (1,6% a 59%) e de hesperitina (0% a 25%), um dos principais fatores que contribuíram 

para este resultado foi a idade que apresentou uma correlação negativa com estes metabólitos 

indicando que pode ser um fator de interferência no metabolismo das flavanonas (BRETT et al., 

2009). Além disso, sabe-se que outros fatores podem interferir na biodisponibilidade destes 

compostos e na excreção destes metabólitos como a matriz alimentar, forma física disponível (suco, 

extrato solúvel ou cápsula), métodos de processamento, técnicas de estoque, estrutura química e as 

características dos indivíduos. Ainda, especula-se na literatura que a variabilidade na quantidade, 

composição e tempo de excreção de metabólitos destes compostos na urina pode ser devido a 

heterogeneidade na microbiota dos indivíduos (CASSIDY; MINIHANE, 2017), visto que para estes 

compostos bioativos estarem na sua forma aglicona que é mais biodisponível dependem das 

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

Muitas bactérias anaeróbias no intestino grosso apresentam enzimas hidrolíticas como as α-

raminosidases, β-glicosidases, β-glucuronidases que contribuem para a hidrólise dos glicosídeos dos 

flavonóides, por exemplo, a naringenina-7-O-rutinosídeo e a hesperetina-7-O-rutinosídeo são 

convertidas em agliconas (naringenina e hesperitina) após a incubação com a espécie Bifidobacterium 

longum R0175 (PEREIRA-CARO et al., 2018). Ainda, nesta forma aglicona, existem espécies 

bacterianas que também participam do metabolismo de fase II no intestino ou no fígado 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 

são dependentes da microbiota intestinal para a conversão para a sua forma ativa e este processo 

ocorre através da ação de determinados microorganismos como as espécies de Bifidobacterium e 

Lactobacillus que apresentam muitos efeitos benéficos à saúde (AMARETTI et al., 2015). Nosso 

estudo não avaliou a composição da microbiota intestinal no nível espécie, mas no nível taxonômico 

gênero os nossos resultados indicaram o efeito dos tratamentos em determinadas bactérias como as 

Bifidobacteria relacionadas ao metabolismo de compostos bioativos.  

Após este processo no colón ocorre a produção de produtos fenólicos das flavanonas tais como 

o ácido hipúrico e o ácido metilhipúrico, que no presente estudo foram os dois produtos fenólicos 

identificados na urina. As antocianidinas podem ser metabolizadas a ácidos protocatecuicos, no 

entanto, nosso estudo não 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 parâmetros em indivíduos com obesidade e 

resistência à insulina, os quais estão destacados na Figura 32. 

 

 

 

Figura 32. Principais resultados do estudo após o consumo do suco de laranja Pera e Moro. Razão 

F/B: Firmicutes/Bacteroidetes. 
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8  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

De um modo geral, a ingestão do suco de laranja Pera promoveu efeito positivo na redução 

da permeabilidade intestinal e o suco de laranja variedade Moro diminuição dos parâmetros 

inflamatórios e da pressão arterial em indivíduos com obesidade e resistência insulínica. Tais 

alterações podem contribuir para a diminuição da inflamação subclínica e, consequentemente, 

representar um benefício à saúde, mitigando as alterações metabólicas e inflamatórias decorrentes 

destas condições clínicas pré-existentes.  

Resultados obtidos no presente estudo evidenciaram ainda possíveis efeitos dos sucos de 

laranja na modulação da microbiota intestinal, resultando em alterações na produção de ácidos graxos 

de cadeia curta e de ácidos fenólicos provenientes da metabolização das flavanonas dos sucos de 

laranja, compostos estes conhecidamente relacionados aos efeitos observados nos parâmetros 

bioquímicos avaliados e a outros efeitos benéficos decorrentes do consumo de citrus e derivados. 

Embora a inclusão de voluntários com diferentes graus de obesidade (1 a 3) no ensaio clínico 

tenha dificultado a visualização de diferenças significativas nos parâmetros analisados, devido à 

grande variação interindividual, esta abordagem possibilitou a visualização da resposta à ingestão dos 

compostos bioativos do suco de laranja em indivíduos com diferentes estados nutricionais e 

patológicos.   

Desta forma, os resultados obtidos justificam a realização de mais estudos com número maior 

de indivíduos e a continuidade na busca pela compreensão dos mecanismos envolvidos nos efeitos 

benéficos relacionados ao consumo de suco de laranja. 
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ANEXO 2 - TCLE 
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ANEXO 4 – RECORDATÓRIO DE 24 HORAS 
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ANEXO 5 – FICHA DO ALUNO (JANUS) 
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ANEXO 6 – CURRÍCULO LATTES  
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