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Resumo

Introducdo: A suplementacdo com bioflavonoides citricos (hesperidina,
naringina, diosmina e eriocitrina, entre outros) tem sido associada a melhora do perfil
glicidico e lipidico, reducéo da resisténcia a insulina e inflamacao sistémica, além da
diminuicdo do dano endotelial. Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementacédo de
eriocitrina no perfil lipidico, capacidade antioxidante e peroxidacao lipidica de
individuos pré-diabéticos. Métodos: 50 individuos pré-diabéticos (47 + 12 anos)
foram divididos aleatoriamente em dois grupos paralelos: (1) Eriocitrina: 25
individuos receberam dose diaria de 800 mg de eriocitrina; (2) Controle: 25
individuos receberam dose diaria de placebo. Marcadores bioquimicos (glicose de
jejum, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e triglicerideos), capacidade
antioxidante (ABTS) e peroxidacao lipidica (TBARS) foram analisados ao longo de
12 semanas. Resultados: A suplementacdo com eriocitrina apos 12 semanas
promoveu reducdo nos niveis de glicemia (-4%, p<0,05), aumento da capacidade
antioxidante (+6%, p<0,05) e reducédo da peroxidacéo lipidica (-13%, p<0,05). N&o
houve diferencas significativas nos parametros de lipideos sanguineos: colesterol
total, colesterol LDL, colesterol HDL e triglicerideos. Concluséo: A suplementacao
de eriocitrina na dosagem de 800mg diarias por 12 semanas demostrou sua
capacidade de atuar como aliada no controle ao pré-diabetes através da reducéo
dos valores de glicemia de jejum, melhorou a capacidade antioxidante e reduziu a
peroxidacao lipidica em individuos pré-diabéticos, porém nao apresentou diferencas

significativas na reducéo de lipideos sanguineos.

Palavras chave: eriocitrina, flavonoides, pré-diabetes, diabetes, glicemia, capacidade

antioxidante, peroxidacao lipidica.



Abstract

Introduction: Supplementation with citrus bioflavonoids (hesperidin, naringin,
diosmin and eriocitrin, among others) has been associated with improved glucose and
lipid profiles, reduced insulin resistance and systemic inflammation, as well as
decreased endothelial damage. Objective: To evaluate the effects of eriocitrin
supplementation on the lipid profile, antioxidant capacity and lipid peroxidation of pre-
diabetic individuals. Methods: 50 pre-diabetic patients (47 + 12 years) were randomly
divided into two parallel groups: (1) Eriocitrin: 25 subjects received a daily dose of 800
mg of eriocitrin; (2) Control: 25 subjects received a daily dose of placebo. Biochemical
markers (fasting glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and
triglycerides), antioxidant capacity (ABTS) and lipid peroxidation (TBARS) were
analyzed over 12 weeks. Results: Eriocitrin supplementation after 12 weeks reduced
blood glucose levels (-4%, p<0.05), increased antioxidant capacity (+6%, p<0.05) and
reduced lipid peroxidation (-13 %, p<0.05). There were no significant differences in
blood lipid parameters: total cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol and
triglycerides. Conclusion: Eriocitrin supplementation at a dosage of 800mg daily for
12 weeks demonstrated its ability to act as an ally in the control of pre-diabetes by
reducing fasting blood glucose values, improving antioxidant capacity and reducing
lipid peroxidation in pre-diabetic subjects. diabetic patients, but did not show significant

differences in the reduction of blood lipids.

Key words: eriocitrin, flavonoids, prediabetes, diabetes, glycemia, antioxidant

capacity, lipid peroxidation.
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1. Introducéo

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenga cronica, caracterizada por hiperglicemia
persistente em decorréncia de deficiéncia na producao de insulina, ou seja, ha uma
producdo muito baixa ou inexistente de insulina decorrente da destruicdo de células
pancredticas, ou, resisténcia a insulina (SBEM, 2021). A regulacdo da glicemia é
realizada pela insulina e glucagon, conforme Figura 1. A hiperglicemia persistente
também esta associada a complicacdes crénicas macro e microvasculares, aumento
da morbidade, reducéo da qualidade de vida e elevacao da taxa de mortalidade (SBD,
2021).
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Figura 1 — Regulagéo de glicose no sangue. Adaptado de Atrain Education (2018).

Existem diversos tipos de diabetes, como o diabetes tipo 1, diabetes tipo 2,
diabetes gestacional, entre outros. O diabetes tipo 1 € caracterizado pela destruicdo
de células beta pancredaticas por células T do sistema imune, que produzem
anticorpos contra ele mesmo, sendo, portanto, autoimune. Tal situacdo resulta em
producéo de insulina praticamente inexistente (BURRACK et al., 2017). Ja no diabetes
tipo 2 ha producéo de insulina pelas células beta pancreaticas, porém sua acao é
dificultada, caracterizando um quadro de resisténcia a mesma, levando a um aumento
de producao na insulina para compensar os niveis de glicose sanguinea. O diabetes
gestacional ocorre temporariamente durante a gravidez e pode implicar em um risco
aumentado do desenvolvimento posterior de diabetes para a méae e o bebé (SBD,
2021).



Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) (2021), ha um grupo de
individuos cujo os niveis de glicose ndo estao dentro dos critérios para diabetes, mas
sdo altos demais para serem considerados normais, sendo conhecido como pré-
diabetes. A American Diabetes Association (ADA) (2018), classifica como pré-
diabetes, valores de glicemia de jejum entre 100 e 125 mg/dL e/ou valores de
tolerancia a glicose entre 140 a 199 mg/dL, duas horas ap0s sobrecarga de glicose,
além da hemoglobina glicada com valores entre 5,7 e 6,4%. O pré-diabetes ndo deve
ser visto como uma entidade clinica por si s6, mas sim um risco aumentado de
desenvolver diabetes e complicagcdes como doencas cardiovasculares (ADA, 2018).

O numero total de individuos diagnosticados com DM atualmente corresponde
a 536,6 milhdes de pessoas, o que equivale a 10,5% da populacdo mundial. Estima-
se um aumento de 12,2% na prevaléncia de diabetes em 2045, o que corresponde a
783,2 milhdes de pessoas (IDF, 2021). O Brasil ocupa o 5° lugar entre os 10 paises
com maior numero de individuos com diabetes. No periodo de 2006 a 2019, o niumero
de brasileiros diabéticos aumentou de 5,5% para 7,4%, sendo mulheres as mais
atingidas (7,8%) (VIGITEL, 2019). O Brasil tem cerca de 40 milhdes de pré-diabéticos
e em 5 anos, estima-se que 25% deles serdo diabéticos, de acordo com o Hospital
Alemao Oswaldo Cruz (2019).

O estresse oxidativo € um dos fatores que influencia na progressdo e
complicacéo do diabetes levando a disturbios no perfil lipidico e tornando as células
mais susceptiveis a peroxidacao lipidica (TIWARI et al., 2018). O estresse oxidativo &
uma condicao biolégica que ocorre quando ha um desequilibrio entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e a remocao insuficiente dessas moléculas
altamente reativas. Pacientes com diabetes apresentam aumento da producéo de
radicais livres ou capacidade antioxidante prejudicada, levando a complicacGes
patolégicas como doenca arterial coronariana, neuropatia, nefropatia diabética,
aterosclerose e entre outras. Um biomarcador critico de estresse oxidativo é a
peroxidacao lipidica quando se trata de EROs (POUVREAU et al., 2018).

O tratamento medicamentoso para individuos com diabetes tipo 1, se da
através da aplicacdo diaria de insulina para manter os niveis de glicose nos valores
considerados normais, abaixo de 100 mg/dL. Ja para individuos com diabetes tipo 2
e pré-diabéticos, o tratamento pode ser medicamentoso, com o0 uso de medicamentos

da classe das biguanidas, inibidores de DPP-4 e GLP 1, inibidores de alfa glucosidase,



sufonilureias e meglitinidas e entre outros. Além disso, também pode ser aliado um
tratamento ndo medicamentoso, que consiste em alimentacéo saudavel e balanceada
e pratica de exercicios fisicos ao menos 3 vezes por semana (SBD, 2019). Para o pré-
diabetes, a mudanca nos habitos alimentares esta intimamente relacionada a melhora
do perfil glicémico e a possivel reverséo do caso clinico.

Outra alternativa ao tratamento medicamentoso, através da alimentacéo, sdo
os flavonoides, uma classe que apresenta a capacidade de atuar no controle
glicémico, processos inflamatorios, dislipidemia e resisténcia a insulina. Os
flavonoides sdo um grupo de metabdlitos secundarios da classe dos polifendis,
encontrados em vegetais e frutas e possuem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e efeitos protetores ao sistema renal, cardiovascular e hepatico.
(SHASHANK, 2013; ISLAM, 2020).

A eriocitrina (Figura 2), € um flavonoide da classe das flavanonas, encontrada
principalmente na casca de frutas citricas como o Citrus lemon e limas citricas, que
apos ingerida é metabolizada e hidrolisada por bactérias intestinais para a sua forma
aglicona, o eriodictiol (Figura 3). Na forma de aglicona, o eriodictiol é absorvido e apés

metabolizado pelo figado, exerce sua atividade biolégica. (MIYAKE et al., 2003).
HO, . \CHj

o .,
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Figura 2 — Estrutura molecular da eriocitrina (5,7,3’,4’-tetrahydroxyflavanone-7-O-ruinoside). Adaptado
de Sigma-Aldrich, (2018).
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Figura 3 — Estrutura molecular do eriodictiol (5,7,3’,4’-tetrahydroxyflavanone). Adaptado de Sigma-
Aldrich, (2018).

Um estudo realizado por Hiramitsu et al. (2014) demonstrou beneficios da
ingestao de eriocitrina, em relacdo a melhora da capacidade antioxidante, diminuicéo
de marcadores inflamatérios e diminuigdo da peroxidagéo lipidica no sangue, rim e
figado de ratos suplementados com a flavanona.

Em outro estudo realizado por Lv et al. (2019) em células ganglionares da retina
de ratos, os quais receberam alta concentracéo de glicose associada a 5, 10 e 20 uM
de eriodictiol, foi observado uma diminuicdo na glicemia (dose dependente), além de
reducdo da concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e aumento da
atividade de enzimas antioxidantes como a catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPXx).

Finalmente, um terceiro estudo realizado em ratos induzidos a infarto do
miocardio que foram previamente tratados com eriodictiol nas doses de 50mg, 100mg
e 200mg/Kg, mostrou uma diminuicdo significativa nos produtos de peroxidacao
lipidica no plasma e no coracéo e aumento nos niveis de antioxidantes (HARIHARAN
et al., 2017).
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2. Objetivo

Avaliar os efeitos da suplementacao de eriocitrina no perfil lipidico, capacidade
antioxidante e peroxidacéo lipidica em individuos pré-diabéticos, verificando também
a seguranca e efetividade do composto.

2.1 Objetivos Especificos
Avaliar a suplementacéao de eriocitrina em relagcdo aos seguintes parametros:

a) Marcadores bioquimicos: Glicose de jejum, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL e triglicerideos.

b) Capacidade antioxidante: ABTS.

c) Peroxidacdo lipidica: TBARS.

3. Metodologia

Individuos

Foram selecionados individuos com idade entre 35 a 60 anos, com pelo menos
um entre os critérios a seguir: (1) glicemia de jejum aumentada, de 100 a 125 mg/dL,
(2) tolerancia a glicose diminuida, 140 a 199 mg/dL, e (3) hemoglobina glicada com
valores entre 5,7 e 6,4%. Os critérios de exclusdo foram: uso de medicamentos
hipoglicémicos, hipolipidémicos, de suplementos alimentares (vitaminas, sais
minerais, flavonoides, probidticos, simbidticos ou outros compostos bioativos),
medicamentos de uso continuo, histérico de abuso de &lcool e drogas, praticar
exercicio fisico intenso (mais de 10h/semana), gravidez, fumar e apresentar histérico
de doencas cardiovasculares, DM, doenca hepatica, renal ou da tireoide.

O projeto foi aprovado pela Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa com o
protocolo 2.107.173 e submetido na plataforma Clinical Trials (NCT03215043). Antes
de iniciar o estudo, todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa.

O tamanho da amostra foi estimado com base em um estudo clinico
semelhante (MOHAMMADI et al., 2015). O desfecho primario analisado neste ensaio

clinico foi a glicose sérica e o tamanho amostral foi calculado estatisticamente (N =
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(02+ 03)+(2a+2p)"
(#2‘#1)2

), com nivel de significancia de 5% e poder de 80%. Desse modo, o

(

tamanho minimo amostral estimado foi de 24 individuos por grupo e considerando
uma taxa de desisténcia de 15%, foram considerados 30 individuos no total.

Desenho experimental

Fundamentado em ensaios clinicos anteriores realizados com a hesperidina
(MOHAMMADI et al., 2015), foi realizado um estudo clinico com desenho paralelo,
duplo-cego, randomizado e placebo/controlado com duracdo de 12 semanas para
avaliar a eficécia da eriocitrina no tratamento da hiperglicemia e reversao da condicédo
de pré-diabetes com trés doses distintas: 200mg, 400mg e 800mg (RIBEIRO et al.,
2019). Todos os individuos do ensaio (n=120) foram randomizados e separados
aleatoriamente em quatro grupos de 30 individuos que suplementaram com: grupo 1)
placebo, grupo 2) 200mg de eriocitrina, grupo 3) 400mg de eriocitrina e grupo 4)
800mg de eriocitrina. Os individuos e o investigador principal permaneceram cegos
ao tratamento até que todas as analises fossem concluidas (RIBEIRO et al., 2019).

Com base no estudo clinico realizado por Ribeiro et. al., 2019, para esse
estudo, foi selecionado especificamente o grupo 4, individuos que suplementaram
com 800mg de eriocitrina, para avaliar os efeitos da suplementacéo de eriocitrina no
perfil lipidico, capacidade antioxidante e peroxidacédo lipidica em individuos preé-
diabéticos, seguindo a metodologia descrita no ensaio clinico.

Os participantes foram convidados a comparecer em jejum de 12h para
medirem os niveis de glicose capilar e realizar a entrevista individual para confirmar a
elegibilidade de acordo com os critérios de inclusdo e exclusédo. (RIBEIRO et al.,
2019).

Dessa forma, para os parametros analisados neste estudo, os individuos
selecionados foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos através de programa
gerador de numeros aleatérios. O grupo Eriocitrina (n = 25) recebeu uma dose de
800mg/d de eriocitrina; o grupo Controle (n = 25) recebeu placebo com excipiente de
amido de milho. Todas as doses foram embaladas em Farméacia de Manipulacéo e
foram do mesmo tipo, cor e tamanho. Os individuos foram orientados a ingerir
regularmente uma capsula apdés o jantar durante 12 semanas. A eriocitrina foi obtida
pela “Ingredients by Nature TM”, Montclair, CA, EUA (RIBEIRO et al., 2019).
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Avaliacdo de Adesao e evento adverso

Os individuos foram orientados a comparecer ao laboratério de nutricdo a cada
duas semanas para receber um novo frasco de capsula e devolver as cdpsulas que
restaram. Em cada visita regular, os pacientes eram questionados sobre eventos
adversos, que foi definido como qualquer desconforto durante a intervencéo (RIBEIRO
et al., 2019).

A adesao foi avaliada contando as capsulas néo utilizadas em cada visita. Os
participantes que consumiram mais de 90% dos comprimidos e completaram todas as
avaliagdes tiveram boa adesao e foram incluidos na analise estatistica (RIBEIRO et
al., 2019).

Coleta de sangue

Duas coletas de 30mL sangue em jejum cada, foram obtidas antes da
intervencdo e na décima segunda semana no Laboratério de Analises Clinicas por
técnicos treinados e habilitados. O sangue foi centrifugado (3.000 rpm/10 min) para
obtencéo do soro, que foi congelado a - 80°C até posterior realizacdo das analises
bioquimicas descritas a seguir:

1) Andlise dos marcadores bioquimicos: A glicose de jejum, colesterol total,

colesterol HDL e triglicerideos foram avaliados por meio do kit GODTrinder®, Labtest.
O colesterol LDL foi calculado através da férmula de Friedwald (FRIEDWALD et al.,
1972).

2) Andlise da peroxidacao lipidica (TBARS): Foi avaliada por meio da reacao

de substancias presentes no soro que reagem com o acido tiobarbitUrico produzindo
derivados lipoperoxidos (TBARS), destacando-se o malondialdeido, produzindo uma
base de Shiff de coloracdo rosacea. Foi também mensurado em amostra de soro a
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH-) de acordo
com a metodologia de Chrzczanowicz (CHRZCZANOWICZ et al., 2008), para detectar
a presenca de substancias antioxidantes. Ambas as analises foram realizadas em
triplicatas, utilizando-se a média como o resultado final.

3) Andlise da capacidade antioxidante (ABTS): Foi avaliado em amostra de soro a

capacidade de sequestrar o radical 2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS+). O método se baseia na adicdo de um antioxidante que em contato

com o radical ABTS+ é reduzido e estabilizado a ABTS, por meio da reagdo com

14



persulfato de potassio, promovendo a mudanca de coloracdo de verde-escuro para
verde-claro, de acordo com a metodologia de Janaszewska et al. (2002). Com a perda
de cor, a andlise de inibicdo do ABTS+ é determinada em fun¢éo do Trolox, um padrao
submetido as mesmas condi¢des de andlise do antioxidante. As amostras foram lidas

por um espectrofotdmetro na absorbancia 734nm.

Andlise estatistica

A normalidade e homogeneidade foram avaliadas por Kolmogorov-Smirnov e
testes de levine, respectivamente. Para avaliacdo das alteragdes dentro dos grupos,
nas amostras normais foi utilizado teste t para amostras relacionadas e para as

amostras nao normais Wilcoxon.

4. Resultados e Discussao

Marcadores biogquimicos

O acompanhamento de marcadores bioquimicos como a glicemia de jejum,
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e triglicerideos € clinicamente
importante, pois 0s seus valores alterados podem indicar a condi¢ao clinica pré-
diabética e neste caso, possibilitar a reversao do caso clinico (CHEHADE et al., 2013).

O desfecho priméario avaliado neste estudo foi o impacto na glicemia de jejum
com a suplementacao de eriocitrina (800mg). Ao final das 12 semanas foi observado
uma reducdo dos niveis séricos de glicose em jejum, porém sem alteracdes nos

lipideos sanguineos. (Tabela 1).
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Tabela 1: Marcadores bioquimicos dos voluntarios pré-diabéticos submetidos a

suplementacao de eriocitrina por 12 semanas.

Periodo
Marcadores bioquimicos Semana 0 Semana 12
(Média * desvio padrdo) | (Média + desvio padrao)
Controle 104 +10 105 + 16*
Glicose jejum, mg/dL —
Eriocitrina (800 mg) | 103 13 99 +11*
Colesterol Controle 193 +32 195 + 27
Total, mg/dL Eriocitrina ( 800 mg) | 184 + 40 182 + 40
Controle 47.3+11.3 47.6 +£10.7
Colesterol HDL, mg/dL —
Eriocitrina (800 mg) | 46.0 +10.9 44.0 +£10.7
Controle 116 £ 19 117 £ 23
Colesterol LDL, mg/dL —
Eriocitrina (800 mg) | 106 + 35 103 £ 25
Triglicerideos, Controle 146 + 78 150 + 81
mg/dL Eriocitrina (800 mg) | 162 + 93 153 + 65

Teste t para amostras relacionadas (amostras normais) e Wilcoxon (amostras ndo normais).
(*) diferenca entre os tempos dentro do grupo.

Observou-se reducao de 4% na glicemia de jejum nos individuos do grupo que
suplementaram com eriocitrina (800mg) apds 12 semanas, enquanto o grupo controle
apresentou aumento nos niveis de glicose no sangue em jejum. Em contrapartida, nos
lipideos sanguineos, nédo foi observado reducédo no colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL e triglicerideos durante e ao final das 12 semanas entre 0 grupo
suplementado com eriocitrina (800mg) e o grupo placebo. (Tabela 1).

A diminuicdo da glicemia de jejum em individuos suplementados com eriocitrina
€ esperada assim como foi visto em estudos in vitro e in vivo anteriores realizados por
Bucolo et al. (2012), Zhang et al. (2012) e Ribeiro et al. (2019).

Um dos mecanismos no qual os polifendis, presentes nas flavanonas, regulam
0 metabolismo da glicose é através da inibicdo da dipeptidil peptidase-4 (DPP4),
aumentando assim a meia vida do hormonio secretado pelas células L, o peptideo 1

semelhante ao glucagon (GLP-1), que estimula a secrecao poés-prandial de insulina e
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inibe a liberacdo de glucagon, reduzindo dessa forma os niveis de glicose plasmatica.
(DOMINGUEZ et al., 2017).

Outro estudo realizado por Zhang et al. (2012), demonstrou que o eriodictiol,
metabdlito da eriocitrina, aumentou a captacdo de glicose em células de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2) e no tecido adiposo. Foi observado nas células
HepG2 com resisténcia a insulina, a reativacdo da via PI3-quinase/Akt, através da
fosforilacdo de Akt induzida pela PI3-quinase, importante para a resposta celular a
insulina, aumentando assim a expressdo de GLUT-4 (Figura 4). Ja nos adipdcitos, a
melhora da resisténcia a insulina foi evidenciada pelo aumento da expressdo da
proteina PPAR-y2, que é um receptor nuclear capaz de proporcionar 0 aumento da
expressao e translocacao dos transportadores GLUT-1 e GLUT-4.
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Figura 4 — Via de transduc¢éo do sinal da insulina. Adaptado de Chakraborty (2011).

Glucose

Em relacdo aos lipideos sanguineos, a tabela 2 mostra os valores de referéncia
de acordo com a Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas.
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Tabela 2: Valores de referéncia de lipideos sanguineos. Adaptado de Sociedade

Brasileira de Andlises Clinicas (2016).

Perfil Lipidico Valores de referéncia

Colesterol total < 190mg/dL
Colesterol LDL < 130mg/dL
Colesterol HDL > 40mg/dL
Triglicerideos < 150mg/dL

Os resultados ao final das 12 semanas néo apresentaram redugdo em nenhum
dos parametros lipidicos analisados. Um estudo realizado com peixes-zebra, devido
grande similaridade genética com os humanos, de obesidade induzida por dieta e
suplementados com dosagem de 23mg/kg de eriocitrina durante 4 semanas, foi
observado melhoria no metabolismo lipidico reduzindo os niveis de triglicerideos
sérico e no figado, além de reducdo de acumulo de gordura em células HepG2.
(HIRAMITSU et al., 2014).

Com base no estudo acima, uma possivel hipotese para néo ter apresentado
resultados nos parametros lipidicos com a suplementacdo de eriocitrina (800mg)
durante 12 semanas, pode ser devido ao fato de que, doses muito menores de
eriocitrina sejam mais eficazes na melhoria do metabolismo lipidico do que doses
maiores. Além disso, a duracdo do estudo pode ser um fator de impacto nos
resultados. E ainda de acordo com Hiramitsu et al. (2014), foi observado no estudo
gue até 2g/kg/dia de eriocitrina pode ser administrado durante 4 semanas sem causar
guaisquer alteracGes fenotipicas toxicoldégicas, como parametros bioquimicos e
hematoldgicos, peso corporal e urina, sugerindo assim, que a acao hipolipemiante da
eriocitrina possa ser limitada na regulacao lipidica. Dessa forma, talvez a dosagem de
eriocitrina (800mg), possa ter atingido o limite na regulacdo dos parametros lipidicos,

nao apresentando assim resultados significativos.
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Capacidade antioxidante

O estresse oxidativo contribui para a progressdo de muitas condi¢cdes
patolégicas e doencas, incluindo o diabetes, além de estimular a geracdo de
mediadores inflamatoérios e a inflamacgdo, por sua vez, aumenta a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (OGUNTIBEJU, 2019). Os flavonoides, por
conta de sua acao antioxidante, desempenham um papel contra o estresse oxidativo
atenuando danos celulares e enziméticos, podendo ser um aliado na melhoria da
hiperglicemia.

Foi avaliado a capacidade antioxidante no plasma sanguineo de voluntarios
pré-diabéticos e os resultados estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Capacidade antioxidante (uM) dos voluntarios pré-diabéticos submetidos a

suplementacéo de eriocitrina por 12 semanas

Periodo
ABTS Semana 0 Semana 12
(Média * desvio padrdo) | (Média + desvio padrao)
Controle 1.87 +0.03 1.88 +0.03
Capacidade —
antioxidante, M Eriocitrina (800 mg) | 1.87 £0.09 * 1.98 £0.03 *

Teste t para amostras relacionadas (amostras normais) e Wilcoxon (amostras ndo normais).

(*) diferenca entre os tempos dentro do grupo.

Foi observado que o grupo que suplementou com eriocitrina (800mg)
apresentou um aumento de 6% da capacidade antioxidante ap6s 12 semanas de
suplementacédo. Em contrapartida, os individuos do grupo controle ndo apresentaram
0S mesmos resultados.

Tais resultados reforcam dados de estudos anteriores que observaram um
aumento na capacidade antioxidante juntamente com a diminui¢cdo da peroxidacao
lipidica devido a reducédo do estresse oxidativo. (MIYAKE et al.,1998; FERREIRA et
al., 2016).

Em individuos com hiperglicemia, a resisténcia a insulina pode estar atrelada

ao estresse oxidativo causando disfuncdo nas células beta pancreaticas,
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responsaveis pela producdo de insulina e manutencdo da homeostase normal da
glicose, devido a baixa defesa do sistema antioxidante dessas células (GERBER et
al., 2017).

Outra possivel causa esta associada as vias de sinalizacao inflamatérias, como
IKK e JNK, que ativam mediadores inflamatorios como o fator de transcri¢do nuclear
kappa B (NF-B), que por sua vez, promove a producéo de citocinas pro-inflamatoérias
entre elas, TNF-a e IL-6, que estdo em concentracfes aumentadas em individuos
diabéticos e também potencializada pelo estresse oxidativo (HAJIAGHAALIPOUR et.
al., 2015). Segundo Sireesh et al. (2018), a estimulacéo da ativacao do fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), promove uma diminuicdo de citocinas proé-
inflamatdérias como TNF- a, e consequentemente, melhora a secrecao de insulina,
prejudicada em células beta pancreéticas.

De acordo com Li et al. (2016), o eriodictiol, metabdlito da eriocitrina,
apresentou protecdo contra lesdo renal através da ativacdo de Nrf2, que é
considerado um dos mais importantes fatores reguladores da resposta antioxidante
do organismo, diminuindo o dano oxidativo (Figura 5). Além disso, o eriodictiol também
demonstrou protecdo contra doenca vascular (LEE et al., 2015) e diabetes (MIYAKE
et al., 1998; RIBEIRO et al., 2018; SIREESH et al., 2018).
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Figura 5 — Expressao de Nrf2 mediado por estresse oxidativo. Adaptado de Reich, K.A.
(2010).

Os flavonoides sdo conhecidos por serem potentes eliminadores de radicais
livres devido sua estrutura quimica contendo um grupo de substancias fendlicas
hidroxiladas. De acordo com Sarian et al. (2017), as hidroxilas presentes no anel B do
eriodictiol sdo determinantes para eliminacdo das espécies reativa de oxigénio,

conferindo uma potente atividade antioxidante.

Peroxidacao lipidica

As espécies reativas de oxigénio (EROs) favorecem o estado oxidante levando
a peroxidacao lipidica, alterando a integridade das membranas celulares e o rearranjo
de sua bicamada lipidica, o que leva a inativagdo de receptores e enzimas ligadas a

membrana, aumentando a permeabilidade do tecido. (BIRBEN et al., 2012). Em
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individuos com hiperglicemia ha um aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio, elevando os niveis de marcadores de danos de DNA induzidos por estresse
oxidativo, como o0s produtos da peroxidagdo lipidica - malondialdeido (MDA) e
aldeidos insaturados, que sao capazes de inativar proteinas celulares.

A tabela 4 apresenta a peroxidacdo lipidica no plasma sanguineo dos

voluntarios pré-diabéticos.

Tabela 4: Peroxidacdo lipidica (mM) dos voluntarios pré-diabéticos submetidos a

suplementacéo de eriocitrina por 12 semanas

Periodo
TBARS Semana 0 Semana 12
(Média * desvio padrdo) | (Média + desvio padrao)
Controle 1.77 +0.91 1.76 £0.94
Peroxidacéo lipidica, —
mM Eriocitrina (800 mg) | 1.77 £0.82 * 1.54 £0.84 *

Teste t para amostras relacionadas (amostras normais) e Wilcoxon (amostras ndo normais).

(*) diferenca entre os tempos dentro do grupo.

Observou-se que 0 grupo que suplementou com eriocitrina (800mg) apresentou
reducdo de 13% na peroxidacdo lipidica ap6s 12 semanas de suplementacéo,
enquanto que no grupo controle ndo foi observado mudancas significativas. O
resultado foi previsto tendo em vista que foi observado um aumento da capacidade
antioxidante em individuos que suplementaram com eriocitrina (800mg). Dessa forma,
€ esperado uma reducao no biomarcador peroxidacao lipidica devido a acdo dos

antioxidantes juntamente com a reducéo do estresse oxidativo.

Este resultado corrobora com estudos anteriores que relataram que o0s
antioxidantes atenuam o estresse oxidativo e consequentemente reduzem a
peroxidacado lipidica (HARIHARAN et al., 2017; BUCOLO et al., 2012). Segundo
Johnson et al. (2009), o eriodictiol pode modular varias vias de sinalizacdo celular e
induzir a expressao de proteinas de fase Il, que protegem contra o estresse oxidativo,
catalisando uma ampla variedade de reacdes que neutralizam espécies reativas de
oxigénio e consequentemente, reduzem a peroxidacéo lipidica, aumentando assim a
resisténcias das células epiteliais pigmentares da retina humana (ARPE-19) ao

estresse oxidativo.
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Eventos adversos:

A seguranga da eriocitrina foi avaliada com base no questionario de
eventos adversos. Ao longo do experimento quatro casos de eventos adversos
foram relatados, incluindo dois no grupo 800 mg e dois casos no grupo placebo.
Os eventos adversos incluiram: disturbios digestivos (3 casos) e dor de cabeca
(1 caso). No geral, a suplementagdo com eriocitrina foi bem tolerada, sem
principais efeitos adversos.

5. Concluséo

A suplementacdo de eriocitrina na dosagem de 800mg diarias por 12
semanas mostrou ser eficaz na reducdo dos valores de glicemia de jejum,
melhorou a capacidade antioxidante e reduziu a peroxidacdo lipidica em
individuos pré-diabéticos. Entretanto, ndo apresentou diferencas significativas

na reducao de lipideos sanguineos.

Esse composto pode ser um aliado no tratamento do DM, embora mais
estudos sejam necessarios para explorar os mecanismos de acdo e vias
metabolicas da eriocitrina, a efetividade de diferentes doses em pacientes
diabéticos e sua seguranca em relacdo as outras moléculas e farmacos ja
extensivamente utilizados na farmacoterapia do diabetes. Além disso, também
€ importante acompanhar as interacées medicamentosas e eventos adversos e

investigar a seguranca em pacientes de grupos especificos (gestantes e idosos).
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ANEXOS

Anexo A - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

telefones de CoNtato .........ccccccccccviiiiis cevieviiieieeee e , declaro ter sido orientado e
esclarecido sobre o protocolo de pesquisa a seguir:

O (A) Senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa em que o objetivo é
orienta-lo sobre a suplementagé&o da eriocitrina combinado a uma alimentagao equilibrada por
Nutricionista. A Eriocitrina € um antioxidante presente na casca e suco do limao A equipe de
pesquisa ira esclarecer os procedimentos que serdo realizados durante o estudo, os quais
sdo descritos a seguir. Em quatro ocasifes distintas ao longo das 12 semanas do nosso
estudo (inicio do estudo, semana 4, 8 e 12), o Senhor (a) participara das seguintes avaliacdes:
(1) Avaliagao bioquimica, que inclui a colheita de 30 mL de sangue a ser realizada por técnicos
treinados e habilitados do Laboratério de Analises Clinicas Sao Lucas de Araraquara,
permanecendo aproximadamente por 30 minutos em sala especifica para exames clinicos
laboratoriais, ambiente com temperatura confortavel, revistas e TV para entretenimento (2)
Avaliacdo antropométrica (inicio do estudo, semana 3,5, 7, 9 e 11), onde serdo coletados
dados de peso (kg); estatura (m); circunferéncia da cintura (cm), circunferéncia abdominal
(cm) e do quadril (cm) ,massa muscular (kg/%) e percentual de gordura por meio de
equipamento de bioimpedancia no Lab. de Antropometria da FCFAr-UNESP. Tudo seré feito
com horéarios marcados em consultas com duracdo de 30 minutos. Nosso laboratorio possui
ar condicionado, mesas e cadeiras adequadas para a entrevista, garantindo sua privacidade.
A avalicdo dietética sera feita por meio de Recordatério Alimentar de 24h, Registro Alimentar
de 3 dias e Questionario de Frequéncia de Consumo Alimentar. A sua participacdo na
pesquisa sera voluntaria e livre de qualquer 6nus. O (A) Senhor (a) sera ressarcido (a) para o
transporte (coletivo), quando houver necessidade de deslocamento para avaliagbes
bioquimicas e antropométricas e, também recebera alimentacdo (café da manha) nos dias
das colheitas de sangue. E necessario informa-lo que durante a pesquisa o (a) Senhor (a) ndo
podera estar sob tratamento medicamentoso, ou fazendo suplementagdo com vitaminas,
minerais ou bioflavonoides e, se necessitar de medicamentos ou suplementos, devera
informar imediatamente o pesquisador sobre esta nova condi¢cdo de saude. Os riscos que o
(&) Senhor (a) sera submetido(a) ao participar desta pesquisa sdo médios, apenas tera o
desconforto das colheitas de sangue que serdo realizados com material descartavel,
buscando o menor desconforto possivel com equipamentos que minimizem a pungao venosa,
como por exemplo agulhas ultrafinas, e a possibilidade de hematomas (roxo) na regido da
puncdo. As avaliagbes antropométricas e dietéticas consistem em métodos simples e nédo
invasivos, ndo ocasionando nenhum risco de ordem fisica ou psicolégica. Os procedimentos
aos quais sera submetido (a) ndo provocaréo danos fisicos ou financeiros, porém, se ocorrer
algum transtorno decorrente da pesquisa, este sera encaminhado ao servi¢o publico de saude
e, se eventuais gastos decorrentes, sera assegurada a indenizagéo por parte da equipe e/ou
instituicdo responsével. Para assegurar sua privacidade, o seu nome serd mantido em sigilo
antes, durante e ap0s a pesquisa, e se desejar, recebera informacdes sobre o resultado da
pesquisa. O (A) Senhor (a) podera desistir da pesquisa em qualguer momento, sem nenhum
prejuizo ou penalizagdo, mas devera avisar os pesquisadores se isto ocorrer; devera notificar
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qualquer situacao de anormalidade relacionada a pesquisa e para tanto devera entrar em
contato com o pesquisador responsavel pelo telefone: (16) 3301-6927. Este termo trata-se de
um documento que sera emitido em duas vias, sendo uma via para o pesquisador e a outra
para o participante. Para outros esclarecimentos e reclamacdes, entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Rodovia
Araraquara-Jad, km 1, Araraquara, Sdo Paulo, telefone: (16) 3301-4627. Pelo presente
esclarecimento, o (a) Senhor (a) concorda em participar deste estudo “Avaliagdo de
parametros metabdlicos e moleculares em individuos com hiperglicemia intermediaria
suplementados com eriocitrina: Ensaio clinico paralelo, duplo-cego, randomizado, placebo-
controlado”sob responsabilidade da pesquisadora Profa. Dra. Thais Borges Cesar.

Araraquara, / /

Assinatura do Participante Dra. Thais Borges Cesar
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Anexo B - Questionério de selecdo de participacéo

Nome: Telefone:
WhatsApp: E-mail
Profisséao: Escolaridade:

Qual sua disponibilidade de horarios para as consultas quinzenais com a nutricdo na Unesp? (Pode
selecionar mais de uma opcéo, se for o caso). Em seguida coloque a hora que lhe é conveniente:

Manha () Horério Tarde (') Horério

Final da tarde/noite () Horario

Qual sua disponibilidade para a coleta de sangue mensal (Serdo 4 coletas). A coleta inicia as 7:00h no
Laborat6rio Sao Lucas da rua Feijo.

Seg () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado ()

Qual sua disponibilidade para a curva glicémica (Esse exame comeca as 6:30h até 10:00h).

Sim () N&o ()

I- Antropometria

Peso Altura IMC

Perdeu peso nos ultimos 3 meses? () Nao () Sim

Se sim, quanto?

Il- Historia Clinica

Glicemia em jejum do Ultimo exame (valor) (data)

Glicemia em jejum do penultimo exame (valor) (data)

1 - Vocé tem ou teve alguma destas doencas citadas abaixo:

() Colesterol elevado () Triglicerideos elevado () Derrame () Diabetes
() Hipertensao () Cancer () Hepética () Renal

() Hipotireoidismo () Hepatite () HIV

Outras:

2 — (Apenas para mulheres). Vocé esté atualmente gravida ou amamentando?

() N&o () Sim (gravida) () Sim (amamentando)
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3 - Vocé faz uso de algum remédio?

() N&o () Sim. Qual (s):

Quanto tempo:

4 — Vocé tem alguma alergia a remédios, alimentos ou outras substancias?

() N&o () Sim. Qual (s):

5 —-Vocé fuma ?

() N&o () Sim. Quantos cigarros (ou outro tipo de fumo) por dia?

6 — Vocé consome &lcool?

() N&o () Sim. Qual (s): Quantidade por semana:

7- Vocé pratica atividade fisica regular?

() N&o () Sim. Qual (s):

Tempo por dia:

Dias por semana:

8 - Como é o seu funcionamento intestinal?

() regular () irregular

Il = Informagdes Dietéticas

9 — Vocé esta atualmente seguindo alguma dieta?
() Nao

() Sim. Qual tipo:

() prescrita por profissional de nutricdo ou médico

() prescrita por vocé mesmo

10 — Vocé utiliza alguma forma de suplemento alimentar? (ex: vitaminas, minerais, proteinas, etc.)
() Néo
() Sim
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Anexo C - Questionério de efeitos colaterais

Nome:

Data: /

Margue (+) naquelas reacbes que vocé apresentou:

Reacbes

Ocorréncia (+)

Gastrointestinais

Nauseas

VoOmitos

Falta de apetite

Diarreia

Colicas intestinais

Boca seca

Prisdo de ventre

Cardiovasculares

Palpitacdes

Queda da pressao

Aumento da pressao

Dor no peito

Psiquiatricas

Ansiedade

Sonoléncia

Desorientacéo

Ins6nia

Irritabilidade

Neurolégicos

Dor de cabeca

Formigamento

Zumbidos

Tonturas

Cutaneos

Manchas

Coceiras

QOutros

Comecgou a fazer uso de algum medicamento? (Qual? Quanto tempo?)
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