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Resumo

Introducdo: Aos compostos do suco de laranja 100% puro (SL) séo
atribuidos varias propriedades biolégicas, como atividade antioxidante, anti-
hipertensiva, redutora do colesterol e glicemia sanguineos, e atualmente
estudos in vitro tém mostrado que o suco de laranja pode ter acdo seletiva
sob a microbiota intestinal. Objetivo: Investigar o impacto do consumo diario
de suco de laranja sobre a microbiota intestinal e no perfil glicidico e lipidico
em mulheres. Métodos: Foram avaliadas 10 mulheres por periodo de 120
dias, distribuidos em trés etapas: (1°): dieta livre de citrus 30° dia (30 dias);
(2°) ingestdo de 300 mL/dia de SL 90° dia (60 dias); (3" dieta livre de citrus
120° dia (30 dias). Avaliacdo dietética e antropometria foram realizadas
quinzenalmente durante o periodo experimental. Foram colhidas amostras
de sangue, urina e fezes, no inicio do estudo e a cada 30 dias, até o final do
experimento. Foi realizado: analise dos parametros bioquimicos;
identificacdo dos metabdlitos urinarios por UHPLC-UV-VIS; e analise da
composicdo da microbiota por sequenciamento de gene RNAr 16S.
Resultados: A avaliagdo da composicdo corporal e a excrecdo urinaria nao
mostraram alteragcdes durante as etapas experimentais. Os parametros
bioquimicos mostraram diminui¢céo da glicose (-6,25%), da insulina (-32,7%)
e da resisténcia a insulina (-43,8%), além do colesterol total (-13,9%), LDL (-
16%) e triglicerideos (-30%) com a ingestdo de SL (90° dia). ApOs a parada
do consumo de SL (120° dia), os parametros bioquimicos retornaram aos
valores inicias. Foi observado um aumento dos filos Actinobacteria, bem
como diminuicdo dos Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria apds o
consumo de SL (90° dia). As familias Bifidobacterium, Lactobacillaceae e
Streptococcaceae apresentaram aumento ap0s o consumo de SL. Houve
correlacdo  positiva entre  Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae,
Prevotellaceae, Ruminococcaceae e Enterobacteriaceae com glicose,
colesterol total, triglicérides, LDL-C, insulina e HOMA-IR, e uma correlacao
negativa com 0 HDL-C. Bifidobacterium, Coriobacteriaceae,
Lachnospiraceae e Lactobacillaceae tiverdo correlacdo negativa com
glicose, colesterol total, triglicerideos, LDL-C, insulina e HOMA-IR, e
correlagdo positiva com HDL-C. Conclusdo: O suco de laranja mostrou
efeito modulador positivo sobre a microbiota intestinal e no perfil glicidico e
lipidico de mulheres.

Palavras-chave: Prebioticos, Microbiota Intestinal, Suco de Laranja 100%
puro, Marcadores Metabdlicos, Composicéo Corporal.
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Abstract

Introduction: 100% pure orange juice (OJ) compounds are assigned to
various biological properties, such as antioxidant, antihypertensive, blood
cholesterol lowering and glycemia activity. Currently, in vitro studies have
shown that orange juice can present selective action of intestinal microbiota.
Objective: To investigate the impact of daily consumption of orange juice on
the intestinal microbiota and on the lipid and glucose profile in women.
Methods: Ten women were evaluated for 120 days at three differen stages:
(1%Y) citrus-free diet 30" day (30 days); (2") intake of 300 mL / day SL 90t
day (60 days); (3") citrus-free diet 120" day (30 days). Dietary assessment
and anthropometry were performed biweekly during the experimental stages.
Samples of blood, urine and feces were taken at the beginning of the study,
and every 30 days until the end of the experiment. It was carried out: analysis
of the biochemical parameters; identification of urinary metabolites by
UHPLC-UV-VIS; and analysis of the composition of the microbiota by 16S
rRNA gene sequencing. Results: Changes during the experimental stages
were not found in evaluation of body composition and urinary excretion.
Biochemical parameters showed a decrease in glucose (-6.25%), insulin (-
32.7%) and insulin resistance (-43.8%), total cholesterol (-13.9%), LDL (-
16%) and triglycerides (-30%) with ingestion of OJ (90" day). After stopping
0OJ intake (120" day), the biochemical parameters returned to the initial
values. An increase of Actinobacteria phyla, as well as a decrease of
Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacteria after consumption of OJ (90"
day) were observed. The families Bifidobacterium, Lactobacillaceae and
Streptococcaceae showed an increase after consumption of OJ. There was a
positive correlation between Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae,
Prevotellaceae, Ruminococcaceae and Enterobacteriaceae with glucose,
total cholesterol, triglycerides, LDL-C, insulin and HOMA-IR, and a negative
correlation with HDL-C. Bifidobacterium, Coriobacteriaceae,
Lachnospiraceae and Lactobacillaceae will have negative correlation with
glucose, total cholesterol, triglycerides, LDL-C, insulin and HOMA-IR, and a
positive correlation with HDL-C. Conclusion: Orange juice showed a positive
modulating effect on the intestinal microbiota and on glucose and lipid profile
of women.

Key words: Prebiotic, Intestinal Microbiota, 100% pure Orange Juice,
Metabolic biomarkers, Body Composition
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Introdugcdo Expandida

Microbiota

O corpo humano é um ecossistema que sustenta trilhdes de
microrganismos que vivem principalmente, embora nao exclusivamente, dentro
do trato gastrointestinal®. O trato gastrointestinal humano € um ecossistema
muito complexo, no qual a microbiota intestinal interage com células
hospedeiras e componentes alimentares®. O estdbmago e o intestino delgado
apresentam um ambiente desfavoravel para a colonizacdo de bactérias devido
a acdo bactericida do suco gastrico. Enquanto isso, na regido do célon as
bactérias encontram condi¢cGes favoraveis para a sua proliferacdo, decorrente
do abundante suprimento nutricional e auséncia de secre¢des®4),

Estima-se que o trato gastrointestinal seja habitado por 10! células por
mL de contetdo luminal, compreendendo cerca de 400 a 500 espécies
bacterianas®. Nos individuos saudaveis as bactérias sdo encontradas de
forma heterogénea em todo o trato gastrointestinal. Este € composto por
bactérias anaerObias estritas, que superam as bactérias anaerObias e
aeroébicas facultativas®. Embora mais de 100 filos bacterianos tenham sido
descritos, os principais filos encontrados sao Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria e Actinobacteria(). Entretanto, a microbiota intestinal do adulto é
dominada por dois filos: Bacteroidetes e Firmicutes®9),

Durante muitos anos acreditou-se que o bebé era estéril ao nascimento
e que a colonizacdo microbiana do intestino comecava imediatamente apos o
nascimento®. No entanto, estudos recentes mostram que a colonizacdo pode

comecar antes do nascimento com colonizagdo microbiana na placenta, no
13



fluido amnidtico e no corddo umbilical®®. Além disso, outros fatores contribuem
para a colonizacao intestinal precoce, como a idade gestacional ao nascimento
e o tipo de parto®9. No parto vaginal normal, a microbiota vaginal
desempenha um papel fundamental na colonizacdo do bebé ao nascer?, no
qual anaerdbios facultativos, como enterobactérias, enterococos e lactobacilos
sdo os primeiros colonizadores®?. Outra grande influéncia na microbiota
neonatal € a dieta infantil, pois lactentes alimentados no peito ttm microbiota
enriguecida em Lactobacillus, Staphylococcus e Bifidobacterium, em
contrapartida, os bebés alimentados com férmula tém microbiota dominada
por Roseburia , Clostridium , e Anaerostipes®®. Alguns estudos sugerem que a
microbiota intestinal atinge composicao relativamente estavel e semelhante aos
adultos, por volta dos 3 anos de idade®?4 enquanto outros estudos
demonstram que o desenvolvimento é continuo desde a infancia até a
adolescéncia®®17, Além disso, novas alteracGes aparecem na senescéncia,
diferindo a microbiota de idosos da microbiota central e dos niveis de
diversidade de adultos mais jovens®314),

A composicdo da microbiota intestinal é influenciada por fatores
intrinsecos (fatores genéticos e imunologicos) e extrinsecos (uso
medicamentos, dieta e estilo de vida)®®. A microbiota é responsavel por
proteger a mucosa intestinal contra microrganismos patdogenos, modular o
sistema imunoldgico, sintetizar algumas vitaminas, degradar os componentes
nao digeriveis da dieta e produzir metabdlitos, tais como os acidos graxos de

cadeia curta, que séo as principais fontes de energia para os colondcitos(18-21),

Para assegurar esses beneficios a saude do hospedeiro, a microbiota deve
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permanecer em homeostase, ou seja, em equilibrio entre as bactérias
comensais e patogénicas®?.

Como ja citado, o metabolismo e a composi¢cao da microbiota podem ser
influenciados pela dieta®18-2022-24) ' A ingestdo de microrganismos probiéticos,
ingredientes prebioticos ou combina¢des simbibticas estd fortemente
relacionada com a modulacdo da microbiota intestinal®1820.22-25  Como
prebioticos entende-se como um substrato que é utilizado seletivamente por
microrganismos hospedeiros conferindo beneficio a saude. A seletividade néo
significa necessariamente efeitos em apenas um grupo microbiano; pode se
estender a varios grupos microbianos, mas ndo a todos. Além disso, 0s
microrganismos afetados e os metabdlitos produzidos estdo associados a
efeitos fisiologicos, tais como inibicdo de patdgenos, estimulacdo imunoldgica,
reducdo dos niveis lipidicos no sangue, producdo de metabolitos que
influenciam a funcdo cerebral, energética e cognicdo, biodisponibilidade
mineral, entre outros(9).

Um dos componentes dietéticos prebidticos, capazes de modificar
microbiota intestinal, sdo as fibras alimentares. Isso porque, as fibras
provenientes da dieta sGo compostas, principalmente, por polissacarideos e em
menor parte por oligossacarideos que ndo sao digeridos pelas enzimas
intrinsecas do estdbmago e do intestino humano. Por isso, grande parte das
fibras que passam pelo trato gastrointestinal € degradada pela microbiota
intestinal, ocorrendo a formacéo e liberacdo de acidos graxos de cadeia curta
(acido acético, acido propibnico e acido butirico) como produto do metabolismo

microbiano(6.27),

15



Ainda, estudos sugerem que alimentos ricos em compostos fendlicos
também podem atender aos critérios de prebidticos, tendo um impacto
significativo sobre a microbiota intestinal, uma vez que grande parte (90-95%)
dos polifendis da dieta ndo sdo absorvidos no intestino delgado(6:28-30), As
bactérias presentes no colon atuam na bioconversédo destes compostos, dando
origem a uma variedade de metabdlitos bioativos, entre estes, 0os acidos graxos
de cadeia curta, que promovem a manutencdo da homeostase intestinal©@b,

Os &cidos graxos de cadeia curta exercem funcbes no metabolismo
humano. Estdo relacionados a sintese dos &cidos graxos de cadeia longa
(lipogénese), cetogénese (sintese de corpos cetdnicos), inibicdo da sintese de
colesterol e atuam como substrato para a via de formagdo do piruvato da
gliconeogénese. Além de serem uma das principais fontes de energia para os
colonécitos (mucosa intestinal), os quais estimulam a proliferacdo celular do

epitélio e intensificam a absorcdo de sodio e agua(®6:32-36),

Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sao substancias amplamente distribuidas na
natureza com mais de 8.000 compostos polifendlicos ja identificados em
plantas, incluindo flavonoides, alcoois fendlicos, lignanas, estilbenos e acidos
fendlicos®7%8). Podem ser pigmentos, que ddo a aparéncia colorida aos
alimentos, ou produtos do metabolismo secundario, normalmente derivados de
reacoes de defesa das plantas contra agressdes por radiacdo ultravioleta,
radicais livres e agentes patogénicos®7:3%40- De acordo com estudos
epidemioldgicos quando ingeridos, esses compostos exercem protecdo ao

organismo humano contra algumas doencgas©%41),
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Os principais polifendis encontrados na dieta humana s&o os &cidos
fendlicos e os flavonoides, os quais representam aproximadamente 2/3 e 1/3
do total da ingestdo diaria de polifendis, respectivamente“?43. Os flavonoides
compdem um grupo de polifendis com estrutura basica comum compreendendo
15 atomos de carbono (C6-C3-C6) no seu nucleo fundamental, com dois anéis
aromaticos (anel A e B) unidos por uma cadeia de trés &tomos de carbono, que

pode ou ndo formar um terceiro anel (anel C) (Figura 1)®4-46),

Figura 1. Estrutura basica dos Flavonoides®®)

Uma grande diversidade estrutural ocorre nos flavonoides em fungéo
das pequenas modificagbes quimicas ocorridas na estrutura basica destes
compostos, que podem ser por meio de hidroxilagdo, metilacdo, acilacéo,
glicosilagdo, hidrogenacéo, malonilagbes e sulfatacdes™”). Com essas
derivagbes os flavonoides dietéticos sao classificados em 6 subclasses:
flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas, isoflavonas e antocianidinas

(Figura 2)“9).
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Flavanonas Catequinas

OH

Antocianidinas Isoflavonas

Figura 2. Estrutura molecular dos flavonoides®®)

Nas frutas citricas, as flavanonas sdo a classe mais comum de
flavonoides, sendo aproximadamente 95% dos flavonoides totais das frutas. Na
laranja as flavanonas estdo presentes predominantemente nas formas
glicosidicas, naringina e hesperidina; mas também sao encontradas nas formas
agliconas, naringenina e hesperitina®48, A forma glicosidica € caracterizada
pela presenca de uma cadeia de trés carbonos saturados e um &atomo de
oxigénio no C4, sendo geralmente glicosiladas por um dissacarideo na posi¢do

C7W46), Este dissacarideo pode ser uma neohesperidose, que confere o sabor

18



amargo, encontrada na naringina em grapefruit, ou uma rutinose, insipida,
encontrada na hesperidina em laranjas®?.

As flavanonas contém varios glicosideos, sendo o0s principais nas
laranjas, da hesperidina: hesperitina-7-O-rutinosideo, hesiperitina-7-O-
glicuronideo; e da naringina: naringenina-7-O-rutinosideo, naringenina-7-O-

glicuronideo, naringenina-4-O-glicuronideo®6:4%.59) (Figura 3).
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Figura 3. Estruturas glicosiladas das flavanonas®?

A composicdo das flavanonas na laranja varia de acordo com a parte do
fruto, sendo que as partes solidas da fruta, como o albedo (parte branca) e as
membranas que separam 0s segmentos, sdo 0s mais ricos em flavanonas, em
comparacao com as vesiculas de suco (polpa). Além disso, os estagios de

maturidade e pds-colheita também afeta os niveis de flavonoides citricos®%-52),
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Metabolismo e Biodisponibilidade das Flavanonas

A garantia da eficicia bioldégica das flavanonas depende de serem
absorvidas e metabolizadas, e terem os metabdlitos bioativos distribuidos aos
tecidos sensiveis a sua acdo®®. Do ponto de vista nutricional, a
biodisponibilidade representa os efeitos gerais da absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excre¢do de um nutriente presente nos alimentos®?),

As flavanonas séo resistentes ao suco gastrico do estdmago, sendo
absorvidas no trato gastrointestinal apds extensiva metabolizacdo por enzimas
intestinais e hepaticas e deglicosilagcdo por enzimas de bactérias intestinais,
desde o intestino delgado e terminando no intestino grosso(®%545%), Além disso,
alguns fatores podem interferir na absorgdo das flavanonas, entre os quais esta
a composicdo quimica, pois a molécula de glicose é um dos principais
determinantes do local de absor¢cédo e da biodisponibilidade dos flavonoides,
sendo reconhecido que a biodisponibilidade dos monoglicosideos de
flavonoides é muito maior do que os rutinosideos®¢-%8). Este comportamento se
deve ao intestino delgado humano conter 3-glicosidases capazes de hidrolisar
glicosideos de flavanonas, mas nédo rutinosideos (ramnoglucésidos), que
precisam alcangar o célon e serem expostos a a-ramnosidase provenientes de
algumas das bactérias residentes®?,

Primeiramente, ap0s a ingestdo do suco de laranja, por exemplo, 0s
monoglicosideos de flavanonas sdo absorvidos no intestino delgado apos
hidrolise pela lactase-florizina hidrolase, e entdo, a aglicona livre, por ser
hidrofobica, difunde-se através das células epiteliais por transporte passivo ou
por difusdo facilitada®%%l), Porém, algumas flavanonas conjugadas a glicose

podem ser absorvidas através do transportador de glicose sédio dependende
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(SGLT1) para o interior do enterécito e deglicosiladas pelas B-glicosidases
presentes intracelularmente. Ambas as vias de absorcdo originam agliconas
intracelulares que, posteriormente, sdo metabolizadas em conjugados
glicurdénicos ou sulfatados e liberados na corrente sanguinea®8%%, Entretanto, a
maior parte dos glicosideos néo séo hidrolisados ou nédo apresentam afinidade
pela SGLT1, tais como os rutinosideos. Estes sé@o transportados na forma
intacta em direcdo ao célon, onde sdo hidrolisados pela a-ramnosidase,
produzida pela microbiota do local, liberando a forma aglicona, que pode entdo
ser absorvida pelo intestino(@8.58.61.62),

No intestino delgado e no epitélio do célon, os flavonoides poderéo
sofrer reagbes de conjugacdo, como a glicuronidacdo e a metilagdo(?8.63.64)
Uma vez absorvidas, as flavanonas sdo conduzidas ao figado pela circulacéo
entero-hepética ligadas a albumina ou via linfatica, onde sofrerdo outras
biotransformacgdes envolvendo reagdes de fase | (oxidacao, reducéo, hidrélise)
e, principalmente, reacdes de fase Il (metilacdo, sulfatacéo e glicuronidacao),
formando metabdlitos com &cidos glicurbnicos através da UDP-
glicuronosiltransferases (UGTs) e grupos sulfatos por meio das
sulfotransferases (SULTs)@83863) A glicuronidacdo e a sulfatacdo séo
especialmente importantes porque aumentam substancialmente o peso
molecular e a solubilidade do composto original para que possa ser eliminado
através da urina ou da bile(4:65-60),

Por fim, esses metabolitos conjugados aos glicuronideos e
sulfoglicuronideos tanto irdo para a corrente sanguinea e exercer a funcéao
sistémica, quanto serdo excretados pela bile e/ou urina, dependendo do

metabdlito formado (Figura 4)?869. Os compostos ndo absorvidos, bem como
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aqueles excretados juntamente com a bile no limen intestinal, seguem para o
cOlon onde serdo catabolizados pela microbiota, produzindo uma variedade de

compostos fendlicos de baixo peso molecular(70-72),

SUCO DE LARANJA
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Figura 4. Metabolismo das flavanonas adaptado(@®)
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Devido a via de absorcao distinta das flavanonas, a meia vida desses
compostos também ¢é diferente. A concentragdo sanguinea maxima dos
compostos produzidos no colon tem sido captada em média 6 h apés a
ingestdo do suco de laranja®86%73) Em contraste, os compostos absorvidos no
intestino delgado, local onde a absor¢c&o ocorre mais rapidamente, a meia vida
é de aproximadamente 1 h®®, A excrecdo urinaria das flavanonas ocorre
principalmente durante as 24 h apds a ingestdo com um pico entre 6 a 12 h.
Estudos anteriores sugerem, no entanto, que é suficiente a coleta de urina em
um unico dia, porque a variacdo diaria no nivel individual é limitada(. Apés o
consumo de suco de laranja, a excrecdo relativa urinaria de hesperitina pode
variar de 1,7 até 8,1%(059.70.737579) A excrecdo de naringenina apos o
consumo de suco de laranja € encontrada entre 0,7 até 20,3% da
ingestao®059.70.73.75-719) - A excrecdo fecal das flavanonas é bem citada em
estudos experimentais e in vitro. Parte das flavanonas séo excretadas na forma
inalterada, sendo estimado 33% para hesperitina e 15% para hesperidina. Além
disso, também é encontrado nas fezes a naringina, naringenina e naringenina
glicuronideo. Adicionalmente, nas fezes humanas, devido a extensa
metabolizacdo da microbiota, sdo encontrados os catabdlitos fendlicos capazes

de elevar a recuperacdo das flavanonas a 100%(70.71.78.80),

Laranja e Suco de Laranja

A laranja é uma das frutas mais cultivadas em todo o mundo, produzida
pela laranjeira (Citrus x sinensis), uma arvore da familia Rutaceae de porte
médio e copa densa, arredondada e perene. Essencialmente, a laranja é

composta por diversas vesiculas de suco protegidas por uma pelicula de cera,
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a casca (Figura 5). E na casca (flavedo) que estdo as substancias
responsaveis pelo aroma e pela cor da fruta. J& a parte comestivel € composta
por segmentos que possuem vesiculas de suco e pela parte sélida que é fonte
de fibras e compostos bioativos (membranas e albedo), além de
sementes®.82) Existem mais de 100 variedades de laranjas cultivadas pelo
mundo. No Brasil, as mais comuns sdo as laranjas Bahia, Péra, Rubi e

Valéncia®Y,

Flavedo ———————»

Albedo——m———»

Membrana———»

Vesiculas

v

Figura 5. Partes que compdem a laranja®?

Originada na Asia, provavelmente na China, por volta de 4.000 anos, a
laranja foi trazida para as Américas pelos exploradores no final dos anos 1400
e inicio de 1500. No Brasil, as mudas de laranjeiras foram introduzidas durante
0 periodo da colonizagdo e com o tempo, a citricultura destacou-se em varios
estados. Posteriormente, em Araraquara no ano de 1950, estendendo-se ao

norte e noroeste do Estado de Sdo Paulo(®3).
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Atualmente, o pais responde por 34% da laranja e 56% do suco
produzido em todo o mundo, considerando a média das ultimas cinco safras,
sendo 97% dessa producdo destinada a exportacdo. Ainda, o Brasil é
responsavel por 76% de participacdo no comércio mundial de suco de laranja,
consolidando-se como o mais importante fornecedor global desse produto®?),
Entretanto o consumo de laranja no Brasil, identificado pela POF 2008-2009(9),
€ bem menos que uma laranja por dia. Enquanto uma laranja média tem 180
g®8, o consumo médio encontrado foi de 20 g/d®>. Em adi¢&o, o consumo de
suco de laranja no Brasil, saiu de 42 mil toneladas de Suco Concentrado
Congelado (FCQOJ, sigla em inglés), equivalente a 66° Brix em 2003, para 69
mil toneladas em 2016®%. Porém, nosso consumo ainda é baixo se comparado,
por exemplo, com os Estados Unidos, que apresentou um consumo de 624 mil
toneladas de FCOJ equivalente a 66° Brix em 201664,

Na fabricacdo do suco de laranja existem diferentes processos de
extracdo e processamento do suco, e estes influenciam na concentragdo dos
nutrientes e nas quantidades dos flavonoides®%7%, Entre os sucos de laranja
prontos para o consumo encontra-se o NFC, do termo inglés “non-frozen
concentrated”. E um suco pasteurizado que n&do passou pelo processo de
concentracdo ou diluicdo durante a producdo, e ainda, ndo € acrescido de
acucares. Além disso, em termos de sabor € o que mais se assemelha ao suco
fresco, segundo o consumidor brasileiro®Y,

O suco de laranja fresco apresenta maiores quantidades de vitamina C e
acido fdlico, aproximadamente 125 mg e 76 ug, respectivamente, enquanto que
0s sucos pasteurizados apresentaram 86 mg de vitamina C e 46 ug de folato.

Por outro lado, os sucos integrais e industrialmente pasteurizados apresentam
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aproximadamente o dobro da quantidade de flavonoides citricos quando
comparados ao suco fresco®?. Isso porque, no processo de extracdo do suco,
sdo usadas também as partes solidas das laranjas, tendo maior

aproveitamento do fruto®b,

Efeitos Benéficos do Suco de Laranja

Estudos anteriores de suplementacdo com suco de laranja, ou com
flavanonas na forma isolada, tem demonstrado varias propriedades de
protecdo a saude. As acles sdo relatadas como: antioxidantes,
hipolipidémicas, anti-hipertensivas e anti-inflamatérias®7-99,

Estudo crossover com 16 individuos (homens e mulheres) mostrou que
placebo com hesperidina e suco de laranja, aumentou significativamente a
capacidade antioxidante no soro sanguineo. Evidenciando que os compostos
fendlicos da laranja contribuem diretamente para a protecdo oxidativa pos-
prandial, que é um importante contribuinte para o desenvolvimento de doencas
cronicas(®®).

Pesquisa que comparou o perfil lipidico de homens e mulheres que
consumiam suco de laranja por pelo menos 12 meses a individuos né&o
consumidores, encontrou concentragdes de colesterol total, LDL-c, ApoB e a
razdo LDL/HDL significativamente menores nos consumidores de suco de
laranja do que nos individuos ndo consumidores. Concluindo, que o consumo
de suco de laranja ao longo tempo esta associado a baixos fatores de risco
para doenca cardiovascular®), Além disso, um estudo com consumo menor (4
semanas) em homens de meia-idade e com excesso de peso, evidenciou a

diminuicdo da presséo arterial diastélica®.
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Outro estudo demonstrou que o consumo oral diario durante trés
semanas de hesperidina melhora a fungéo endotelial, reduz a circulacdo de
biomarcadores da inflamac@o e altera favoravelmente o perfil lipidico em
individuos com sindrome metabdlica, mostrando o efeito anti-inflamatério da
hesperidina isolada®?,

Pacientes com hepatite C sob terapia antiviral que beberam 500 mL de
suco de laranja diariamente por 8 semanas tiveram uma melhora da
capacidade antioxidante, perfil lipidico, marcadores inflamatérios do figado e
nivel de aspartato transaminases, quando comparados aos pacientes nas
mesmas condi¢cdes, mas que ndo consumiam suco de laranja. Os resultados
indicam que o suco de laranja € um alimento adequado para pacientes com
hepatite C cronica, com a vantagem da falta de toxicidade e alta oferta de

antioxidante dietético®b.

Interacdes entre Suco de Laranja e Microbiota Intestinal

Evidéncias de estudos em humanos tem mostrado que alguns
compostos fendlicos podem contribuir para a manutencéo da saude intestinal,
preservando o equilibrio microbiano atraves da estimulacdo do crescimento de
bactérias benéficas e inibicAo de bactérias patogénicas, exercendo efeitos
prebidticos@8:29.92),

Estudo in vitro mostrou o0 potencial envolvimento da microbiota
colénica na biodisponibilidade global dos flavonoides do suco de laranja. Foi
observado aumento na quantidade de catabdlitos através da producédo de
acidos fenilpropiénicos e subsequentes conversdes hepaticas que levam ao

acido hipurico e os analogos hidroxilados®®. Além disso, ja foi demonstrado
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o potencial enzimético de Bifidobacterium longum e Lactobacillus rhamnosus.
Ambas podem estar envolvidas no catabolismo do célon das flavononas
presente no suco de laranja®). Ainda, estudo in vitro, demonstrou em
Simulador do Ecossistema Microbiano Intestinal Humano (SHIME®) que o suco
de laranja teve influéncia positiva na microbiota humana, sugerindo um efeito
prebidtico seletivo deste alimento na mucosa intestinal®%).

Estudo in vivo identificou metabdlitos da naringina na urina e fezes de
ratos e cachorros, além da identificacdo de &acidos graxos de cadeia curta
decorrente da biotransformacdo da naringina®®. Apds suplementacdo de
hesperitina em ratos foi identificado aumento da excrecao de acidos graxos de
cadeia curta, além da diminuicdo da proporcdo de Clostridium XIVa nas
fezes(",

Em humanos, estudo examinou os efeitos de suplementacdo da
Bifidobacterium longum, administrada por via oral e biodisponibilidade de
flavanonas. A suplementacdo do probiético mostrou efeito positivo,
aumentando a biodisponibilidade de flavanonas do suco de laranja®”. Um
ensaio clinico recente, com mulheres que consumiram suco de laranja por dois
meses, apresentou melhorou do colesterol, da glicose e da sensibilidade a
insulina. Além disso, foi observada uma modulacdo positiva na composicao da
microbiota e na atividade metabdlica, com o aumento de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp e producéo de &cido graxos de cadeia curta®®).

Entretanto, as informacdes disponiveis ainda sao limitadas sobre quanto
0s componentes dietéticos do suco de laranja, podem influenciar a microbiota
intestinal. Até 0 momento, poucos estudos se concentraram nas interacdes

entre ingestao do suco de laranja e microbiota.
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Dado estas evidéncias, formulou-se a hipétese de que o consumo de
suco de laranja pode melhorar a colonizagcdo microbiana, modulando-a
beneficamente, além de controlar pardmetros antropométricos e bioquimicos.
Com isso, este estudo teve o objetivo de explorar a associagcdo entre a
ingestdo diaria de suco de laranja e microbiota intestinal. Para isso foi avaliado
a composicdo da microbiota intestinal, recuperacdo urinéria das flavanonas e
parametros nutricionais e bioquimicos, apos 60 dias de consumo de suco de

laranja em mulheres.
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Considerag0Oes Finais

O consumo de 60 dias seguidos de suco de suco de laranja apresentou
efeito prebiotico, modulando positivamente a microbiota intestinal. Além de
promover uma acdo benéfica no controle do perfil glicémico e lipidico de

mulheres.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu RG ,
Estado Civil , ldade anos,
Residente na , n°
______,Bairro , Cidade , Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho “Influéncia do efeito prebidtico do suco de laranja na
biodisponibilidade das flavanonas apds ingestéo crénica de suco de laranja”
tem por finalidade investigar a biodisponibilidade das flavanonas
(compostos bioativos) e seus metabdlitos nas fezes, sangue e urina, apos a
ingestao cronica do suco de laranja;

2. Ao participar desse trabalho ajudarei na identificagdo de um alimento
altamente acessivel com efeito prebidtico;

3. Doarei para a realizacdo dessa pesquisa, 0s seguintes materiais biolégicos:
sangue, urina e fezes. Ser& coletado 30 mL de sangue depois de jejum de
12 horas e depois de 2, 4, 8, 24 horas. Isso se repetira 5 vezes durante o
projeto, com intervalo de 30 dias. A coleta de todas as amostras sera
realizada no Laboratério de Andlises Clinicas Sdo Lucas de Araraquara. A
urina de 24 horas sera coletada, na véspera do inicio do experimento e a
cada 30 dias até a data final. Sera fornecido aos voluntarios recipientes
apropriados para coleta. As fezes totais das ultimas 24 horas seréo
coletadas na véspera do inicio do experimento e a cada 30 dias até a data
final. Sera fornecido aos voluntarios recepiente apropriado para coleta.
Todos os materiais serdo utilizados exclusivamente para essa pesquisa,
nao podendo ser reutilizado em pesquisa posterior;

4. A minha participagdo como voluntario tera a duragao de 120 dias (4 meses);

5. Ao patrticipar dessa pesquisa poderei ter o incomddo das coletas de sangue.
As coletas de urina e fezes ndo sao invasivas e podem causar algum
desconforto;

6. Todas as vezes que houver necessidade de retorno, voltarei ao Laboratorio
de Analises Clinicas S&o Lucas de Araraquara para coletas de sangue e no
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10.

11.

12.

13.

Laboratério de Nutricdo (FCFAR — UNESP- Araraquara) para entrega da
urina e fezes e retirada do suco;

N&o terei nenhuma despesa com 0s exames ou para receber o suco ao
participar desse estudo. Receberei lanches e almogo no dia da coleta de
sangue e serei ressarcida com o valor do transporte até o laboratério;

Meu nome sera mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade
e se desejar, serei informado sobre os resultados dessa pesquisa (pela
instituicdo ou profissional competente);

Estou ciente de que o material a ser doado sera utilizado exclusivamente
nesta pesquisa, ndo podendo ser armazenado para uso posterior sem o
meu consentimento;

Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a
gualquer momento da realizacdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou
penalizacao (isto é, sem interrup¢do do meu tratamento, quando for o caso);
Qualquer davida ou solicitacdo de esclarecimentos, poderei entrar em
contato com a equipe cientifica do projeto: pesquisadora Melaine Priscila
Fidélix pelo telefone (0XX16) 3301-6766/99660-9322 no Laboratério de
Nutricdo da FCFar — UNESP Araraquara;

Para notificacdo de qualquer situacao, relacionada com a ética, que ndo
puder ser resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara da UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-6897,

Este documento serd assinado em duas vias, na qual serei portador de
uma via e a outra ficard com o pesquisador.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como

voluntaria(o), do estudo “Influéncia do efeito prebidtico do suco de laranja na

biodisponibilidade das flavanonas apds ingestao cronica de suco de laranja”.

Araraquara,

Assinatura do Voluntario Assinatura do Pesquisador
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APENDICE B - Questionario de selecdo

Data: / /

Nome:
Telefone: celular: Sexo: M() F()
Profisséo: DN / / Idade: -
e-mail:

I-Antropometria

Peso : Altura IMC

Obs

I1- Historia Clinica

1 —Vocé tem ou teve alguma destas doengas citadas abaixo:
() Ataque cardiaco
() Derrame
() Diabetes
() Hipertensédo
() Céancer
() Outras:

2- Alguém da sua familia (pai, mae, irmédos, avos) ja teve algumas destas doencas abaixo:
() Ataque cardiaco () Hipertensédo
() Derrame () Céncer
() Diabetes
() Outras:

3 — Voce esta atualmente gravida ou amamentando?
() Néo
() Sim (gravida) () Sim (amamentando)

4 - Vocé faz uso de algum remédio?
() Nao
() Sim. Qual (s):

5 - Vocé fez uso de algum antibiético nos Gltimos 6 meses?
() Nao
() Sim. Qual (s):

6 — Vocé fuma ?
() Néo
() Sim. Qual (s):

Quantos cigarros (ou outro tipo de fumo) por dia?

7 —Vocé consome alcool?
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() Néo
() Sim. Qual (s):

Quantidade por semana:

8 - Como ¢ o seu funcionamento intestinal?
( )regular ( )irregular
Quantidade por dia/semana:

Il — Informagdes Dietéticas

8 — Quantos copos de agua vocé bebe diariamente?

9 — Vocé esta atualmente seguindo alguma dieta?
() Néo
() 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. Qual (s):

11 — Vocé utiliza ou utilizou probi6tico ou prebi6tico nos altimos 3 meses?
() Néo
() Sim. Qual (s):

12- QOutras observacGes importantes sobre sua alimentacéo.
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APENDICE C - Modelo do registro alimentar

Dia [1] [2] [3] — Registro Alimentar 24h

Data:  / /

Nome:

Dia semana:

HORARIO/LOCAL

REFEICOES

ALIMENTOS/QUANTIDADES
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INSTRUCOES PARA REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS

As instrucBes abaixo irdo auxiliar no procedimento do seu registro alimentar.
Siga-as corretamente e releia-as sempre que tiver alguma davida.

1.

Anote tudo o que vocé comer em trés dias ndo consecutivos sendo
dois dias da semana (exemplo: terca e quinta-feira) e um dia do
final de semana (sabado ou domingo);

Quando vocé relatar um alimento ou bebida, seja 0 mais claro e
preciso possivel. Anote tudo no momento em que estiver comendo.
Evite reconstruir as refeicdes de memorias, ndo deixe para anotar
depois que tiver acabado de comer. Cologque a marca do produto se
for o caso;

Registre todos os alimentos que ingerir durante o dia inteiro, até
mesmo uma bala, chicletes, etc. exceto agua;

Forneca 0 méaximo de informacBes como, por exemplo, se na
preparacdo foi utilizado molho (creme de leite, molho de tomate,
molho branco, etc), se a carne € a milanesa, assada ou frita. Indique
se 0s legumes e verduras sdo cozidos ou crus, servidos com
margarina, manteiga, azeite, etc;

Informe com precisdo, sempre que possivel, o volume dos liquidos
e peso de alimentos. Informe a colher utilizada nas medidas: café,
chd, sobremesa, sopa, de servir, escumadeira e concha e se estas
eram cheias ou rasas. Tente descrever bem as porcoes:

a. -1 coxa média de frango, fruta com pele.
b. -4 colheres de sopa de cenoura crua ralada.

Coloque o tamanho dos alimentos caso néo saiba o peso (pequeno,
médio, grande). Por exemplo: uma macd pequena, uma pera
grande, umafatia média de abacaxi.

Informe o tipo de pdo que vocé costuma comer (forma, francés,
branco, integral, de leite etc). Anote tudo o que foi utilizado no péao
(manteiga, margarina, geléia, requeijdo, queijo, etc.).

Anote todos os ingredientes utilizados para adogar alguma refeicéo
como, por exemplo, aclcar ou adogante no café.

Informe o tipo de leite que vocé costuma comer (integral,
desnatado, semidesnatado, de soja, etc.).
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APENDICE D - Questionario de frequéncia alimentar

Produtos

Quantas
vezes vocé
come
(de 0 a 10)

Unidade
(Dia, Semana,
Més)

Porcao Média (M)

Sua porcéo
PMG GG

Leites e derivados

Leite desnatado

% copo de requeijao — 125 ml

Leite semidesnatado

% copo de requeijao — 125 ml

Leite integral

% copo de requeijao — 125 ml

logurte Natural

1 unidade pequena — 140 g

logurte com Frutas

1 unidade pequena — 140 g

Queijo branco (minas/ frescall/ricota)

1 fatia média - 30 g

Queijo amarelo (prato/mussarela/provolone/parmeséo)

1,5 fatias grossas — 30 g

Carnes e peixes

Carne de boi (bife,cozida,assada), mitdos,visceras.

1 bife médio ou 2 pedacos (100 g)

Carne de porco (lombo,bisteca)

fatia média (100g)

Carne seca, carne de sol, bacon

2 pedacgos pequenos (40 g)

Linguica

1 gomo médio (60g

Frango (cozido, frito, grelhado, assado)

1 pedacgo ou 1 filé pequeno (60g)

Peixe (cozido,frito,assado), frutos do mar

1 filé peq ou 1 posta peq (100 g)

Embutidos (salsicha, salame, presunto, mortadela)

2 fatias médias (30g)

Hamburguer,nuggets, almondega

1 unidade média (60g)

Molhos e temperos

Azeite, 6leo ou vinagre para tempero de salada

1 fio (5 ml)

Maionese,molho para salada, paté e chantilly

1 colher de ch& (0,35 @)

Sal para tempero de salada e condimentos

1 pitada (0,35 g)

Leguminosas e ovos

Ovo (cozido,frito)

1 unidade (509)

Feijao (carioca,roxo,preto,verde)

1 concha média (869)

Lentilha,ervilha seca, gréo de bico, soja

1 colher de servir (35Q)

Feijoada, feijao tropeiro

1 concha média (210q)
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Frutas/Verduras/Legumes

Alface 3 folhas médias (309)
Tomate 3 fatias médias (40g)
Cenoura 1 colher de sopa (25)

Outros legumes (abobrinha,berinjela,chuchu,pepino)

1 colher de sopa cheias (30g)

Outras verduras cruas (acelga,rdcula,agriao)

1 prato de sobremesa (389)

Outras verduras cozidas (acelga,espinafre,escarola,
couve)

1 colher de servir (309)

Brécolis

1 ramo ou 2 colheres de sopa (309)

Couve-flor,repolho

1 ramo ou 2 colheres de sopa (309)

Mexerica, abacaxi

1 unidade média ou 1 fatia grande
(180g9)

Laranja 1 unidade media (180g)

Lim&o (para tempero) % unidade (3 mL)

Banana 1 unidade média (86q)

Macga, pera 1 unidade média (110g)

Meldo, melancia 1 fatia média (1509)

Mamao 1 fatia média ou ¥2 unidade média
(1609)

Goiaba 1 unidade grande (2259)

Abacate 2 colheres de sopa cheias (50 g)

Arroz e Tubérculos

Arroz branco ou integral cozido com 6leo temperos

2 escumadeiras médias (120 g)

Batata frita ou mandioca frita

2 colheres de servir cheias (100g)

Batata,mandioca,inhame (cozida ou assada), puré

1 escumadeira cheia (909)

Salada de maionese com legumes

3 colheres de sopa (909g)

Farinha de mandioca, farofa,cuscuz,aveia,tapioca

3 colheres de sopa (409)

Paes e biscoitos

Pé&o francés,pao de forma,integral,pdo doce,torrada

1 unidade ou 2 fatias (50g)

Biscoito sem recheio (doce, salgado)

4 unidades (249)

Biscoito recheado, wafer, amanteigado

3 unidades (419)
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Bolo (simples, recheado)

1 fatia média (60qg)

Manteiga ou margarina passada no pao comum

3 pontas de faca (159)

Manteiga ou margarina passada no péo light

3 pontas de faca (15g

Sanduiche (cachorro quente, hamburguer)

2 unidades simples (220q)

Sopas e Massas

Sopas (de legumes,canja,creme,etc)

1 concha média (150q)

Salgados fritos (pastel,coxinha,rissoles,bolinho)

1 unidade grande (80g)

Salgados assados(esfiha,bauruzinho,torta)

2 unidades ou 2
Pedacos médias (1409)

Macarrdo com molho, sem carne

1 prato raso (200g

Macarrdo com molho com carne, lasanha,nhoque

1 escumadeira ou 1 pedago
pequeno (1109)

Pizza, panqueca

2 fatias peq ou 2 unidades (180g)

Polenta cozida ou frita

2 colheres de sopa ou 2 fatias
pequenas (709)

Sobremesas e Doces

Acucar, mel, geleia

1/2 colher de sopa (69)

Chocolates,bombom, brigadeiro

1 barra pequena (259)

Achocolatado em p6 (adicionado ao leite)

2 colheres de sopa (259)

Sobremesas, doces, tortas e pudins

1 pedacgo ou 1 fatia média (60g)

Bebidas

Café ou cha com acucar

2 xicaras de café (50 ml)

Café ou cha sem acucar

2 xicaras de café (50 ml)

Suco natural com agucar

1/2 copo americano (80ml)

Suco natural sem agucar

1/2 copo americano (80ml)

Suco de laranja puro sem agucar

1/2 copo americano (80ml)

Suco artificial

1 copo de requeijao (240 ml)

Refrigerante comum

1 copo de requeijao (240ml)

Refrigerante diet/light

1 copo de requeijao (240ml)

Cerveja

2 latas (700ml)

Vinho

1 taca (150 mL)
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ANEXO A — Parecer de aprovacio do Comité de Etica

.Y
% UNESP - FACULDADES DE _——
UNeSP ™ ciencias FarvacEUTICAS GBradl
DO CAMPUS DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DO EFEITO PREBIC')TICO' DO SUCO DE _LARANJA NA
BIODISPONIBILIDADE DAS FLAVANONAS APOS INGESTAO CRONICA DE SUCO
DE LARANJA

Pesquisador: Melaine Priscila Fidélix

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 53228116.9.0000.5426

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.644.906

Apresentacao do Projeto:
O projeto esta bem redigido e as revisdes solicitadas ja foram executadas.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo esta claramente apresentado e ndo ha observacdes a serem adicionadas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Foram realizadas de acordo com a legislac&o vigente e as solicitages do Comité de Etica em Pesquisa.

Comentarios e Consideragcoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é interessante e pode trazer beneficios para a comunidade caso os resultados estejam de
acordo com o esperado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os termos obrigatérios foram apresentados e estdo em conformidade com o que pede este Comité.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovo, "ad referendum” do Comité de Etica em Pesquisa, o projeto de pesquisa ora apresentado.

Enderego: Rodovia Araraquara Jaa, km 1

Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: SP Municipie: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6897 E-mail: sta@fcfar.unesp.br
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ANEXQO B — Parecer ClinicalTrials

ClinicalTrials.gov PRS

Protocol Registration and Results System

ClinicalTrials.gov PRS DRAFT Receipt (Working Version)
Last Update: 01/24/2017 10:06

ClinicalTrials.gov ID: NCT03032861

Study Identification

Unique Protocol ID:

Brief Title:
Official Title:

Secondary IDs:

Study Status

Record Verification:
Overall Status:
Study Start:

Primary Completion:

Study Completion:

Sponsor/Collaborators

Sponsor:

Responsible Party:

Collaborators:

Oversight
U.S. FDA-regulated Drug:
U.S. FDA-regulated Device:
IND/IDE Protocol:

Human Subjects Review:

Data Monitoring:

SaoPSU2

The Prebiotic Effect of Daily Intake of Orange Juice Affects the Bioavailability of
Flavanones?

Influence of the Prebiotic Effect of Orange Juice on the Bioavailability of Flavanones
After Chronic Intake of Orange Juice.

January 2017

Active, not recruiting
September 2016 []

October 2016 [Actual]
February 2017 [Anticipated)]

Sao Paulo State University

Principal Investigator

Investigator: Thais Cesar [thaiscesar]
Official Title: PhD
Affiliation: Sao Paulo State University

No

Board Status: Approved
Approval Number: 1.644.906
Board Name: Ethics Research Committee of Pharmacy School, UNESP
Board Affiliation: Sao Paulo State University
Phone: 55 16 33014657
Email: sta@fcfar.unesp.br

Yes
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