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RESUMO

O suco de laranja ¢ um alimento rico em substincias antioxidantes, como os flavonoides
citricos, vitamina C e carotenoides, que podem reduzir o estresse oxidativo que estd
relacionado a génese das doencas cardiovasculares, diabetes e cancer. No entanto, o
processamento da laranja para obten¢do do suco interfere no tipo e quantidade dos compostos
antioxidantes, podendo comprometer as acdes esperadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade antioxidante do suco de laranja, comparando os resultados apos a ingestao aguda
do suco de laranja fresco e do suco de laranja pasteurizado comercialmente em individuos
adultos saudaveis. Cada voluntario foi submetido a dois tratamentos: ingestdo aguda de suco
de laranja fresco e, apds intervalo de 30 dias, ingestdo aguda de suco de laranja pasteurizado.
Nos dois tratamentos foram colhidas amostras de sangue dos individuos antes e apos a
ingestao do suco de laranja. O efeito antioxidante total foi mensurado pelo ensaio do radical
ABTS" (2,2’azinobis (3-etilbenzenotiazolina 6-sulfonico) e pelo ensaio de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitirico) nas amostras de sangue. Observou-se um
aumento de 2,2% na capacidade antioxidante do sangue a partir de 4 horas apds a ingestao do
suco de laranja fresco e que se manteve estavel até 24 horas do consumo (p<0.05). Ja com a
ingestdo do suco de laranja pasteurizado, a capacidade antioxidante se manteve estavel e
equivalente ao suco de laranja fresco nas primeiras 4 horas, mas aumentou 1,4% apds 8 horas,
permanecendo neste nivel até as 24 horas seguintes (p<0.05). Apos a ingestao do suco fresco,
os niveis de peroxidagdo lipidica, diminuiram 27% nas primeiras 4 horas. Porém, a partir das
8 h retornaram ao valor inicial. Os resultados apds o consumo do suco pasteurizado
mostraram uma redu¢do da peroxidagao lipidica em 18% a partir das 4 horas e 8 h (p<0.05), e
esta reducao se acentuou (27%) as 24 h (p<0,05). Infere-se, portanto, que num Uinico consumo
dos sucos de laranja testados: fresco e pasteurizado, houve aumento significativo da
capacidade antioxidante e reduc¢do da peroxidacdo lipidica, sugerindo ndo haver diferencas
nas propriedades antioxidantes, in vivo, dos dois sucos avaliados.

Palavras-chaves: suco de laranja fresco, pasteurizado, capacidade antioxidante, peroxidagao

lipidica, soro humano
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1. INTRODUCAO

A busca por fontes naturais que retardam ou até mesmo inibam efeitos deletérios ao
organismo, causados pelo desequilibrio entre a producdo e a neutralizacdo dos radicais livres
esta a cada dia mais promissora. As frutas, dentre elas as citricas, tém sido identificadas como
fontes ricas em varios compostos dotados de alta capacidade neutralizadora destes radicais,
apresentando propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e anti-aterogénicas, associadas
com a diminui¢do de fatores de risco de doengas cronicas degenerativas, como as doengas
cardiovasculares e o cancer (LIU, 2013; FOROUDI et al, 2014).

O estresse oxidativo tém sua origem no excesso de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) circulantes no organismo, causando danos
oxidativos em estruturas celulares como membranas lipoproteicas e material genético (GIL-
IZQUIERDO, 2013; GUIMARAES et al, 2010). Estes radicais sdo formados naturalmente
durante as reagdes metabolicas, e sdo produzidos excessivamente em patologias cronicas,
como doencas cardiovasculares, diabetes e hepatite C (PARISOTTO, 2014). Felizmente o
organismo possui mecanismos intrinsecos de neutralizacdo destes radicais livres, como
enzimas com atividade antioxidante. Porém, nem sempre estes mecanismos de defesa sdo
suficientes, como nos casos exemplificados acima. Assim, a ingestdo de frutas e hortaligas
que contém compostos antioxidantes, como polifenois e o 4cido ascoérbico, ¢ uma das
premissas atuais da medicina preventiva, pois estes podem auxiliar o sistema de defesa
antioxidante, reduzindo a ocorréncia de doencas cardiovasculares, de cancer e doencas
relacionadas a idade (CELIK, 2013; GIL-IZQUIERDO, 2013).

Uma das fontes antioxidantes naturais mais estudada, a laranja, tanto na forma de suco
quanto sua polpa, leva ao aumento da capacidade antioxidante plasmatica, aumento das
enzimas hepaticas antioxidantes e a redu¢do da peroxidagdo lipidica em modelos animais e
humanos (FOROUDI et al, 2014). Dessa forma, a pesquisa por compostos do suco de laranja
atuantes na reducdo de fatores de risco de doengas cronico-degenerativas levou ao
conhecimento de que, ndo s6 a vitamina C e carotenoides presentes possuem atividade
antioxidante, como também uma classe especial de flavonoides conhecidos como flavanonas
(GUIMARAES et al, 2010). O interesse nas flavanonas citricas se da pelos seus altos teores
presentes na laranja e por esta fruta e seu suco ser de grande consumo na populagdo mundial

(BRETT et al, 2009; POLLARD, WHITEMAN, SPENCER, 2006; USDA, 2010).



Os flavonoides sdo metabolitos secundarios presentes naturalmente nas plantas, dos
quais se destacam as flavanonas, encontradas quase que exclusivamente em frutas citricas e
em algumas ervas aromaticas, podendo-se citar a hesperidina, naringina e eridictiol
(MANACH, 2003). As formas glicosiladas, hesperidina e naringina sao rutinosideos, os quais
sao compostos pelas agliconas hesperitina e naringenina, respectivamente, ligadas a um

acucar (glicose ou ramnose), no carbono 7 de suas moléculas (CHANET, 2012).
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Figura 1. Flavanonas citricas. (CHANET, 2012; WIKIPEDIA COMMONS, 2009).



Os resultados encontrados com a ingestdo regular destes flavonoides sdo promissores,
ndo s6 por exercerem efeito antioxidante, como também anti-inflamatorio, redutor dos niveis
sanguineos dos lipidios e, inclusive, com atividade anticancerigena (KANAZE, 2007; YANG
et al, 1997; BRETT et al, 2009; POLLARD, WHITEMAN, SPENCER, 2006). A hesperidina,
principal flavanona do suco de laranja, também esta relacionada a protecdo vascular e a
reducdo da pressdo arterial, o que também reduz o risco de surgimento de doenga
cardiovascular em geral (MORAND, 2011).

No entanto, o processamento industrial do suco de laranja pode interferir na
biodisponibilidade desses compostos, notadamente a vitamina C e os flavonoides em geral.
Sabe-se, também, que hd a predominancia das flavanonas em algumas partes da fruta em
detrimento de outras. As partes solidas da laranja, particularmente o albedo e as membranas
que separam seus segmentos, possuem mais flavanonas do que a polpa. Isso indica que o suco
de laranja pasteurizado, no qual toda a fruta foi processada industrialmente, contém maior
quantidade de flavanonas comparando-se com o suco fresco, no qual se extrai apenas a polpa
e o resto ¢ descartado (CHANET, 2012).

Adicionalmente, tem-se descrito que o suco de laranja fresco apresenta um teor 30%
maior de vitamina C e 2,5 vezes mais polimetoxiflavonas do que o suco pasteurizado. Por
outro lado, o suco pasteurizado apresenta 3,3 vezes mais flavanonas em comparagao ao suco
de laranja fresco (BALDWIN et al, 2012; MANACH et al, 2003, GIL-IZQUIERDO, 2002).
Sendo assim, ¢ provavel que as diferengas na composicao dos dois tipos de suco de laranja
levem a propriedades antioxidantes distintas.

Portanto, para avaliar o efeito dos compostos bioativos presentes em dois tipos de suco
de laranja, fresco e pasteurizado sobre a capacidade antioxidante e a peroxidagdo lipidica,
algumas metodologias laboratoriais foram necessarias. Utilizou-se os ensaios de captura do
radical ABTS-" e das substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), dentre elas o
malondialdeido, para avaliagdo do efeito antioxidante em amostras de soro sanguineo de um
grupo relativamente homogéneo de individuos adultos e saudaveis. Por conseguinte, foi
esperada neste estudo a acdo antioxidante nos niveis sanguineos, apos a ingestdo do suco de

laranja, mesmo em situagdo de consumo agudo.
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2. OBJETIVOS

e Avaliar o efeito da ingestdo aguda do suco de laranja sobre a capacidade antioxidante

e a peroxidagdo lipidica no sangue, num grupo de 24 individuos saudaveis

e Comparar os resultados obtidos do efeito antioxidante apds a ingestdo do suco de

laranja fresco versus o suco de laranja pasteurizado

e Correlacionar os valores de atividade antioxidante com os dados antropométricos e

bioquimicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Individuos

Participaram do estudo 24 individuos com idades entre 20 e 45 anos, saudaveis, nao
fumantes e ndo vegetarianos, sem historico de doencgas cronicas ou alteragdes hematologicas,
e que ndo seguiam dieta para perda de peso corporal ou faziam uso de hormoénios ou
suplementos nutricionais. Os participantes foram informados detalhadamente sobre o
protocolo experimental (objetivos, metodologia, beneficios e riscos) e assinaram
voluntariamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) previamente

aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade

Estadual Paulista (UNESP), CAAE n° 00558712.5.0000.5426 (Anexo A).

3.2. Suco de Laranja Fresco e Pasteurizado

Obteve-se o suco de laranja fresco a partir de laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck,
variedade Pera Rio) e o suco de laranja pasteurizado foi produzido a partir do mesmo lote das
frutas frescas. As frutas e o suco pasteurizado foram fornecidos pelo Grupo Fisher (Matao,
Brasil). O suco fresco foi obtido com o auxilio de um extrator de suco (Juice Matic MJ-20,
Mulligan Associates, EUA) duas horas antes do inicio do experimento com os voluntarios. O
suco comercialmente pasteurizado, preparado industrialmente, foi armazenado em garrafas de

1L & -20°C e descongelado sob refrigeragao.

3.3. Desenho Experimental

Foi solicitado aos participantes que evitassem a ingestdo de alimentos citricos por 3 dias
antes de cada tratamento. Cada voluntério foi submetido a dois tratamentos, o primeiro com
ingestao de suco de laranja fresco e o segundo, apds intervalo de 30 dias, com suco de laranja
pasteurizado. No dia de cada experimento, apds um jejum de 12 horas, 15 mL de sangue
foram colhidos da veia do brago antecubital de cada voluntario, com uso de agulha calibre 19
conectada a uma seringa de plastico, por funciondrios do laboratério. Apods esta primeira
coleta, pediu-se que o voluntario ingerisse, de uma s6 vez, o suco de laranja. O volume de
suco ingerido foi estimado de acordo com o peso corporal de cada voluntario (11.5 mL de
suco/kg de peso corporal). Em seguida, foi oferecido aos voluntarios um café¢ da manha pobre

em gordura (café, leite desnatado, pao francés com 3 fatias de peito de peru light) recém
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preparado. Coletas de 10 mL de sangue foram retiradas apos passadas 4, 8 e 24 horas a partir
da primeira coleta. Um total aproximado de 45 mL de sangue foi coletado, sendo ao total 4
coletas ao longo do dia durante cada experimento (suco fresco € com o suco comercialmente
pasteurizado).

No dia de cada experimento, um almogo pobre em fitonutrientes (arroz, feijao, frango
grelhado e 4dgua) e um lanche (queijo branco, bolo de fuba, leite e café) foram fornecidos.
Todas as amostras de sangue foram identificadas, centrifugadas para obteng¢do do soro no

Laboratorio de Analises Clinicas Sao Lucas e armazenadas a -20° C.

3.4. Avaliagdo do Estado Nutricional

As avaliagdes antropométrica ¢ hemodinamica foram realizadas pela nutricionista e
doutoranda Jacqueline Queiroz da Silveira através da pesquisa intitulada “Biodisponibilidade
de flavanonas e atividade antioxidante do suco de laranja fresco versus suco de laranja
pasteurizado em humanos saudéaveis” e gentilmente cedidas por ela para a realizagdo dos

testes de correlagdo entre TBARS e ABTS com estas variaveis.

3.4.1. Avaliacdo Bioguimica

As variaveis bioquimicas avaliadas no soro sanguineo foram triglicérides, colesterol
total, HDL-C, glicose e insulina. As analises dos lipides foram realizadas por método
espectrofotométrico enzimatico e o HDL-C foi determinado por inibi¢do seletiva, sistema
para determinagdo homogénea direta do colesterol HDL. O valor do LDL-C foi obtido pela
formula de Friedewaldet al (1972). A glicose foi determinada por método
espectrofotométrico enzimatico utilizando kit comercial Glicose PapLiquiform® (Labtest). A
insulina foi determinada por imuno-ensaio de electroquimio-luminescéncia (“ECLIA”
Modulo Elecys - Roche) com kit comercial Insulin® (Roche). Estas variaveis foram realizadas

no Laboratorio de Analises Clinicas acima citado.

3.5. Determinacéo da Atividade Antioxidante

3.5.1 Ensaio de ABTS [2,2 azinobis (3-etilbenzenotiazolina 6-sulfénico)]
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Este ensaio se baseia na formagdo de um radical monocation ABTS " pela oxidacdo da
molécula ABTS em presenca de persulfato de potassio e consequente redugdo em presenca de
compostos antioxidantes. A atividade antioxidante se resume na doagao de hidrogénio ao
radical formado, sendo esta uma reagao colorimétrica, pois ocorre perda de cor proporcional a
concentracdo de espécies antioxidantes, o que ¢ detectado espectrofotometricamente em

comprimento de onda 734 nm (RE, 1999; JANASZEWSKA, 2002).

Foram utilizados os seguintes reagentes:
e ABTS (2,2 azinobis (3-etilbenzenotiazolina 6-sulfonico) 7 mM
e Tampao Fosfato de Sodio 10 mM com pH 7.4
e Trolox 2 mM
e Persulfato de Potassio 2.45 mM

Para obter o tampao fosfato de s6dio 10 mM a pH 7.4, preparou-se duas solugdes:

Solucdo A: solugdo de 20 mM de fosfato de sddio monobasico (NaHPO4 PM=119,98). Em
balanga analitica pesou-se 0,1200 g de NaHPOy,, e diluiu-se em 50 mL de 4gua destilada,
equivalente a 0,0600 g em 25 mL de agua.
Solu¢do B: solucao de 20 mM de fosfato de sédio dibasico (Na,HPO4, PM=141,96). A massa
de sal pesada foi de 0,7098 g para 250 mL de dgua, o que equivale a 0,2839 g em 100 mL.
Para obter uma solu¢do final com pH de 7,4, adicionou-se 19 mL da solugdo A a 81 mL da
solucao B (USP, 2012), completando-se o volume para 200 mL de agua destilada em balao
volumétrico de 200 mL.

O Trolox foi o padrdo escolhido, sendo um analogo a vitamina E, solivel em agua em
pH 7.4 e que apresenta atividade antioxidante. A massa pesada de Trolox 2 mM foi de 0,0025
g para solucao de 5 mL de tampao fosfato de sdédio ou 0,0050 g em 10 mL.

Para obter uma solugdao de ABTS 7 mM pesou-se 0,0190 g deste e 0,0033 g de solugao
de persulfato de potassio 2,45 mM. Apds a pesagem de cada reagente (ABTS, persulfato de
potassio e Trolox) em béqueres individuais foi adicionado tampao fosfato de sédio 20 mM e,
apoés 1sso, estes sdao levados ao banho de ultra-som para sua completa dissolugdo
individualmente. Posteriormente, mistura-se o ABTS e o persulfato de potassio em baldo de 5

mL e completa-se o volume com o tampao fosfato de sodio 20 mM.
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A solucdo de ABTS e persulfato de potassio foi mantida em repouso por
aproximadamente 16 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, tempo necessario para
a formagcdo dos radicais reativos do ABTS". A diluicio do ABTS foi realizada sempre alguns
instantes antes do uso, até uma absorbancia de 0,7 em 734 nanoémetros.

Apos os testes com as seguintes diluigdoes 1:88, 1:80, 1:75, 1:70, estabeleceu-se a

proporcao 1:70 para se atingir a absorbancia desejada (JANASZEWSKA, 2002).

Etapas do Ensaio:

Foram pipetados 5 uL do padrao Trolox ou da amostra de soro em placa de 96 pogos,
adicionando-se 300 pL da solu¢do de ABTS em cada po¢o com amostra ou controle,
homogeneizando-se, com movimentos circulares e cuidadosos, a placa. Deixou-se reagir por 6
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e fez-se a leitura da placa na leitora de

placas a 734 nm.

Tabela 1. Preparagdo das solugdes-padrao de Trolox

Padrdo Trolox 2mM Tampdao Fosfato Trolox

(uL) (uL) (mM)
A 0 1000 0
B 250 750 0,50
C 350 650 0,70
D 500 500 1,00
E 625 375 1,25
F 750 250 1,50
G 875 125 1,75
H 1000 0 2,00




Tabela 2. Absorbancias obtidas em 734 nm para as solugdes-padrdo de Trolox (mM)

Trolox(mM) Absorbancia Absorbancia Corrigida

0,00 0,6207 0,1090
0,50 0,4427 0,2870
0,70 0,3503 0,3794
1,00 0,2517 0,4780
1,25 0,1040 0,6257
1,50 0,0720 0,6577
1,75 0,0453 0,6844
2,00 0,0450 0,6847

0,7 _ /
0,6
0,5
041
0,3 —.

0,2 1

Absorbéancia (734 nm)

0,1 1

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2 1.4 1,6

Concentragéo eq Trolox (mM)

Figura 2. Curva de Calibragao e Equacdo da Reta
y=0,10662 + 0,38325x. (Onde y = absorbancia e x = concentragao)

Sendo r=0,9943
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4.2 Ensaio de TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbitarico)

Radicais livres advindos normalmente do metabolismo celular precisam ser
continuamente neutralizados por receptores endogenos com propriedades antioxidantes. No
entanto, muitas vezes a eliminag¢do destes agentes pro-oxidantes ndo ¢ satisfatoria e muitos
acabam se intercalando com as membranas lipidicas biologicas, levando a peroxidacdo das
mesmas, sendo precursores de diversas desordens patoldgicas, como aterosclerose, danos
hepaticos e outros.

Dessa forma, o ensaio utilizado para quantificagdo da peroxidacao lipidica nas amostras
de soro dos voluntarios pode ser resumidamente descrita como sendo a reagdo entre os
produtos secundarios da peroxidagdo e o reagente adicionado TBA (4cido tiobarbiturico). Um
destes produtos secunddrios ¢ o malondialdeido (MDA), o qual ¢ o aldeido mais significativo
e mais quantificado. Os resultados a serem comparados sdo indicados em equivalentes de
MDA. Com o uso de condi¢des adequadas a reacdo, como pH e temperatura, observa-se a
formagao de cor rosea. A reacdo ¢ colorimétrica sendo medida em leitora de placas, em
comprimento de onda de 532 nm (regido do visivel). Sendo assim, com a administracdo de
compostos reconhecidamente antioxidantes presentes no suco de laranja (flavanonas e
vitamina C), pressupde-se que os niveis de peroxidagdo lipidica sejam reduzidos, apds a

ingestao do suco (ESTEPA, 2001; OHKAWA, 1979).

Reagentes utilizados para o TBARS
e Acido acético glacial 20%
e Hidréxido de sodio 2%
e Acido tiobarbittrico (TBA) 0,26%
e Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,45%
e Malondialdeido (MDA) 500 uM

Foram pesados 0,1125 g de SDS para 25 mL de dgua. O malondialdeido (MDA) 500
uM foi obtido pela hidrélise de 6 uL de 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP) em 50 mL de agua
por 24 horas a temperatura ambiente. A partir desta solu¢do foi preparada uma solugdo de

MDA 125 uM (2,5 mL de MDA 500 uM para 10 mL de 4agua). Para o reagente de coloragdo:
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pipetou-se 10 mL de acido acético glacial para 50 ml de dgua (completa-se o volume em
baldo de 50 mL). Em seguida, 1 g de hidroxido de sédio foi pesado para 50 mL de agua.
Pesou-se 0,520 g de TBA para uma solucao de 100 mL de agua. Este foi dissolvido em &cido
acético 20%, adicionando-se a solu¢do de hidréxido de sodio (pH 3.5). Por fim, acertou-se o

volume com agua para 100 mL. Observacao: esta solucao ¢ estavel por 24 horas.

Tabela 3. Preparo das solugdes-padrdo de MDA a partir da solugdo 125uM para a curva de

calibracao

Padrées MDA (uL) Agua(pL) MDA (uM)

A 0 1000 0

B 10 990 1,25
C 15 985 1,875
D 20 980 2,5

E 25 975 3,125
F 30 970 3,75
G 50 950 6,25
H 100 900 12,5

Etapas do Ensaio:

Foram adicionados 200 uL. de padrao ou amostra nos tubos, juntamente com 200 uL de SDS,
levando-se ao misturador de solugdes (vortex). Adicionou-se 500 pl. de reagente de
coloragdo, misturando-os no vortex novamente. Fecham-se os tubos (2,5mL) contendo as
amostras e padrdes, aquecendo-os a 100° C por 1 hora. Apds este tempo, removeu-se os tubos
do aquecimento e colocou-os em banho de gelo por 15 minutos para parar a reagdo.
Centrifugou-se os tubos por 10 minutos a 7000 rpm. Foram pipetados 200 pL de cada padrao
e amostra (sobrenadante), transferindo-os para placa de 96 pogos. Por fim, fez-se a leitura da

absorbancia em 532 nm.



Tabela 4. Absorbancias obtidas em 532 nm para as solugdes-padrdo de MDA (uM)

MDA (uM) Meédia da Absorbancia Absorbancia Corrigida

0 0,0422 0
1,25 0,0633 0,021
1,875 0,0803 0,038
2,5 0,0908 0,049
3,125 0,0988 0,057
3,75 0,1138 0,072
6,25 0,1662 0,124
12,5 0,2642 0,222

0,25
0,20
0,15

o

0,05 +

Absorbancia (532 nm)

8 10 12 14
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Figura 3. Curva de Calibragdo ¢ Equagdo da Reta

y =0,00294 + 0,0179x
onde X = concentragdo e y = absorbancia

Sendo r = 0,9979
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Anélise Estatistica

As caracteristicas clinicas foram documentadas por estatistica descritiva. Todos os
resultados foram expressos em tabelas como média £ desvio padrdo. As distribuigdes de
dados foram testadas quanto a normalidade, e, subsequentemente, um t-teste foi aplicado
usando Sigma Stat versdao 3.11 (Systat Software Inc., EUA). Realizou-se teste de variancia
com Anova One-Way entre os tratamentos (sucos) e os tempos analisados (horas), com teste

de Tukey posterior. Foram realizados testes de associagdo entre as varidveis (teste de

correlagdo de Pearson). P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

Na Tabela 5 podem-se observar as variaveis antropométricas ¢ hemodinamicas dos 24
voluntérios, sendo 12 homens (28 = 7 anos) e 12 mulheres (27 £ 5 anos). A partir da avaliagao
profissional da nutricionista responsavel pelo projeto, observou-se que todos eram saudaveis,
apresentando estado nutricional eutrofico (18,5 < IMC < 24,9 kg/m?). A bioimpedancia
elétrica permitiu a avaliacdo da porcentagem de gordura corporal e, somado aos valores
obtidos pelas dobras cutineas, observou-se que os homens possuiam gordura corporal
moderadamente alta e as mulheres uma porcentagem alta. Pela medida da pressdo arterial,
concluiu-se que os voluntarios eram normotensos, apresentando, em média, pressao arterial
sistolica e diastolica dentro dos padrdes de referéncia. A circunferéncia da cintura, uma
indicadora de obesidade visceral e suas complicacdes, apresentou nos dois géneros valores

considerados fora de risco de doengas metabolicas.

Tabela 5. Caracteriza¢ao antropométrica dos voluntarios.

Homens Mulheres Ambos
N 12 12 24
Idade (anos) 27,7+6,7 26,8 +5,0 27,2+5.8
Peso (kg) 74,5+10,1 62,2+10,2 68,3+11,7
Altura (m) 1,7 £ 0,05 1,6 £0,1 1,7+0,1
IMC (kg/m?) 245+27  23,6+33 24,0 + 3,0
Circ. Cintura (cm) 85,5+ 10,2 73,7+7,6 79,6 £ 10,7
Bioimpedancia (%) 23,4+4,8 32,7+3,1 28,1+6,2
Gordura Corporal (%) 21,5+6,3 31,6 +4 26,5+73
Pressdo Arterial Sistélica (mmHQ) 122+ 10 112 +12 117+12
Pressdo Arterial Diastélica (mmHg) 67,1 £8,5 72,3+10,3 69,7 +9.,6

Classifica¢do do IMC (18,5 — 24,99 kg/mz): Eutrofia.
Circunferéncia da Cintura: <102cm para homens e <88cm para mulheres.
% Gordura Corporal (dobras cutdneas): Densidade Corporal (Durnim e Wormsley) e % GC (Siri).

% Gordura Corporal Adequada (bioimpedancia e dobras cutaneas): homens: 20% e mulheres: 25%
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A avaliagdo dos parametros bioquimicos do plasma sanguineo dos voluntarios (perfil
lipidico, glicémico, insulinémico e hemograma completo) realizada em dois momentos do
experimento: 1) antes da ingestao do suco de laranja fresco (Tabelas 6) e, antes do suco de
laranja pasteurizado (Tabela 7), mostraram que todas as variaveis avaliadas estavam dentro
dos padrdes de referéncia, sugerindo um estado nutricional saudavel, com auséncia de anemia
(células vermelhas) ou infec¢do (células brancas). Nao houve alteragdes entre estes

parametros no periodo entre as duas etapas do experimento.

Tabela 6. Variaveis bioquimicas dos voluntarios antes da ingestdo do suco de laranja fresco.

Suco de Laranja Fresco

Homens Mulheres Ambos Valores Referéncia
N 12 12 24
Colesterol Total (mg/d) 186 + 30 167 £ 22 176 + 27 <200 mg/dl
HDL-C (mg/dl) 46+9 63+9 54+13 > 40 mg/dl
LDL-C (mg/dl) 119+ 24 88 +23 104 + 28 <110 mg/dl
Triglicérides (mg/dl) 102 +49 77 +£27 90 +41 <150 mg/dl
Glicemia (mgr/dI) 85+7 81+4 83+ 6 70 a 99 mg/dl
Insulinemia (uu/mi) 8+ 7 11£8 108 <25uU/ml
Células Sanguineas
Glo6bulos Brancos (mm3) 6,6 5,3 7,3+£22 6,9+1,8 4,0all
Eritrécitos (mm3) 5,3+0,3 4,8+0,2 5,0+0,4 4,5a6,1
Hemoglobina (g/dl) 15,6 +£0,8 14,1+0,8 14,8+ 1,1 12,8a17,8
Hematdcrito (%) 474 +27 434+29 45,4 +34 40 a 54
VCM (FL) 90,0 +4,7 91,1 +2,8 90,6 £ 3,9 77 a92
HCM (PG) 29,7+ 1.3 29,6 £ 0,7 29,6 £1,0 27 a32
Plaguetas (mm3) 222 £ 47 259 £ 44 240 £ 49 150 a 400
RDW-CV (%) 133+0,7  13,3+04 13,3+0,5 11,6 a 14,6
Plaquetdcrito 0,20+ 0,05 027+0,04 0,30£0,10 0,15a0,34
Neutrdfilos (%/mm3) 3,3+0,8 4,7+£2,0 40+1,6 2,0a7,5
Linfécitos (%/mm3) 2,5+0,5 2,1+04 23+0,5 1,5a4,0
Mondcitos (%/mm3) 0,6 £0,1 0,4+0,1 2,3+0,5 0,2al,5
Eosinoéfilos (%/mm3) 0,2+0,1 0,09 + 0,05 0.1 £0,1 0,1a04
Basofilos (%6/mm3) 0,04+0,02 0,02+0.01 0,03+0,02 0,0a0,1

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, VCM: Volume Corpuscular
Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Médio, RDW-CV Red Blood Cell Distribution Width

measured by Variation Coeficient.
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Tabela 7. Variaveis bioquimicas dos voluntarios antes da ingestdo do suco de laranja

pasteurizado.
Suco de Laranja Pasteurizado
Homens Mulheres Ambos  Valores Referéncia
N 12 12 24
Colesterol Total (mg/dl) 185 £ 36 166 + 24 175 £31 <200 mg/dl
HDL-C (mg/dl) 43+10 58+ 12 51+13 > 40 mg/dl
LDL-C (mg/di) 118 £29 94 +25 175 + 31 <110 mg/dl
Triglicérides (mg/dl) 114+ 73 66 £27 90 £ 59 <150 mg/dl
Glicemia (mgydl) 81+7 76+5 79+7 70 a 99 mg/dl
Insulinemia (uu/mi) 10£8 8+4 9+6 <25uU/ml
Células Sanguineas
Glébulos Brancos (mm3) 6,4+14 6,7+1,6 6,9+1,8 4all
Eritrécitos (mm3) 52+0,3 4,6 £0,3 5,0+0,4 4,5a6,1
Hemoglobina (g/dl) 15,3+0,7 13,7+0,9 148+1,1 12,8a17,8
Hematdcrito (%) 474+3,5 41,5+3,8 45,4+34 40 a 54
VCM (FL) 90,9 + 8,7 89,3+4,2 90,6 + 3,9 77 a92
HCM (PG) 293+1,3 29,2+ 1,3 29,6 £ 1,0 27a32
Plaguetas (mm3) 221 +£45 267 £49 240 £ 49 150 a 400
RDW-CV (%) 13,7+13 132+0,6 13,3+0,5 11,6 a 14,6
Plaquetdcrito 0,20 £ 0,05 0,30+0,1 0,30+0,1 0,15a0,34
Neutrofilos (%/mm3) 3,2+0,7 40+1,4 40+1,6 2,0a7)5
Linfécitos (%/mm3) 2,4+0,7 2,1+0,4 2,3+0,5 1,5a4,0
Mondcitos (%/mm3) 0,6 0,1 0,1+0,1 0,5+0,1 0,2al,5
Eosinofilos (%/mm3) 0,2=+0,1 0,1 £0,1 0,1+£0,1 0,1a04
Basofilos (9%/mm3) 0,03+£0,02 0,02+0,01 0,03+0,02 0,0a0,1

HDL: High Density Lipoprotein, LDL: Low Density Lipoprotein, VCM: Volume Corpuscular
M¢édio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Médio, RDW-CV Red Blood Cell Distribution
Width measured by Variation Coeficient.

A anélise da atividade antioxidante, com o uso do ensaio do radical ABTS", foi
realizada com as amostras de plasma coletadas no periodo de jejum (Oh), 4h, 8h e 24 horas
apos a ingestdo do suco de laranja fresco na primeira etapa. Quanto a avaliacdo dos niveis de
peroxidagdo lipidica, obtidos com ensaio TBARS, utilizou-se das mesmas amostras.

Os resultados encontrados em equivalentes de Trolox (TEAC) com o ensaio de ABTS

estavam dentro dos parametros aceitaveis para individuos saudaveis, assim como no ensaio do
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TBARS (em equivalentes de MDA). As médias, com seus respectivos desvios-padrao, obtidas
no ensaio de ABTS apds experimento com o suco de laranja fresco (SLF) e com o

pasteurizado (SLP), encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox (TEAC) apos ingestdo de
suco fresco ou pasteurizado por individuos eutroficos.

Suco de Laranja

TEAC (mM)
Fresco Pasteurizado
Oh 1,39+ 0,03 ° 1,40 £0,02°
4h 1,42 + 0,04 ° 1,40 0,03 *
8h 1,41 £0,03° 1,42 +0,02°
24h 1,41 £0,02° 1,41 +£0,03°
Média + DP.

Letras diferentes significam diferengas significantes (p < 0.05).

Diferencas detectadas pelo teste ANOVA de duas entradas para medidas repetidas.

Observou-se que a capacidade antioxidante aumentou 2,2% a partir das 4 horas da
ingestao do suco de laranja fresco e se manteve estavel at¢ 24 horas (p<0.05). J& no consumo
do suco de laranja pasteurizado, a capacidade antioxidante se manteve nas primeiras 4 horas,
mas aumentou 1,4% apo6s 8 horas, permanecendo neste nivel até as 24 horas (p<0,05).

Os niveis de concentracdo de TBARS (as médias e seus respectivos desvios-padrdo), em
equivalentes de MDA (uM), podem ser observados na Tabela 9. Verificou-se que, apds a
ingestao do suco fresco, houve uma rapida diminui¢do de 27% nas primeiras 4 horas. Porém,
a partir das 8 h até as 24 h, retornaram ao valor inicial. Da mesma forma, o suco pasteurizado
reduziu os niveis de TBARS em 18% a partir das 4 horas e 8 h (p<0.05), e esta reducdo se
acentuou (27%) as 24 h (p<0,05).
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Tabela 9. Concentragdo, expressa em uM de MDA, apods ingestdo de suco fresco e
pasteurizado, ao longo do experimento.

Suco de Laranja

MDA (M)
Fresco Pasteurizado
Oh 4,47 +1,04° 581 +1,81°
4h 328+0,64°  474+1,10°
8h 525+1,39° 444+2,17°
24h 4,76 + 1,40 ® 3,32+1,62°
Média + DP.

Letras diferentes significam diferencas significantes (p < 0.05).

Diferencgas detectadas pelo teste ANOVA de duas entradas para medidas repetidas.

Correlacdo do TBARS e ABTS com variaveis antropométricas e bioquimicas

Com relagao ao experimento com a ingestdo aguda do suco de laranja fresco, observou-
se associagdes inversamente relacionadas a capacidade antioxidante, mensurada pelo ensaio
do radical ABTS", e aos fatores de risco para doengas cronicas. Houve correlacdo inversa
entre o aumento dos niveis de capacidade antioxidante sanguinea (ap6s 24 horas de ingestao
do suco) e a diminui¢do da porcentagem de gordura corporal, medida pelo teste de
bioimpedancia elétrica (r= -0,41, p<0,05). Com o fator peso corporal (r= -0,04, p<0,03),
indice de massa corporal (r=-0,43, p<0,04), colesterol total (r= -0,39, p<0,06), insulina (= -
0,47, p<0,02) e triglicérides (r= -0,81, p<0,00), estes foram associados negativamente aos
niveis de capacidade antioxidante no sangue no tempo zero (jejum). J4 com o experimento
com suco de laranja pasteurizado, associa¢des negativas foram encontradas entre porcentagem
de gordura corporal (r=-0,41, p,0,05) e capacidade antioxidante (tempo 24h). Niveis de
triglicérides (r=-0,55 p,0,01) e insulina (r=-0,43, p<0,04) também eram inversamente
proporcionais a capacidade antioxidante sanguinea dos individuos.

Correlagdes entre os resultados do ensaio de TBARS e as varidveis antropométricas e

bioquimicas ndo foram consideradas, por ndo apresentarem significancia estatistica (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, as caracteristicas antropométricas, hemodindmicas e
bioquimicas dos individuos participantes apresentaram-se normais, ou seja, os voluntarios
possuiam parametros clinicos homogéneos. Por meio do indice de massa corporal (IMC) e da
circunferéncia da cintura os individuos foram classificados com estado nutricional dentro da
eutrofia e sem riscos de doencas cardiovasculares, respectivamente. Os niveis de pressio
arterial, sistolica e diastolica, estavam normais e ndo apresentaram diferengas entre os sexos
durante a interven¢do. O perfil glicémico, insulinémico e lipidico de ambos os géneros,
também apresentaram valores dentro dos padrdes de referéncia.

O estudo verificou que a ingestao de ambos os sucos de laranja aumentou a capacidade
antioxidante no soro humano. Porém, tais resultados puderam ser visualizados apenas com
uma ingestdo Unica de suco de laranja, demonstrando a alta capacidade antioxidante da
vitamina C, carotenoides e flavonoides presentes no suco. Assim, os resultados puderam ser
vistos mesmo sem ingestdes em longo prazo.

Os resultados encontrados para os niveis de TBARS, em equivalentes de MDA,
mostraram que houve uma reducdo significativa de seus niveis plasmaticos nos individuos,
com ambos os sucos, a partir das 4 horas da ingestdo, confirmando também a propriedade
antioxidante dos compostos bioativos presentes na laranja, em diminuir reagdes danosas as
estruturas celulares, que podem levar as patologias cronicas.

De fato, estudos t€ém mostrado que o consumo regular de suco de laranja reduz
efetivamente o marcador de peroxidagdo lipidica e aumenta a atividade antioxidante no
sangue. Sanches-Moreno e colaboradores (2003) observaram algumas propriedades da
vitamina C ap6s duas intervengdes distintas, sendo uma dose-resposta, com ingestdo tnica de
500 mL de suco de laranja; e outra multipla-dose-resposta, com duas doses de 250 mL por
dia, durante duas semanas. O consumo de suco de laranja aumentou as concentracdes
plasmaticas de vitamina C em 40-64% apds 3 horas da ingestdo, e este aumento foi
inversamente relacionado a diminuicao das concentragdes de prostaglandina 8-epi-PGF ,,.
Como os niveis elevados de prostaglandinas estdo presentes no estresse oxidativo, a redugao
observada da 8-epi-PGF;,, pela acdo da vitamina C indica que esta possui papel importante na
redu¢do do surgimento de produtos da peroxidagdo lipidica por radicais livres de oxigénio,

sendo uma excelente fonte de antioxidantes. Snyder e colaboradores (2011) também
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relataram, utilizando o ensaio ORAC, que o consumo de suco de laranja elevou a capacidade
antioxidante e reduziu a oxidacdo lipidica plasmatica (pelo método de oxidacao plasmatica
induzida por cobre) no periodo pdés-prandial, momento no qual se observa elevado estresse
oxidativo. Outro dado consistente ¢ de Foroudi e colaboradores (2014), indicando da mesma
forma, que o consumo didrio de dois copos € meio de suco de laranja aumenta a capacidade
antioxidante total e reduz a concentracdo plasmatica de MDA, que ¢ um dos produtos da
peroxidagdo lipidica. Guimaraes e colaboradores (2010) constatam que os niveis elevados de
vitamina C e de flavonoides, principalmente hesperidina e narinrutina, foram os responsaveis
por elevar significativamente a capacidade antioxidante sanguinea, confirmando que estes
compostos bioativos agem como moléculas com alta capacidade neutralizadora dos radicais
livres presentes no organismo, como as espécies reativas de oxigénio (EROS) e de nitrogénio
(ERNS). O desequilibrio dos niveis destas espécies radicalares em comparagdo com os niveis
de moléculas antioxidantes ¢ o grande causador de patologias cronicas como a aterosclerose,
diabetes, inflamacdes cronicas e até alguns tipos de cancer.

Infere-se, portanto, que numa unica dose (média de 786 mL) dos sucos de laranja
testados: fresco e pasteurizado, houve aumento significativo da capacidade antioxidante e
reducdo da peroxidacdo lipidica (um indicativo de dano estrutural das células), sugerindo
que, em geral, ndo houve diferenga no efeito antioxidante, in vivo, apos a ingestdo dos dois
sucos de laranja.

O estudo de correlagdo indicou que individuos com maior peso corporal, IMC,
colesterol total, insulina e triglicérides, possuem menor quantidade de compostos
antioxidantes distribuidos pelo sangue, o que leva ao maior risco de desenvolvimento de
patologias cronico-degenerativas. Em especial com o parametro triglicérides, observou-se
que em 81% dos individuos, quanto maiores seus niveis de triglicérides, menor sua
capacidade antioxidante, indicada por niveis menores de TEAC (capacidade antioxidante em
equivalentes de Trolox).

Algumas correlagdes também puderam ser encontradas durante o experimento com o
suco de laranja pasteurizado. No jejum, individuos com maiores niveis de triglicérides (r= -
0,55, p<0,01) e insulina (r= -0,43, p<0,04) apresentaram menores niveis de TEAC, da mesma
forma que no experimento anterior. Também, apds as 24 horas de ingestdo do suco
pasteurizado, encontrou-se uma correlacdo inversa entre a capacidade antioxidante sanguinea

dos individuos e a porcentagem de gordura corporal, ou seja, maiores niveis de antioxidantes
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sdo encontrados naqueles com menores porcentagens de gordura no corpo, o que pode estar

relacionado a maior capacidade antioxidante prévia observada nestes individuos.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou a comparacao da capacidade antioxidante do suco de
laranja obtido por dois processos diferentes: fresco (espremido na hora) e pasteurizado
(comercial), ap6s a ingestdo de uma dose aguda, em individuos saudaveis.

O estudo da correlagdo entre a atividade antioxidante, os dados antropométricos e
bioquimicos dos voluntarios mostrou que, em ambos os sucos, a porcentagem de gordura
corporal interfere na acdo antioxidante dos compostos dos sucos no soro sanguineo, ou seja,
quanto maior a quantidade de gordura distribuida pelo organismo menor é o efeito
antioxidante.

Conclui-se que uma unica dose de suco de laranja, tanto fresco quanto pasteurizado,
aumenta a capacidade antioxidante no sangue, sugerindo que o suco pode prevenir o estresse
oxidativo em humanos, se ingerido a curto prazo, comprovando que as a¢des benéficas dos
flavanonas citricas e vitamina C presentes nos sucos sdo indiferentes ao tipo de

processamento do suco.
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Apéndice A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

LQ L e10) 112 1o TR , declaro ter sido orientado e esclarecido sobre o

protocolo de pesquisa a seguir:

O senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que pretende verificar se a
ingestdo de suco de laranja comercial pasteurizado ¢ de suco de laranja fresco, tomado em duas
ocasides diferentes com um intervalo minimo de 30 dias, contribui para melhorar a capacidade de
neutralizar compostos nocivos produzidos pelo organismo (capacidade antioxidante), de reduzir o

colesterol e o agucar do sangue, prevenindo contra as doengas do coracao e o diabetes.

Ao participar desta pesquisa, o senhor(a) sera submetido(a) a avaliacao fisica e nutricional em
duas ocasides distintas, no inicio do estudo e apods 30 dias, e que sera perguntado sobre sua satde
pessoal e sua alimentagdo usual. Também participara de duas avaliagdes bioquimicas, que incluem a
colheita de sangue e urina em duas ocasides distintas. O pesquisador responsavel ira orienta-lo sobre
os procedimentos que serdo realizados durante a pesquisa e que sdo descritos a seguir, ¢ também

podera orienta-lo sobre uma dieta adequada.

O senhor(a) devera beber em duas ocasides um total de aproximadamente 6 copos de suco de
laranja, sendo na primeira ocasido oferecido 3 copos de suco de laranja fresco, e na segunda ocasiao 3
copos de suco de laranja integral pasteurizado, havendo um periodo ndo inferior a 30 dias entre as
ingestdes de suco. Também € necessario para evitar interferéncia nos resultados que o senhor(a) se
abstenha de consumir suco de laranja ou a laranja durante os 3 dias que antecedem o dia do consumo

de suco de laranja fresca ou do suco de laranja pasteurizado do experimento.

O senhor(a) devera doar um total de 160mL de sangue em duas ocasides (80 mL por vez) para
a determinagdo dos lipides (colesterol e triglicérides), glicemia e insulina, ¢ para avaliar a atividade
contra compostos nocivos no sangue (atividade antioxidante). A colheita de sangue sera feita durante
24 h, sendo que a primeira colheita, de 15 mL, antecede a ingestdo do suco de laranja. As demais
colheitas, de 10 mL cada, serdo feitas apos ingestdo do suco, nos tempos de 4 h, S h, 6 h, 7h e § h.

Havera ainda uma colheita de sangue de 15 mL 24h apo6s a ingestdo do suco. A colheita de sangue sera
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realizada em sala especifica para exames clinicos laboratoriais, utilizada para os exames de longa
duracdo, com cadeiras reclindveis, ambiente com temperatura confortavel, com televisdo e revistas
para entretenimento. O local de colheita sera o Laboratorio de Analises Clinicas Sdo Lucas, Avenida

Feijo 1013, Centro, Araraquara, SP.

O senhor(a) devera realizar colheitas de urina nos dias relativos a ingestdo do suco de laranja
fresco e pasteurizado. A urina serd colhida espontaneamente durante o periodo de 24 h apds a ingestao
do suco de laranja fresco ou pasteurizado, em local privado, com material descartdvel e apds a

higienizacao corporal, a ser instruida pelo pesquisador.

A sua participagdo na pesquisa sera voluntaria e livre de qualquer 6nus, inclusive recebera
ressarcimento para o deslocamento visando a colheita de dados dietéticos, fisicos e exames clinicos, ¢
também recebera alimentacdo (café da manha, almogo e lanche da tarde) nas ocasides em que efetuara

a colheita de sangue e de urina.

E necessario informa-lo que durante a pesquisa o senhor(a) ndo podera estar sob tratamento
medicamentoso para controle do colesterol ou de triglicérides, ou fazendo suplementagdo com
vitaminas, minerais ou bioflavonoides, e se necessitar de medicamentos ou suplementos, o senhor(a)

devera informar imediatamente o pesquisador sobre esta nova condigdo de saude.

Os riscos que o senhor(a) sera submetido(a) ao participar desta pesquisa sdo minimos, apenas
tera o desconforto das colheitas de sangue que serdo feitas em local confortavel, com material
descartavel para a retirada do sangue, buscando o menor desconforto possivel com equipamentos que
minimizem a pungdo venosa, como por exemplo agulhas ultrafinas e sistema de escalpo para redugio
do nimero de pung¢des, sendo necessaria trés pungdes venosas para a colheita de 8 amostras de sangue
durante um intervalo de 24 h. No total, contabilizando as duas etapas experimentais, a primeira com o
suco de laranja fresco e a segunda com o suco de laranja pasteurizado, deverdo ser realizadas 6

puncdes venosas (bem sucedidas) para a retirada do sangue.

O senhor(a) devera retornar ao laboratorio caso seja solicitado pelos pesquisadores, com

ressarcimentos de despesas com transporte.

Para assegurar sua privacidade, o seu nome sera mantido em sigilo antes, durante e apods a

pesquisa, ¢ se desejar, recebera informagdes sobre o resultado da pesquisa.

O senhor(a) podera desistir da pesquisa em qualquer momento, sem nenhum prejuizo ou

penalizagdo, mas que avisara os pesquisadores se isto ocorrer.



38

O senhor(a) devera notificar qualquer situagdo de anormalidade relacionada a pesquisa e para
tanto devera entrar em contato com o pesquisador responsavel pelos telefones: (16) 3301-6927 e/ou
(16) 3301-4690. Para outros esclarecimentos e reclamagoes, o senhor(a) podera entrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Rodovia

Araraquara-Jau, km 1, Araraquara, Sao Paulo, telefone: (16)3301-6897.

Pelo presente esclarecimento, o senhor(a) concorda em participar do estudo:
“Biodisponibilidade de fitonutrientes e atividade antioxidante do suco de laranja fresco versus suco de
laranja pasteurizado em humanos saudaveis”, sob responsabilidade da pesquisadora Prof®. Dra. Thais

Borges Cesar.

Araraquara, / /

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador
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DADOS FINAIS

Araraquara, de de 2014

De acordo,

Orientadora Profa. Dra. Thais Borges Cesar

Aluna Milena Cristina Filla



