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Resumo

Objetivos: Investigar o efeito da associacdo entre um padrdo saudavel
alimentar e a ingestao regular do suco de laranja sobre a funcédo endotelial
vascular e parametros clinico-nutricionais em individuos com sindrome
metabdlica. Material e Métodos: Estudo clinico randomizado de grupos
paralelos, com intervencao dietética de curto prazo. A idade média foi de 48+9
anos, sendo 69% mulheres e 31% homens. Os voluntarios foram alocados
randomicamente nos grupos: Controle (n=34) e Suco de Laranja (n=34),
sendo que todos receberam orientacdo nutricional para uma dieta saudavel.
Os individuos do grupo Suco de Laranja receberam concomitantemente a
dieta 500 mL/dia de suco de laranja 100%. Ao longo de 12 semanas foram
realizadas: (1) avaliagdo antropomeétrica, (2) avaliacéo dietética, (3) avaliacédo
bioguimica, (4) avaliagdo da funcdo endotelial vascular, e (5) risco
cardiovascular global. Resultados: Apds as 12 semanas de intervencao
dietética e suco de laranja foram detectadas para ambos 0s grupos uma
reducdo média significativa de 2% no peso corporal, 3% no IMC, 5% na massa
gorda, 6% na circunferéncia da cintura e 4% na gordura visceral, sem contudo
alterar a massa magra. No grupo Controle foi detectada reducao significativa
no HDL-C (-10%). Os parametros da funcédo endotelial vascular mostraram
reducdo média para ambos 0s grupos da pressao arterial sistélica e diastélica
(-8% e -9%, respectivamente), e melhorias na funcdo endotelial vascular.
Além disso, houve reducdo do risco cardiovascular em ambos 0s grupos,
sugerindo beneficios da orientacéo dietética e do consumo regular do suco de

laranja.

Palavras-chave: suco de laranja, sindrome metabdlica, dieta, funcéo

endotelial vascular, risco cardiovascular.



Abstract

Objectives: To investigate the effect of the association between healthy food
standard and the regular intake of orange juice on vascular endothelial function
and clinical and nutritional parameters in individuals with metabolic syndrome.
Material and Methods: Randomized clinical study of parallel groups with
short-term dietary intervention. The mean age was 48 * 9 years, of which 69%
were women and 31% were men. The volunteers were allocated randomly in
the control groups (n = 34) and Orange juice (n = 34), all of whom received
nutritional guidance for a healthy diet. The subjects in the Orange Juice group
received concomitantly 500 ml / day of orange juice 100%. During 12 weeks,
the following results were performed: (1) anthropometric evaluation, (2) dietary
assessment, (3) biochemical evaluation, (4) evaluation of vascular endothelial
function, and (5) global cardiovascular risk. Results: After 12 weeks of dietary
intervention and orange juice, a significant mean reduction of 2% in body
weight, 3% in BMI, 5% in fat mass, 6% in waist circumference and 4% in
visceral fat, without altering the lean mass. In the Control group, significant
reductions were detected in HDL-C (-10%). Vascular endothelial function
parameters showed a mean reduction for both systolic and diastolic blood
pressure groups (-8% and -9%, respectively), and improvements in vascular
endothelial function. In addition, there was a reduction in cardiovascular risk in
both groups, suggesting benefits of dietary guidance and regular consumption

of orange juice.

Key words: orange juice, metabolic syndrome, diet, vascular endothelial

function, lipid profile, cardiovascular risk.
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INTRODUCAO

As primeiras investigacdes abordando os componentes da sindrome
metabolica (SM) ocorreram em 1920, mas foi a partir 1980 que este tema
passou a ser amplamente discutido por especialistas da area da saude. O
conceito de sindrome foi surgindo progressivamente com trabalhos de
pioneiros como Vague, que em 1947 que estabeleceu uma correlagcédo entre
distribuicdo da gordura corporal e doencgas cardiovasculares (DCV) [1].

Reaven e Hoffman especularam a possibilidade do envolvimento da
resisténcia a insulina e da hiperinsulinémia na etiologia da hipertenséo e,
em 1988, Reaven e Chen, discutiram a relacdo da resisténcia a insulina com
a concentracdo dos acidos graxos livres, progredindo na hip6tese de que a
insulina fosse um dos componentes principais no mecanismo central da SM
[2,3].

Foi entdo estabelecida a nomenclatura Sindrome X para esta anomalia,
sendo sugerido um aumento do risco cardiovascular devido a associacao
entre intolerancia a glicose, dislipidemia e hipertenséo arterial, estabelecendo-
se uma relacdo patogénica entre tais fatores e a resisténcia insulinica
periférica. O termo SM foi criado em 1998 pela Organizacdo Mundial da Saude
[1].

Em 2009, véarias organizacGes cientificas e médicas The National
Cholesterol Education Program (NCEP), Adult Treatment Panel 1ll (ATP 1lI),
The American Association of Clinical Endocrinologists (AACE), The
International Diabetes Federation (IDF), National Heart, Lung and Blood
Institute (NHLBI), The American Heart Association (AHA), World Heart
Federation (WHF) e International Association for the Study of Obesity
reuniram os principais critérios da SM num Unico documento nhomeado como
“Definicao Harmonizada”. Para ser diagnosticada a presencga da sindrome, o
individuo deve apresentar trés dentre os cinco fatores de risco determinados.
Os fatores encontram-se descritos no Quadro 1. O tratamento medicamentoso
para hipertrigliceridemia, hipertensédo arterial, glicemia elevada e baixo HDL-
C também é considerado na manifestacdo da sindrome [4,5].

A SM é definida como um transtorno complexo representado por um

11



conjunto de altera¢cdes metabdlicas que levam a um aumento risco de DCV
ateroscleroticas, diabetes mellitus (DM), e acidente vascular cerebral (AVC)
[1,6,7]. O conceito de SM foi surgindo progressivamente pela observacéo da
inter-relacdo entre gordura visceral, aumento dos &acidos graxos livres

circulantes, dislipidemia, hipertensado arterial e intolerancia a glicose e
evoluindo para o aumento do risco de DM tipo 2 e DCV [1,5].

Fatores derisco Valores de corte

Circunferéncia da cintura { Homens = 102 cm

Mulheres = 88 cm

Triglicérides =150 mg/dL

Homens < 40 mg/dL
HDL-C {

Mulheres < 50 mg/dL
Pressao arterial = 130/=z 85 mmHg
Glicemia de jejum =100 mg/ dL

Quadro 1. Critérios para diagnéstico de pacientes com sindrome metabdlica

[4]

Funcédo Endotelial Vascular

Uma das maneiras para identificarmos a existéncia dos riscos
cardiovasculares é o estudo da funcdo endotelial. As células endoteliais séo
constituidas por uma camada Unica de células que recobrem a face interna
dos vasos sanguineos, seguida por algumas camadas de células musculares
lisas, e pela tunica adventicia, que faz o contato com 0s 0rgaos externos
(Figura 1) [8].

As células endoteliais tém importante papel na regulacdo da resisténcia
vascular e na modulag&o das respostas imunitarias e inflamatoérias [9]. Além
de produzir uma vasta gama de substancias de carater hormonal, o endotélio
também € responsavel pela sintese de fatores vasoconstritores e

vasodilatadores, como o Oxido nitrico que é um dos fatores relaxantes
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derivados do endotélio de maior importancia e esta diretamente relacionado a

integridade da funcéo endotelial [10].

Lamina elastica interna

Fibroblasto
le'mica intima
iTl'mica média

Lamina elastica externa

Tanica adventicia

Jd

Figura 1. Estrutura do endotélio. Retirado de Maximiniano J. 2012 [8]

Clinicamente a disfuncdo endotelial € definida como uma alteracéo do
relaxamento vascular dependente do endotélio. No inicio do processo, a
agressao por agentes como o fumo, dislipidemias e hipertensao arterial levam
a perda da funcao fisiol6gica do endotélio, que se torna permeavel a entrada
de mondcitos e acao de citocinas inflamatorias. Dentro do endotélio vascular,
0s mondacitos se diferenciam em macréfagos, que sédo estimulados a produzir
citocinas, molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e molécula de adeséo
vascular 1 (VCAM-1), estimulando o processo inflamatorio [11].

Por sua vez, a LDL-C entra facilmente na parede arterial, atravessando
a membrana endotelial para entregar o colesterol as células. Todavia, o
acumulo de LDL-C na circulacao pode levar a oxidagéo dos lipidios ou do apo
B, gerando particulas de LDL-C modificadas que sao pro-inflamatorias. A LDL-
C modificada ativa as células endoteliais a expressarem a proteina
quimiotatica 1 de mondcitos (MCP-1), que atrai os mondcitos a partir do limen
do vaso e para 0 espaco subendotelial, 0 que € uma das fases iniciais do

processo inflamatério, levando ao desenvolvimento de aterosclerose [12].
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Estas substancias estimulam a deposicado de células espumosas no
espaco subendotelial e progressivamente podem levar a formacgao da placa
ateromatosa [9]. Atualmente a aterosclerose € definida como uma doenca
inflamatoria crénica, e € a causa mais comum da doenca cardiaca coronariana
levando a um acumulo de placa de colesterol, célcio e fibrina nas artérias
grandes e médias. A placa pode crescer e produzir isquemia por insuficiéncia
do fluxo sanguineo, ou por ruptura formando um trombo ou ocluséo do limen
[13].

Fatores de Risco Cardiovascular

Tradicionalmente as hipercolesterolémicas sdo definidas como o
principal fator de risco para doenca cardiaca coronaria (NCEP-ATPIII), mas
outros fatores de risco sdo também determinantes para o desenvolvimento da
doenca, como diabetes, tabagismo, sobrepeso, sedentarismo, hipertensao e
outras dislipidemias [14].

Ha varios critérios para a avaliacdo do Risco Cardiovascular (RCV) na
populagdo brasileira em geral, a V Diretriz Brasileira de Dislipidemia e
Prevengcdo da Aterosclerose e | Diretriz Brasileira de Prevencédo
Cardiovascular recomenda a estratificagao de risco cardiovascular global em
trés etapas [15,16]:

1 — A primeira etapa é a presenca de doenca aterosclerética
clinicamente evidente ou na forma subclinica, ou de seus equivalentes.

2 — A segunda etapa € a estimativa do Escore de Risco Global (ERG),
gue estima o risco de o individuo apresentar um evento cardiovascular em 10
anos. A distribuicdo da pontuacao e o percentual de risco € diferenciado para
mulheres e homens, considerando idade, HDL-C, presséo arterial sistélica
(PAS) (tratada), PAS (n&o tratada), fumo e diabetes. Quando o ERG fica
abaixo de 5%, classificamos como risco baixo (exceto aqueles com histéria de
DCV prematura, que sdo reclassificados para risco intermediario). Homens
com ERG entre 5% e 20% e mulheres com ERG entre 5% e 10% também séo
inicialmente considerados de risco intermediario. S&do considerados de alto

risco os homens com ERG > 20% e as mulheres com ERG > 10%.

14



3 — A terceira etapa € a reclassificacdo conforme a presenca de fatores
agravantes.

N&o existe uma forma validade no Brasil de avaliacdo do RCV, pois
algumas mulheres jovens tendem a uma estimativa de risco mais baixa do
que areal e, por outro lado, homens mais idosos sao geralmente identificados
como de alto risco, mesmo sem fator de risco relevantes.

Apoés a aplicacdo destes critérios, o RCV dos pacientes pode ser
estimado utilizando-se a classificacao estabelecida pela Diretriz da Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SBC) [17].

Avaliacao Biofisica

Dentre os métodos biofisicos a dilatacdo fluxo mediada (DILA) da
artéria braquial € uma técnica ultrassonografica, nao-invasiva, simples,
utilizada como marcador de risco para DCV, e vem sendo amplamente
utilizada em pesquisa clinica para avaliar a funcdo endotelial. Em individuos
saudaveis, a DILA da artéria braquial representa 10% do diametro em
repouso. Em pacientes com DCV, a DILA da artéria braquial esta diminuida
ou ausente, com valores de dilatacdo de menor que 10% [18,19]. Para
identificarmos a disfungdo endotelial, as medidas da funcéo endotelial, através dos
métodos biofisicos sdo, sem davida, as mais fidedignas. Outros marcadores
bioquimicos permitem interferéncia mecanisticas e ndo sdo claros para identificar
a perda da funcdo endotelial e suas consequéncias. Esse método de DILA da
artéria braquial € considerado de baixo custo e seguro, permite uma investigacéo
precoce da aterosclerose, é muito aplicado em estudos desenvolvidos
mundialmente e com resultados confiaveis [20,21,22,23].

Recentes avancos tecnologicos de diagnésticos das DCV permitem
uma avaliacdo melhor das lesbes aterosclerdticas da carotida em estagios
subclinicos. Entre esses, a avaliacdo biofisica € uma ferramenta util de
deteccdo de RCV de longo prazo em pacientes assintomaticos, ajudando a
refinar a estratificacdo da pontuacéo de risco e orientar a intervencao aos
pacientes [24].

Ha uma relacédo definida entre o espessamento médio intimal (EMI)
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com os fatores de RCV tradicionais, como idade, hipertensdo, obesidade,
dislipidemia e diabetes. Além disso, a ultrassonografia pode identificar alguns
individuos de alto risco devido a presenca de lesdes aterosclerdticas, que néo
sao identificadas pela avaliacdo de fatores de risco tradicionais. Uma meta-
andlise (Lorenz et al, 2015) mostrou que o risco relativo para AVC e infarto do
miocardio aumentam proporcionalmente com o aumento do EMI da artéria
carotida. Assim, o EMI da carétida é um preditor de RCV néo invasivo que
pode ser utilizado para a predicdo de DCV em pacientes assintomaticos
[18,25].

Sindrome Metabdlica e Suco de Laranja

Estudos clinicos e epidemiolégicos tem sugerido que a ingestao
elevada de frutas e hortalicas esta associada com um menor risco de
desenvolvimento da doenca arterial coronariana, diabetes e SM. Este efeito
tem sido relacionado ao conteudo de antioxidantes em alimentos, como
também pela presenca de compostos bioativos (acidos fendlicos) e acidos
graxos mono e poli-insaturados [26].

Por outro lado, dietas ocidentais, que s&o tipicamente ricas em
gorduras saturadas e acUcares, e pobres em fibras, estdo associadas a um
maior risco de desenvolver DM tipo 2 e DCV [27]. Outros fatores dietéticos
podem também contribuir, como o excesso de energia, a obesidade e a
inatividade fisica. De fato, a ingestdo de calorias em excesso pode levar a
obesidade, que por sua vez esta associada a transtornos metabdlicos e ao
estado inflamatério sistémico de baixo grau. Uma visdo ampla é que a
obesidade predispbe a gordura ectopica e, portanto, a fatores de risco
metabdlicos [28,29].

Neste sentido, recomenda-se uma dieta normocalorica, ou hipocaldrica
para pessoas obesas, rica em hortalicas, leguminosas, graos integrais e
frutas, priorizando a ingestao de fibras e minimizando o consumo de alimentos
ricos em acucares adicionados. Evidéncias obtidos de estudo in vitro, de
animais e em ensaios clinicos com humanos indicam que 0os compostos fito

quimicos presentes em muitas frutas, como os flavonoides citricos, séao
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capazes de modular os biomarcadores associados ao metabolismo da SM
[30].

As frutas citricas sédo fontes tradicionalmente conhecidas por seu alto
conteudo de vitamina C, mas também por fornecerem nutrientes essenciais
como acucar, fibras, folato, carotenoides, potassio, calcio e magnésio, além
de serem consideradas fontes quase exclusivas de flavonoides citricos. O
Quadro 2 mostra a analise da composicado nutricional tipica de um copo de

suco de laranja 100% realizada em nosso laboratorio [31].

Nutrientes Porcao de 250 mL
Energia (kcal) 120
Carboidratos (g) 28
Sacarose (Q) 15
Glicose (g) 6
Frutose (g) 7
Pectina (g) 0,7
Proteina (g) 1,7
Lipideos (g) 0,3
Vitamina C (mg) 72,5
Hesperidina (mg) 60,8
Naringina (mg) 13,3

Quadro 2. Composicao quimica do suco de laranja 100% [31].

Entre os flavonoides citricos, os mais conhecidos sédo a hesperidina e
naringina que possuem propriedades anti-inflamatorias, anticolesterolémicas,
anticarcinogénicas. Nas frutas citricas, em especial no suco de laranja, 0s
efeitos dos flavonoides parecem se sobrepor a acéo antioxidante da vitamina
C, ampliando sinergicamente o efeito antioxidante dessas frutas [32,33].

Alguns estudos apontam beneficios do consumo do suco de laranja
guando ele esta associado a uma dieta saudavel. Por exemplo, a ingestédo de
750 mL de suco de laranja por dia para pessoas eutréficas e obesos reduziu
significativamente LDL-C, proteina C reativa e pressdo arterial, além de
melhorar a sensibilidade a insulina e a capacidade antioxidante no sangue.

Outro estudo mostrou que o consumo do suco de laranja por um periodo
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minimo de um ano foi associado a menor risco cardiovascular em homens e
mulheres, com niveis normais e moderadamente altos de colesterol
sanguineo [34,35].

Recentemente um estudo realizado por nosso grupo com individuos
obesos mostrou que a associagcédo do suco de laranja 100% a uma dieta de
restricdo caldrica promoveu a perda de peso e melhorou varios parametros
bioquimicos e metabdlicos, como o colesterol total, insulina e proteina C
reativa ultrassensivel, e a sensibilidade a insulina, sem, contudo, elevar a
glicemia plasmatica [36].

Assim, com base nas evidéncias que mostraram aces benéficas do
suco de laranja, a hipétese desse estudo foi que o consumo de suco de laranja
associado a um padrao alimentar saudavel, reduz o risco cardiovascular e

melhora a funcéo endotelial vascular de individuos com sindrome metabdlica.
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CAPITULO 1.

Suco de laranja combinado a um padrao alimentar saudavel
melhorou a funcéo endotelial e reduziu o risco
cardiovascular em pacientes com sindrome metabdlica:

ensaio clinico randomizado
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Resumo:

Objetivos: Verificar se a administracao regular de suco de laranja 100% puro,
associado a um padréao alimentar saudavel, reduz o risco cardiovascular e
melhora a fung&o endotelial vascular de individuos com sindrome metabdlica
em doze semanas. Métodos: Estudo clinico randomizado de grupos paralelos
com intervencao nutricional de curto prazo. A idade média foi de 48+9 anos,
sendo 69% mulheres e 31% homens. Os voluntarios foram alocados
randomicamente nos grupos: controle (n=34) e suco de laranja (n=34), sendo
gue todos foram orientados a aumentar o consumo de alimentos in natura ou
minimamente processados, e a reduzir os alimentos e condimentos
processados e ultra processados, visando um padrdo alimentar saudavel. Ao
grupo suco de laranja foi recomendado o uso diario de 500 mL/dia de suco de
laranja, concomitantemente a dieta saudavel. Ao longo de 12 semanas foram
realizados: (1) avaliacdo antropométrica, (2) avaliagdo bioquimica, (3)
avaliacdo da funcao endotelial e vascular, (4) avaliagcdo do consumo alimentar
e (5) estimativa do risco cardiovascular global. Resultados: Apds as 12
semanas de intervencao foram detectados em ambos 0s grupos uma reducéo
média significativa no peso corporal (-2%), IMC (-3%), massa gorda (-5%),
circunferéncia da cintura (-6%) e na gordura visceral (-5%), IL6 (-45%), sem
alteracdo de massa magra. No grupo controle foi detectada reducéo
significativa no HDL-C (-10%), mas ndo no grupo suco de laranja. Neste
grupo, foram detectadas ainda reducgdes significativas no colesterol total (-
9.4%), ICAM (-14%), VCAM (-15%), usPCR (-22%), TNF alfa (-20%). Houve
também reducéo significativa da funcdo endotelial e vascular em ambos os
grupos, avaliada pelos parametros: pressao arterial sistdlica (-8%), diastdlica
(-9%) e reducdo do espessamento da artéria carétida (-8% CA-IMT). A
avaliacdo do consumo alimentar pelo método NOVA, mostrou uma reducao
da ingestdo de alimentos ultra processados e aumento de alimentos
minimamente processados. A melhora de todos os parametros levou a
reducdo do risco cardiovascular global em ambos os grupos, em especial
naqueles de alto risco sugerindo beneficios da orientacdo nutricional e do
consumo regular do suco de laranja.

Palavras-chave: suco de laranja, sindrome metabdlica, orientagdo nutricional,

funcdo endotelial vascular, risco cardiovascular.
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Orange juice combined to a healthy eating pattern improved endothelial
function and reduced cardiovascular risk in patients with metabolic
syndrome: randomized clinical trial

Abstract:

Objectives: To verify that regular administration of 100% pure orange juice,
associated with a healthy eating pattern, reduces cardiovascular risk and
improves the vascular endothelial function of individuals with metabolic
syndrome in twelve weeks. Material and Methods: Randomized clinical study
of parallel groups with short-term nutritional intervention. The mean age was
4849 years, of which 69% were women and 31% were men. The volunteers
were allocated randomly in the control groups (n = 34) and orange juice (n =
34), being that all were oriented directed to increase the consumption of fresh
or minimally processed, foods and reducing foods and condiments processed
and ultra-processed, aiming for a standard healthy. To the orange juice group,
it was recommended the daily use of 500 mL / day of orange juice
concomitantly to the healthy diet. Over the course of 12 weeks, was
performed: (1) anthropometric evaluation, (2) biochemical evaluation, (3)
evaluation of endothelial and vascular function, (4) food consumption
assessment and (5) estimation of global cardiovascular risk. Results: After 12
weeks of intervention, a significant mean reduction in body weight (-2%), BMI
(-3%), fat mass (-5%), waist circumference (-6%) and vicinal fat (-5%), IL6 (-
45%), with no change in lean mass. In the control group, was detected
significant reduction in HDL-C (-10%), but not in the orange juice group. In this
group, were detected still significant reductions in total cholesterol (-9.4%),
ICAM-1 (-14%), VCAM-1 (-15%), usPCR (-22%) and TNF-alpha (-20%). There
was also significant reduction of endothelial and vascular function in both
groups, evaluated by the parameters: blood pressure systolic (-8%) and
diastolic (-9%) in both groups, while reduction of carotid artery thickening (-8%
CA-IMT). The evaluation of food consumption by the NOVA method, showed
a reduction of the intake of ultra-processed foods and increase of minimally
processed foods. The improvement of all parameters led to the reduction in
overall cardiovascular risk in both groups, in special those at high risk,
suggesting benefits of nutritional orientation and regular consumption of
orange juice.

Key words: orange juice, metabolic syndrome, nutritional orientation, vascular
endothelial function, cardiovascular risk.
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1.

Introducéo

Evidéncias cientificas tém mostrado que as frutas e hortalicas como
parte de uma dieta balanceada reduzem o risco de desenvolver doencas,
como as doencas neurodegenerativas, doencas cardiovasculares e cancer
[1,2,3,4]. O consumo frequente de frutas esta correlacionado a reducgéo da
hipertensdo e do colesterol sanguineo, que sao causas reconhecidas de
acidente vascular cerebral e ataque cardiaco [5]. Tal protecdo se deve a
presenca de varias moléculas bioativas, como vitaminas, minerais, e
compostos fendlicos e flavonoides, que combatem o estresse oxidativo e 0s
processos inflamatérios [6,7].

Neste sentido, os sucos de frutas, como o suco de laranja 100%,
constituem excelentes opcdes, de facil consumo e boa aceitacdo, e que
auxiliam no atendimento das cotas diarias de micronutrientes e fibras soltveis,
sem exceder a ingestdo energética recomendada [8]. Recente estudo
epidemioldgico mostrou que entre os consumidores franceses, os sucos de
frutas contribuiram com apenas 2% de energia diaria, e com propor¢des
significantes de vitaminas do complexo B, vitamina C, E, beta-caroteno, e
importantes minerais, como magnésio e potassio, entre outros [9]. Apesar de
contribuir com acucares livres, os sucos de frutas melhoraram a qualidade da
dieta sem promover o excesso de peso corporal [9,10].

Evidéncias atuais apontam que o consumo regular de suco de laranja
100% tem relacao inversa com o indice de massa corporal, circunferéncia da
cintura e percentual de gordura corporal em adultos [11], e um menor risco de
obesidade e sindrome metabdlica [10,12,13]. Um recente estudo randomizado
controlado de nosso grupo mostrou que o consumo diario de suco de laranja,
por individuos obesos sob dieta com controle calérico de emagrecimento,
auxiliou na reducdo do peso corporal semelhante ao grupo sem suco de
laranja, e melhorou a sensibilidade a insulina, perfil lipidico, estado
inflamatorio e oxidativo, e a qualidade da dieta em maior propor¢do do que
nos controles [12,14].

Dados clinicos e experimentais mostraram que os flavonoides das frutas
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citricas apresentam propriedades anti-hipertensivas, hipolipemiantes,
sensibilizadoras de insulina, antioxidantes, e anti-inflamatérias, que estao
correlacionadas a acédo anti-aterogénica [15]. Estudos clinicos destacaram
que o consumo de alimentos e bebidas ricos em flavonoides citricos
melhoraram a funcéo endotelial [16,17] em curto prazo [18,19] e longo prazo
[20,21] levando a um melhor prognéstico cardiovascular [22,23]. Por exemplo,
a ingestdo de suco de laranja 100%, ou enriquecido com flavanonas
(hesperidina e naringenina), atenuou a dilatacdo fluxo-mediada da artéria
braquial (BA-FMD) em individuos hipertensos durante a hiperemia reativa,
devido a atividade dos metabdlitos da flavanona sobre a producéo de 6xido
nitrico que melhorou a funcdo vascular [24]. A ingestdo de curto prazo de
hesperidina também resultou em melhorias significativas na funcao endotelial,
medida pelo BA-FMD, em voluntarios com a sindrome metabdlica [25].
Metabdlitos das flavanonas de grapefruit aumentaram a velocidade do pico
sistélico (PWV) da carétida-femoral, diminuindo a rigidez central e reduzindo
a estenose arterial em mulheres pés-menopausadas submetidas ao consumo
cronico de suco de grapefruit [26].

Baseados nesses fatos, o presente estudo pretendeu verificar se a
administragao regular de suco de laranja 100% puro, como fonte de
compostos antioxidantes e bioativos, associado a um padrao de alimentacéo
saudavel, reduz o risco cardiovascular e melhora a funcdo endotelial e
vascular em individuos com sindrome metabdlica. Para testar esta hipotese
foram acompanhadas as modificacbes nos parametros antropométricos,
bioquimicos, endoteliais e inflamatorios relacionados ao risco cardiovascular

global.
Método
2.1 Participantes
Oitenta e quatro individuos com sindrome metabdlica, residentes no

municipio de Araraquara (SP), participaram do estudo (Figura 1 - Desenho do

estudo de ensaio clinico — CONSORT 2010). Estes foram recrutados por meio
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eletrdnico, divulgacdo em midia (r4dio) e cartazes afixados nas unidades da
UNESP, na cidade de Araraquara, tendo esta fase trés meses de duracdo
(Junho a Setembro de 2016). O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara da UNESP, sob o parecer n° 1.657.604 e, todos os individuos
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, antes do inicio do
estudo. O estudo foi registrado no ClinicalTrial Protocol Registration and
Results System, sob identificagdo: NCT03301675.

Os individuos convidados a participar do estudo foram selecionados
por meio de entrevista, conforme os critérios de inclusao: homens e mulheres
de 25 a 60 anos apresentando trés ou mais fatores para o diagnostico da
sindrome metabdlica [27], como descrito abaixo:

- Circunferéncia cintura homem = 102 cm e mulher = 88 cm;
- Triglicérides = 150 mg/dL;

- HDL-C homem < 40 mg/dL e mulher < 50 mg/dL,;

- Presséo arterial 2130/ =285 mm Hg e

- Glicose em jejum = 100 mg/dL.

Foram incluidas pessoas em uso de medicamento para diabetes,
hipertrigliceridemia, hipertensdo arterial e baixo HDL-C, e aquelas que
apreciavam o consumo de suco de laranja; facilidade para fornecer/enviar
informacBes por meio de comunicacdo digital (e-mail, aplicativo de
mensagens).

N&o foram incluidas gestantes e lactantes, individuos com obesidade
grau 3 ou superior (IMC > 40 kg/m?), fazendo uso de suplementos alimentares
nos ultimos trés meses, e individuos com doencas, como diabetes mellitus
sob insulinoterapia e contagem de carboidratos, e outras doengas como
cancer, doenca hepatica e renal.

2.2 Desenho do estudo
Este foi um estudo clinico de grupos paralelos no qual os participantes
foram randomizados em dois grupos (grupo Controle e grupo Suco de

Laranja), durante 12 semanas consecutivas. O estudo foi conduzido na
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara, entre Agosto e
Dezembro de 2016. Os participantes do grupo Controle receberam orientacao
nutricional e, aos participantes do grupo Suco de Laranja, foi associado a
orientacdo nutricional o consumo diario de 500 ml de suco de laranja 100%.
Durante o estudo foram realizadas consultas quinzenais, com duas
nutricionistas — treinadas - e 0os parametros antropomeétricos, bioquimicos,
endoteliais, inflamatérios, dietéticos e presséo arterial foram obtidas ao inicio
estudo (periodo basal) e ao final (122 semana) do estudo. A fungcéo endotelial
foi realizada e interpretada por meédico vascular, em consultério clinico

apropriado, também no periodo basal e na 122 semana.

2.3 Intervencdao nutricional

Na fase de recrutamento e sob supervisdo das nutricionistas, 0s
voluntarios preencheram um questiondrio semi-quantitativo de frequéncia
alimentar [28], considerando as por¢cdes de alimentos consumidas por dia e
semana.

O Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira [29] constitui uma das
estratégias para promoc¢ao da alimentacdo adequada e saudavel, sendo um
instrumento para apoiar e incentivar praticas alimentares saudaveis tanto
individual como coletivo, da populacdo. Sao abrangidas quatro categorias de
alimentos, definidas de acordo com o tipo de processamento empregado na
sua producéao.

A primeira que deve ser a base da alimentacdo, redne alimentos in
natura que sao aqueles obtidos diretamente de plantas ou de animais (como
folhas e frutos ou ovos e leite) e adquiridos para consumo sem que tenham
sofrido qualquer alteragdo apoOs deixarem a natureza ou 0s alimentos
minimamente processados que Sao 0s in natura que, antes de sua aquisicao,
foram submetidos a alterac6es minimas. Exemplos: legumes, verduras, frutas,
batata, mandioca, tubérculos, arroz branco ou integral entre outros.

A segunda categoria, que deve ser consumida em pequenas
quantidades, corresponde a produtos extraidos de alimentos in natura ou

diretamente da natureza por processos como prensagem, moagem,
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trituracdo, pulverizagdo e refino. S&o usados para temperar e cozinhar
alimentos e para criar preparagdes culinarias variadas e saborosas, incluindo
caldos e sopas, saladas, tortas, paes, bolos, doces e conservas entre outros.

A terceira categoria, corresponde a produtos fabricados pela industria
com a adicdo de sal ou aclUcar ou outra substancia de uso culinéario a
alimentos in natura para torna-los durdveis e mais agradaveis ao paladar.
Exemplos: cenoura, pepino, ervilhas, palmito, cebola, couve-flor preservados
em salmoura; extrato ou concentrados de tomate (com sal e ou agucar); frutas
em calda ou cristalizadas; carne seca e toucinho; sardinha e atum enlatados;
queijos; e paes feitos de farinha de trigo, leveduras, agua e sal.

A quarta categoria, corresponde a produtos cuja fabricacdo envolve
diversas etapas e técnicas de processamento e varios ingredientes, muitos
deles de uso exclusivamente industrial. Sdo formula¢des industriais feitas
inteiramente ou majoritariamente de substancias extraidas de alimentos
(6leos, gorduras, acucar, amido, proteinas). Exemplos: varios tipos de
biscoitos, guloseimas em geral, cereais agucarados, bolos, barras de cereal,
sopas, macarrao e temperos ‘instantaneos’, molhos, salgadinhos “de pacote”,
refrescos e refrigerantes, iogurtes entre outros.

Na semana inicial do experimento (periodo basal), os nutricionistas
orientaram individualmente os pacientes em consultas quinzenais, com base
nos questionarios previamente avaliados, sobre quais alimentos deveriam ser
mantidos, restritos, excluidos ou adicionados na dieta, visando alcancar um
padrdo dietético mais saudavel. Foi destacada a importancia da variacdo dos
alimentos, sugestdes de horarios e quantidade de refeicdes. Foram feitas
sugestbes de preparacdes de acordo com a rotina individual. As orientacées
foram feitas com base no Guia Alimentar Brasileiro [29]. Foi enfatizada a
exclusado de alguns alimentos e substituices de outros.

Para os individuos do grupo Suco de Laranja foram entregues,
semanalmente quatro litros de suco de laranja congelado, que deveriam ser
consumidos ao longo da semana. Os participantes foram orientados a
ingerirem 500 mL/dia, distribuidos em duas porc¢des de 250 mL no lanche da

manha e no lanche da tarde. Diferentemente, o grupo Controle foi orientado a
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limitar sua ingestéo de frutas e sucos citricos (laranja, tangerina, limao) a uma
vez por semana e em pequenas quantidades. Os alimentos selecionados do
lanche da manha e tarde do grupo controle consistiam de preferencialmente
de frutas néo citricas (mac¢éo, banana, mamao, abacaxi, melancia e manga)
e porcdes limitadas de iogurte, que contivessem quantidade energética similar
ao suco de laranja do grupo experimental (120 kcal/por¢do). Na ultima
semana do periodo de estudo, os participantes preencheram novamente o
guestionario semi-quantitativo de frequéncia alimentar [28] para a analise final
do consumo alimentar.

Baseado nos registros alimentares, foi realizada a classificagdo dos
alimentos pelo método NOVA [30]. Este método identifica os alimentos e
produtos alimenticios em quatro diferentes grupos, de acordo com seu grau
de processamento. Grupo 1: Alimentos in natura ou minimamente
processados (leite integral, leite desnatado, sucos naturais, suco NFC, café e
chéa sem acucar, legumes e leguminosas crus, frutas frescas, mandioca, aveia
e farinha de tapioca ); Grupo 2: Ingredientes culinéarios processados (ex:
carnes de vaca, porco, frango, peixe e ovos — assados, fritos ou cozidos;
manteiga, margarina, azeite e vinagre; sal para saladas e condimentos; suco,
café e cha com acucar; feijdo e graos; legumes cozidos; arroz branco, batata
e mandioca; acucar e mel); Grupo 3: Alimentos processados (ex: queijos,
carnes e bacon, conservas de legumes, compotas de frutas, pao francés, péo
de farinha integral); Grupo 4: Alimentos ultra processados (ex: iogurte natural
e com frutas; salsicha e salgadinhos de pacote; maionese; refrigerantes
comum e diet, suco artificial e cerveja, bolos e biscoitos em geral , chocolate,

salgados, massas, paes industrializados e macarréo instantaneo).

2.4 Suco de laranja

Os participantes randomizados no grupo Suco de Laranja receberam
suco de laranja 100% puro, obtido por processo comercial NFC (not from
concentrate). O suco foi fornecido pela Citrosuco S.A. (Matéo, SP, Brasil), foi

obtido das laranjas Pera Rio, sendo acondicionado no Laboratério de Analise
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Sensorial da FCFAR-UNESP em garrafas PET transparente de 2 litros. As
garrafas foram mantidas congeladas até o momento da entrega aos
voluntarios.

O suco de laranja processado utilizado neste estudo continha 120 kcal,
/250 ml, 28 g de carboidratos totais, 15 g de sacarose, 6 g de glicose, 7 g de
frutose, 0.7 g de pectina, 72,5 mg narirutina, 61 mg hesperidina [31]. As
caracteristicas fisico-quimicas do suco de laranja foram: 0,7% de acidez total
titulavel, 15° Brix de solidos soluveis totais, 204 mg de acido ascorbico, 34 mg
de compostos fendlicos de equivalente em &cido galico, e 950 equivalentes
de trolox de capacidade antioxidante [31].

2.5 Avaliacdo Antropomeétrica

A circunferéncia da cintura (cm) foi aferida no ponto médio entre a
ltima costela e crista iliaca com fita métrica inelastica. As medidas de peso
corporal (kg), massa magra (kg), massa gorda (kg), e area de gordura
abdominal (cm?2) foram analisadas por equipamento de bioimpedancia
tetrapolar de alta frequéncia (Inbody 720®). Antes do exame, 0s voluntarios
deveriam estar em jejum completo de 2 horas, estar vestindo roupas leves,
nao ingerir bebida alcodlica e ndo praticar atividade fisica intensa nas ultimas
24 horas. A estatura foi medida apenas na primeira consulta com o voluntario

descalco e com estadidmetro de precisdo 0,1 cm.

2.6 Avaliagéo Laboratorial

A coleta das amostras de soro foi realizada por técnicos do Laboratério
de Andlises Clinicas Séo Lucas de Araraquara — SP. Foram coletados 30 mL
de sangue dos participantes, em jejum de 12h, O sangue foi centrifugado
(3.000 rpm por 10 min) para obtencdo das aliquotas de soro, que foram
devidamente identificadas e armazenadas a -80°C até a realizagdo dos
procedimentos analiticos. Ao longo do estudo, foi pedido aos participantes que
mantivessem o uso dos medicamentos habituais e os niveis de atividade
fisica. Os participantes do grupo Suco de Laranja foram monitorados para a

ocorréncia de efeitos adversos oriundos da ingestédo de suco de laranja, como
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manifestagbes gastrointestinais, alergias ou alguma ocorréncia considerada
anormal.

As medidas de colesterol total, LDL-C, HDL-C, triglicérides, glicemia
foram avaliadas pelo método de Quimica Seca, sistema analitico VITROS 250
Chemistry System®, Ortho Clinical Diagnostics, da Johnson & Johnson®. A
andlise do acido urico foi realizada através do método enziméatico
automatizado. Os valores de insulina foram avaliados por ensaio de
eletroquimioluminescéncia. A analise de usPCR foi realizada usando método
automatizado de imunoturbidimetria, capacidade antioxidande total foi
avaliada pelo método do radical ABTS [32]. Os marcadores inflamatérios
TNF-alfa e IL-6 e os biomarcadores de funcdo endotelial ICAM-1 e VCAM-1

foram analisados por meio de KIT comercial MILLIPLEX para Luminex.

2.7 Presséo arterial

A pressao arterial sistolica e a diastolica foram aferida em duplicata, e foi
considerada a média dessas medidas, por meio de equipamento automatico
de braco superior e digital (ReliOn, HEM-741CRELN, USA). Todas as
medidas foram tomadas de acordo com a pratica padrdo pela mesma
profissional nutricionista. Os pacientes permaneciam em siléncio, sentados e

relaxados por pelo menos 5 minutos antes da aferi¢éo.

2.8 Funcéo Endotelial
Espessamento Médio Intimal da Artéria Carétida (CA-IMT)

Foi realizado o ultrassom-doppler das carétidas onde os pacientes
permaneceram em decubito dorsal horizontal com a cabeca ligeiramente
inclinada para o lado contralateral & car6tida estudada. Utilizou-se o
equipamento ultrassonografico SAMSUNG, SonoAce R7 EX, com Color
Doppler, Power Doppler, Power Doppler Direcional, Doppler Espectral
Pulsado, com um transdutor linear de 5 a 12 MHz com cortes longitudinais e
transversais.

O espessamento médio intimal (CA-IMT) foi obtido pelo método

automatizado, com determinacéo das espessuras maxima e média, utilizando
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se software especifico (AtheroEdge ™). As medidas foram aferidas na parede
posterior das car6tidas comuns, esquerda e direita, em um segmento de
aproximadamente 10 cm de extenséo, precedendo o bulbo carotideo. Foi
considerada a média entre as duas medidas para fornecer a CA-IMT maxima
e média. Para obtencdo do espessamento médio intimal (CA-IMT) foram
realizados 150 pontos de medidas automatizadas (no minimo), e o ponto de
maior espessura foi considerado o espessamento médio intimal maximo. Foi
utilizado gel condutor sobre a pele do paciente na regido do transdutor
(aparelho que emite e detecta ondas sonoras e captam o movimento do
sangue nos vasos). Em seguida foram geradas imagens em cores das artérias
e que foram visualizadas no aparelho de ultrassom, como também a producéo
de sons similares aos batimentos cardiacos, a partir da passagem do sangue
nas artérias, sendo posteriormente analisadas pelo médico especialista.

O CA-IMT é um marcador de aterosclerose subclinica (lesdo
assintomatica) e deve ser avaliada em todos os pacientes adultos ou
hipertensos assintomaticos com risco moderado de doenca cardiovascular.
Valores de espessura intima-média (CA-IMT) com menos de 1,0 mm, de
acordo como a Associacéao Brasileira de Cardiologia, devem ser considerados
anormais. A ultrassonografia da artéria carétida € o método de escolha e os

resultados séo confiaveis, desde que determinados padrbes sejam seguidos.

Mean

0.78 mm 0.65 mm

Figura 2. Imagem representativa de medi¢gdes da espessura da média intima.
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Velocidade Pico-Sistélica (CA-PWV) da artéria carétida

As medicdes para o célculo do pico sistolico da artéria cardtida (CA-
PWV) comum e interna foram realizadas simultaneamente ao teste CA-IMT
com o ultrassom, posicionando o angulo da insonacgéo, entre o raio do
transdutor e o eixo axial do vaso, o mais préximo possivel do zero. Ambos séo
medidos através do doppler das carétidas. Todos os exames foram realizados
pelo mesmo operador, médico vascular, em seu consultério, em sala
apropriada contendo todo material necessario e com auxilio de enfermagem

durante os exames.

Dilatacdo fluxo mediada da artéria braquial (BA-FMD)

A dilatacdo fluxo mediada da artéria braquial (BA-FMD) foi avaliada
pelo didametro da artéria antes e pds-isquemia induzida, apds 15 minutos de
descanso na posicao supina em uma sala silenciosa com ar condicionado,
[33]. Segundo as diretrizes preconizadas, € encontrada uma posicao
satisfatoria para a localizacdo do transdutor, e seguida é marcada a fossa
cubital (area triangular na porcéo anterior do cotovelo). Apdés um descanso de
10 minutos na posicao de decubito dorsal, a artéria braquial foi identificada
longitudinalmente de 2—10 cm proximal a fossa cubital, e finalmente a BAFMD
€ mensurada. Um Unico pesquisador, analisou todos os arquivos de imagens,
e o diametro de pico foi definido como o maior didmetro obtido apds a
liberacdo da ocluséo. A resposta da FMD foi calculada como alteracéo relativa
do didmetro diastélico em relagdo ao valor basal, em comparacdo com o
didmetro diastolico maximo. Ao final obteve-se a média das medidas
efetuadas [33,34].

Estratificagcédo do Risco Cardiovascular

A estratificacdo do Risco Global, foi realizada com base na V Diretriz
Brasileira de Dislipidemia e Prevencgao da Aterosclerose [35], que recomenda
trés etapas:

Etapa 1: Identificacdo de doenca aterosclerotica clinicamente evidente

ou, formas subclinicas de aterosclerose, como doenca arterial coronariana,
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cerebrovascular ou obstrutiva periférica; aterosclerose subclinica significativa
documentada por métodos diagndstico; procedimentos de revascularizacao
arterial; diabetes mellitus tipos 1 e 2; doenca renal cronica;
hipercolesterolemia familiar. Se positiva, o individuo € imediatamente
classificado como alto risco, pois a chance de apresentar um primeiro ou novo
evento cardiovascular em 10 anos € superior a 20%.

Etapa 2: Analise do risco global: Quando o individuo ndo se enquadra
nas condi¢cdes descritas da primeira fase, faz-se a estimativa do Escore de
Risco Global. Esse algoritmo estima o risco do individuo apresentar um evento
cardiovascular (Doenca Arterial Coronariana, Acidente Vascular Cerebral,
Doenca Arterial Obstrutiva Periférica, Insuficiéncia Cardiaca) em 10 anos. A
distribuicdo dos pontos e percentual de risco é diferenciada para mulheres e
homens, idade, HDL-C, PAS (n&o tratada), PAS (tratada), fumo e diabetes.
Quando o ERG é inferior a 5%, o paciente é classificado como “risco baixo”,
exceto aqueles com histéria familiar de doenca cardiovascular prematura,
sendo reclassificado para “risco intermediario”. Homens com ERG entre 5% e
20% e mulheres com ERG entre 5% e 10% também s&o inicialmente
considerados de “risco intermediario”. S&o considerados de “alto risco” os
homens com ERG > 20% e as mulheres com ERG > 10%.

Etapa 3: Reclassificacdo do risco devido a fatores agravantes. Os
pacientes de risco intermediario que apresentam quaisquer fatores
agravantes sao reclassificados para “alto risco”. S&o considerados fatores
agravantes: histéria familiar de doenca arterial coronariana prematura
(parente do primeiro grau masculino <55 anos ou do sexo feminino <65 anos);
sindrome metabdlica; proteina C reativa de alta sensibilidade> 2 mg/L;

espessura intima-média carotidea > 1,00 mm.

2.9 Célculo amostral, Randomizacgao e Andlise Estatistica

O tamanho da amostra foi estabelecido com o programa BioEstat 5.0
com nivel de significancia de 5% e um poder minimo do teste de 80%. Para
esse calculo foram levados em consideracéo resultados previamente obtidos

por Ribeiro, et al, 2017 em uma populacédo com caracteristicas semelhantes,
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na qual observou-se a reducéo nos valores de LDL-C ap@s intervengdo com
suco de laranja [14]. Portanto, para foi estimado um tamanho amostral minimo
de 21 individuos por grupo, totalizando 42 individuos. O tamanho final da
amostra foi estimado considerando-se uma taxa de desisténcia de 15%,
totalizando 48 individuos.

A estratificacao foi realizada por sexo dos participantes selecionados
por e distribuidos segundo sequéncia de numeros aleatorios gerados por
computador. A aleatorizacao foi feita em seguida, através do método de em
blocos de quatro, onde foram sorteados 0s seis arranjos possiveis,
considerando-se os dois grupos de estudo. Os pesquisadores responsaveis
pela intervencdo realizaram a alocacdo e atribuicdo dos participantes as
intervencdes, assim como a entrega do suco de laranja ao longo do periodo
de estudo.

Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo. A
normalidade dos dados foi avaliada pela assimetria e curtose. Foi aplicado o
teste T student para amostras independentes entre 0s grupos para comparar
0 novo padréo alimentar dos pacientes. Utilizou-se a analise de variancia de
medidas repetidas mista (ANOVA two way) seguido da analise post-hoc
(Sidak) para verificar mudancas das variaveis ao longo dos tempos de estudo
e também entre as intervencdes. Utilizou-se o programa computacional SPSS
(Statistical Package Social Sciences) versdao 22 sendo considerados

significativos valores de p<0,05.

Resultados

3.1 Populacéo de estudo

Finalizaram o estudo sessenta e oito participantes, com idade média de
47 + 8 anos, sendo a maioria constituido por mulheres (69%). Todos o0s
voluntarios foram classificados de acordo com o IMC: acima do peso (19%),
obesidade grau 1 (40%), obesidade grau 2 (39%). Em relacdo ao nivel de

escolaridade, 13% dos individuos possuiam ensino fundamental, 51%, ensino
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médio, 32% ensino superior completo e 6 % pds-graduacdo. Um total de 76%
declarou ter renda até 4 salarios minimos, 14% entre 4 e 8 salérios e 10%, de
8 a 10 salarios. Em relacdo a pratica de atividade fisica, 35% declararam
praticar atividades leves (caminhadas) e 65% nao praticavam qualquer tipo de
atividade. Nenhum participante fazia uso de suplementos dietéticos, e apenas
um individuo se declarou fumante.

No grupo controle, 47% dos individuos néo faziam uso de
medicamentos, e 32% utilizavam drogas para hipertensdo, 6% para
triglicérides elevado e 41% para diabetes. No grupo Suco de Laranja, 32%
dos individuos ndo faziam uso de medicamentos, e 59% utilizavam drogas
para hipertenséo, 6% para colesterol elevado e 23% para diabetes. Nao houve
relato de efeitos adversos pelo consumo de suco de laranja durante todo o
periodo do experimento. Durante o estudo, os participantes ndo alteraram seu
nivel de atividade fisica e o uso de medicamentos. Na Tabela 1 sdo mostradas

as caracteristicas basais dos participantes do estudo.

3.2 Avaliagdo do consumo de alimentos minimamente processados e
ultra processados

De acordo com o Guia Alimentar Brasileiro e considerando suas quatro
categorias de alimentos, observamos gque na Categoria 1- alimentos in natura
ou minimamente processados, nossos voluntarios consumiam basicamente
leite integral, leite semidesnatado; sucos de fruta naturais, café e cha sem
acucar; legumes e leguminosas crus, frutas frescas, farinha de aveia e farinha
de tapioca, em ambos os grupos. No final do experimento o grupo controle
manteve a mesma ingestao do inicio do experimento, porém no grupo suco
de laranja, apresentou um aumento na ingestdao de 15 por¢cdes na semana,
gue podemos associar ao consumo diario do suco de laranja.

Na categoria 2 — 6leo, gordura, sal e acucar, tanto o grupo controle,
como o0 grupo suco de laranja, apresentaram uma reducdo de 10% no
consumo de suco, café e cha com acucar; feijao e graos; sal para salada e
condimentos; agucar e mel; legumes cozidos; arroz branco e integral cozidos

com 6leo; manteiga, margarina, azeite e vinagre; carnes em geral.
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Na categoria 3 — alimentos processados, ambos 0S grupos
apresentaram uma reducédo no consumo de 8% de queijos, bacon, carnes,
pao francés e integral.

Na categoria 4 — alimentos ultra processados, ambos 0Ss grupos
apresentaram uma reducdo meédia no consumo de 12% de iogurte natural e
com frutas, lanches de carrinho, maionese, patés, chantilly, refrigerantes,
sucos artificiais, cerveja, salgados assados e fritos, massas, frios (presunto,
mucarela, mortadela), paes industrializados.

A avaliacdo do consumo de alimentos pela classificagdo NOVA
mostrou reducéo de 10% no grupo controle e 13% no grupo Suco de Laranja
dos alimentos ultra processados. Ja os alimentos processados foram
reduzidos em 8% e 9% respectivamente nos grupos controle e Suco de
Laranja, enquanto os ingredientes culinérios processados reduziram em 11%
nos controles e 10% no grupo Suco de Laranja. Porém, apenas o grupo Suco
de Laranja mostrou aumento significativo de 30% no consumo dos alimentos
in natura ou minimamente processados, enquanto 0s controles nao
modificaram o consumo desses itens dietéticos. Essas alteracdes se deveram
a orientacdo nutricional frequente, e ao constante apoio presencial ou a
distancia por meio de telefone ou meio digital. O aumento significativo do
grupo Suco de Laranja para os alimentos minimamente processados se deveu

ao consumo diario de suco de laranja (Figura 2).

3.3 Avaliagdo Antropométrica

Apoés 12 semanas da orientacdo nutricional o grupo controle mostrou
reducado significativa do peso corporal (-2%), IMC (-3%), circunferéncia da
cintura (-7%), massa gorda (-5%) e gordura abdominal (-5%), sem alterac&o
da massa magra (Tabela 2). Similarmente, no grupo suco de laranja foi
observada reducdo significativa no peso corporal (-2%), IMC (-2%),
circunferéncia da cintura (-5%), massa gorda (-5%) e gordura abdominal (-
4%), havendo manutencéo da massa magra ao longo do periodo (Tabela 2).

As modificagdes advindas da orientagdo nutricional parecem ter

afetado positivamente os para@metros antropométricos, sem haver diferencas
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entre os grupos controle e suco de laranja, e sem ser detectada perda de
massa muscular durante o periodo do experimento (Tabela 2).

3.3 Avaliacédo dos Parametros Bioquimicos

Entre os parametros bioquimicos analisados, apenas o HDL-colesterol
mostrou diminuicao significativa de 10% no grupo controle apos a orientagdo
nutricional. Todos as outras variaveis, como: glicose, insulina, colesterol total,
LDL-C, triglicérides e acido urico, ndo se modificaram nos dois grupos com as
alteracdes dietéticas e ou com a incorporacdo do suco de laranja na dieta
(Tabela 2). Porém, foi observada um aumento da capacidade antioxidante,

medida pelo ABTS, de 1% em ambos os grupos (Tabela 2).

3.4 Avaliacdo dos Parametros Inflamatorios

Foram observadas reducbes significativas em todos parametros
inflamatorios no grupo Suco de Laranja, como descrito a seguir: ICAM-1 (-
14%), VCAM-1 (-15%), usPCR (-22%), IL-6 (-45%) e TNFa (-20%). O grupo
controle por sua vez diminuiu significativamente o IL-6 (-45%) e o TNFa (-
14%), sendo esta diminuicdo menos intensa e significativa em comparagao ao

grupo Suco de Laranja (Tabela 2).

3.5 Avaliacédo da Presséao Arterial e da Funcéo Endotelial

Ambos o0s grupos apresentaram reducdo significativa na pressao
arterial sistolica e na diastélica apdés a orientacdo nutricional. No grupo
Controle foi detectada reducéo de 9% na pressao sistélica e 11% na diastdlica;
enquanto no grupo Suco de Laranja as reducbGes foram de 7 e 8%
respectivamente na pressao sistdlica e diastolica (Tabela 3).

Ambos os grupos apresentaram reducao significativa CA-IMT, tanto a
medida manual como a medida automatica média e maxima. Em ambos os
grupos a CA-IMT-manual reduziu em 10% e a CA-IMT-automatica maxima
reduziu 5%. A CA-IMT-automatica média reduziu 9% no grupo Controle, e
10% no grupo Suco de Laranja (Tabela 3). Ao longo do experimento, a PWV
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da cardtida (CA-PWV), antes e depois do tratamento, ndo se modificou para
ambos os grupos (Tabela 3).

As medidas da BA-FMD foram acima de 10%, tanto no grupo Controle
e Suco de Laranja, significando que a funcdo endotelial estava normal para
todos os participantes do estudo. Essas medidas também n&o foram
diferentes ao longo do experimento para ambos os grupos (Tabela 3).

3.6 Avaliacdo do indice de Risco Cardiovascular
No inicio do experimento o grupo Controle tinha 16 pessoas com risco
baixo, finalizando a 12° semana com 23 pessoas; enquanto que no grupo
Suco de Laranja, na semana zero, haviam 14 pessoas e na 12° semana foram
contabilizadas 18 pessoas. Por outro lado, o grupo Controle na semana zero
possuia 17 pessoas com risco alto, finalizando a 12° semana com 9 pessoas;
enquanto que no grupo Suco de Laranja, ha semana zero houve 20 pessoas

com risco alto, e na 12° semana apenas 6 pessoas (Figura 3).

Discussao

Efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios sistémicos tem sido
associados ao consumo regular de frutas citricas, ou de suco de laranja 100%,
em estudos clinicos e epidemiolégicos [15]. No presente estudo foi mostrado
que a associacdo do consumo diario do suco de laranja associado a
orientagdo nutricional para uma dieta mais saudavel, reduziu fatores de risco
cardiovasculares relacionados a inflamacao sistémica e a funcédo endotelial
em individuos com sindrome metabdlica. Estes efeitos culminaram na
reversao de risco cardiovascular alto para risco baixo em 41% dos pacientes,
enguanto no grupo sem suco de laranja a taxa de reverséo foi de apenas 24%.
Tal fato, pode ser explicado a agdo dos compostos antioxidantes presentes
em elevadas concentracbes no suco de laranja, como a vitamina C,
carotenoides e flavonoides citricos.

Ao final do periodo experimental foram constatados efeitos benéficos

advindos da associagao entre a dieta saudavel e suco de laranja, que levaram
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a reducdo de mediadores inflamatérios que impactam o risco cardiovascular,
como: ICAM-1, VCAM-1, IL6, TNF-a e hsPCR, e 0 aumento da capacidade
antioxidante e da funcéo vascular e endotelial, monitorada pela CA-IMT, CA-
PWYV e BA-FMD, foram similares em intensidade e significancia com a dieta
isolada e na presenca do suco associado a dieta. Estes resultados reforgcam
a acao cooperativa e sinergética do suco de laranja na alimentacdo saudavel,
agregando beneficios extras no controle do risco cardiovascular.

Os parametros antropométricos também foram igualmente afetados
pela dieta saudavel e pela dieta com o suco de laranja, com reduc¢des na
massa corporal, IMC, circunferéncia da cintura, massa gorda e gordura
abdominal. Esses resultados demonstraram que a orientacdo nutricional
realizada junto aos pacientes para a aquisicdo de um padrdo alimentar mais
saudavel foi alcancada. Desta forma, o suco de laranja parece contribuir no
tratamento nutricional dos pacientes mantendo os beneficios alcancados pela
implantac&o da dieta. Ao contrario de estudo anterior [14], o presente trabalho
nao almejou a restricdo energética para a perda de peso per se, mas melhorar
0 padrao das preparacfes dos alimentos e reduzir uso dos ingredientes
culinarios ndo saudaveis. De fato, a orientagdo nutricional visou melhorar a
qualidade nutricional da dieta, reduzindo a quantidade de alimentos
processados e ultra processados, mas mantendo ou aumentando 0s
alimentos in natura e 0s minimamente processados, em concordancia com
uma visdo mais moderna da intervengao nutricional [36].

De acordo com essa nova concepcéo [30], uma boa nutricdo deve
estimular o uso de alimentos in natura ou minimamente processados, evitando
0 uso de alimentos processados e ultra processados. Em geral, os alimentos
processados sao feitos a partir de fontes baratas de energia e nutrientes, e
contém diversos aditivos, como corantes, acidulantes e flavorizantes, nem
sempre in6cuos e ou saudaveis. Eles sdo ricos em amidos refinados,
acucares e sal, e pobres em proteina, fibras dietéticas e micronutrientes. Além
disso séo hiperpalataveis, atrativos, com longo prazo de validade e de baixo
custo, promovendo assim o0 consumo excessivo. Devido a intensa

incorporacdo desses produtos na dieta dos paises de média e baixa renda,
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como na América Latina e especificamente no Brasil, tem havido uma reducgéo
significativa no consumo dos alimentos in natura e minimamente processados.
Essa modificacdo nos padrdes dietéticos histéricos desses paises tem levado
ao consumo de dietas ndo saudaveis e a varias doencas nao transmissiveis
relacionadas a dieta [37].

Sob esta nova perspectiva nutricional, a incorporagdo do suco de
laranja representou uma relevante melhoria na qualidade da dieta, pois sua
adicdo contribuiu para o aumento de 8% do consumo dos alimentos
minimamente processados (por¢cdes por semana) no grupo Suco de Laranja.
Portanto, a implantagdo de um padrdo alimentar mais saudavel pelo consumo
frequente do suco de laranja, e a reducdo dos alimentos ultra processados e
processados, foi alcancado com maior sucesso no grupo Suco de Laranja. O
grupo Controle também melhorou a qualidade da dieta em relacdo a reducao
de alimentos processados e ultra processados, mas ndo aumentou o0 consumo
de alimentos in natura ou minimamente processados.

Todavia o uso continuo da dieta saudavel, que preconizou um teor
reduzido de lipidios, foi também responséavel pela diminuicdo do colesterol de
HDL no grupo Controle. Isso pode ser considerado um fator negativo da
intervencao dietética em relacdo ao risco cardiovascular, uma vez que este é
um fator relevante na classificacdo da sindrome metabdlica. Estudos
anteriores tem mostrado que a reducao de gorduras totais na dieta reduzem
o LDL-C, juntamente com diminuicdo ndo desejavel do HDL-C [38, 39, 40, 41].
De forma oposta, o suco de laranja nao promoveu a modificacdo nos niveis
de HDL-C, mostrando efeito neutro em relacéo a esta fragao lipidica.

Por outro lado, o suco de laranja foi associado a reducédo em torno de
10% no colesterol total circulante, sem alterar o HDL-C e LDL-C. Também as
medidas de glicose, insulina, triglicérides e acido urico ndo foram modificados
ao longo do experimento em ambos 0s grupos, mostrando que o padrao
saudavel de dieta em associagdo ou ndo com o suco de laranja agiu de forma
neutra sobre estes parametros bioquimicos. Interessante notar, que tanto os
triglicerideos com a glicemia de jejum se apresentavam muito proximos ou

acima do limiar de recomendacdo. Este perfil bioquimico demonstra que
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eventos metabdlicos adversos jA& estavam em curso, sendo que
manifestacbes subclinicas, como a presséo elevada e a resisténcia a insulina
foram detectados nesta populacéo.

A acdo antioxidante e anti-inflamatoria do suco de laranja em
associacdo com a dieta saudavel foi observada no presente estudo pelo
aumento da capacidade antioxidante e pela reducédo significativa dos
marcadores inflamatorios 1L6, TNF-alpha, usPCR, e da funcédo endotelial,
ICAM e VCAM. O estresse oxidativo e inflamatério tem papel critico na
aterosclerose, contribuindo para a oxidacdo da LDL e formacao de células
espumosas proé-inflamatérias [42]. Os macréfagos modificados produzem
concentracfes elevadas de mediadores inflamatérios e citocinas, além de
fatores aterogénicos que levam a proliferacéo celular e degradacao da matriz
endotelial do vaso e, eventualmente, a eventos tromboembolicos [43]. Eles
secretam citocinas inflamatérias, como IL6 e TNFa, que por sua vez
estimulam a producdo de moléculas de adesdo, como o ICAM-1, VCAM-1,
integrinas e seletinas, entre outras [44,45]. Associado a esses fatores
inflamatérios subclinicos, usPCR participa diretamente no processo
aterogénico, mediando o recrutamento de mondcitos e estimulando a
liberacdo de IL6 e TNFa [46]. Desta forma, é possivel concluir que
componentes do suco de laranja auxiliaram na reducdo de todos os
parametros inflamatoérios subclinicos, devido principalmente a ac¢do dos
flavonoides [25,47,48].

O exame clinico da funcdo vascular pela técnica ultrassom-doppler
mostrou que em média 0s pacientes com sindrome metabdlica estavam
dentro da faixa de normalidade para: (1) dilatacdo fluxo-mediada da artéria
braquial (BA-FMD > 10%), (2) espessamento médio-intimal da carétida (CA-
IMT < 1,5 mm), e (3) velocidade de pico-sistolico (CA-PWV <125 cm/s). Esses
dados sugerem a auséncia de placas ateroscleréticas, ou estenose nas
paredes das artérias carotidas, e normalidade do fluxo sanguineo. Apesar dos
pacientes serem todos assintomaticos, foi observada uma reducéo de 10% da
espessura da cardtida (CA-IMT) nos pacientes de ambos 0s grupos apos a

intervencado dietética. Por outro lado, entre 0s pacientes que apresentavam
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BA-FMD <10% no inicio da intervencao dietética (n=11 no grupo Controle e
n=15 no grupo Suco de Laranja), houve melhora significativa em 82% dos
controles e em 93% daqueles que tomaram suco de laranja. Isso significa que
o padrao de dieta saudavel imposto aos pacientes foi favoravel a reversao da
disfuncéo endotelial-vascular, e que o suco de laranja ndo so6 sustentou, mas
também ampliou o impacto positivo na funcéo endotelial.

Adicionalmente, o estudo de correlacédo entre a ingestdo do suco de
laranja e marcadores da funcao endotelial, detectou uma correlagéo positiva
e significante entre a CA-PWYV e a ingestdo do suco de laranja (r=30, p<0.01),
mostrando melhoria do fluxo sanguineo devido a menor rigidez da artéria
braquial. Outros, ja haviam detectado reducdo do CA-PWV com a ingestéo
continuada de suco de grapefuit em mulheres saudaveis na pés-menopausa.
Segundo os autores, essa condi¢cao foi revertida pela acdo dos flavonoides
citricos [26]. Melhoria similar na BA-FMD foi encontrada também apos
ingestdo de refeicdo gordurosa associada ao suco de laranja 100% ou
enriquecido com flavanonas citricas. Este efeito positivo foi coincidente com o
pico dos metabdlitos de naringenina e hesperetina na circulacao (7h) e niveis
sustentados de Oxido nitrico plasmatico. De acordo com os autores, as
flavanonas das bebidas citricas seriam responsaveis por neutralizar o declinio
transitorio da funcédo endotelial pés-prandial [24]. Um outro estudo também
detectou normalizacdo da BA-FMD apds uma semana do consumo de suco
de laranja vermelha, embora apontou que a reducdo dos mediadores
inflamatérios usPCR, IL-6 e TNF-alfa foram responsaveis pelo efeito
observado, ndo sendo constatada alteracdo no 6xido nitrico plasmatico [47].

No inicio do presente estudo foi ainda observado que entre os
pacientes, 94% dos controles e 88% do grupo Suco de Laranja apresentavam
pressdo sistdlica acima de 120 mmHg, ou seja, uma alta prevaléncia de
hipertensdo nesta populacdo com sindrome metabodlica. Todavia, o
tratamento dietético reduziu a taxa de hipertensdo em 18% dos controles e
21% dos pacientes tratados, que talvez possa ser atribuido ao uso continuado
do suco de laranja. Anteriormente ja haviamos detectado reducao da presséo

arterial sistolica em pacientes eutréficos, e na pressao arterial diastolica de
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obesos, apdés a ingestdo continuada de suco de laranja 100% por oito
semanas [49]. Outros também mostraram reducdo dos niveis pressoricos
apos a ingestao de suco de laranja ou de flavonoides citricos. Os mecanismos
envolvidos, embora ndo completamente esclarecidos, passam pela reducéo
dos mediadores inflamatorios e sistémicos, como a IL6, TFN-alfa, e usPCR,
bem como dos marcadores da fungcédo endotelial microvascular, VCAM-1 e
ICAM-1 [25,47,48,50].

Finalizando a discusséo dos dados do presente estudo, foi observada
uma reducao significativa na prevaléncia de alto risco cardiovascular global,
de 47% nos controles, e de 70% nos pacientes tratados com suco de laranja.
Pela primeira vez é mostrado que um padrao dietético saudavel associado a
um alimento minimamente processado, rico em compostos bioativos, como o
suco de laranja, foi fundamental para a reducé&o do risco cardiovascular global.
Os mecanismos subjacentes responséaveis por esses resultados baseiam-se
em estudos anteriores que mostraram que os flavonoides citricos sdo capazes
de reduzir o estresse oxidativo e inflamatério, com beneficios para a funcéo

endotelial e a saude cardiovascular, reduzindo o risco cardiovascular global.
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Table 1: Baseline characteristics of subjects with metabolic syndrome
undergoing dietary intervention combined with orange juice intake for 12

weeks
Groups Control Orange Juice Total
Anthropometry n 34 34 68
Age years 46 +9 46 +9 469
Sex m/f 11/23 12/22 23/45
Body weight kg 95+ 16 96 + 16 96 + 16
BMI kg/m?2 35+4 34+4 35+4
Waist Circumference cm 106 + 12 104 + 10 105+ 11
Lean mass kg 31+7 32+7 32+7
Fat mass kg 40+9 39+9 40+£9
Abdominal Fat cm?3 155+ 31 154 + 22 155 + 27
Biochemical
Glucose mg/dL 106 + 15 101 +£11 104 +£13
Insulin uu/mL 19+9 19+8 19+9
Total Cholesterol mg/dL 182 + 31 191 + 42 187 + 37
HDL-C mg/dL 55+ 12 56 +8 56 +10
LDL-C mg/dL 81 + 38 87 +29 84 + 34
Triglycerides mg/dL 199+ 74 197+ 75 198 £+ 75
Inflammatory
Adhesion Molecule ICAM-1 ng/mL 345 + 77 350 + 123 348 + 100
VCAM-1) ng/mL 503 + 158 537 + 128 520 + 143
hsPCR mg/L 0.52+0.4 0.55+0.5 0.54 +0.5
Uric Acid mg/dL  5.37 + 1.67 5.65+1.51 5,51 +1.59
ABTS umoL  1.63+0.01 1.63 +£0.03 1.63+£0.02
Interleukin-6 (IL6) ug/L 612 63 6+3
Tumor Necrosis Factor (TNFa) pg/mL 6+3 5+2 6+3
Endothelium Function
Blood Pressure Systolic mmHg 139 + 17 136 £ 16 138 £ 17
Diastolic mmHg 88+ 10 86+11 87+11
Common carotid artery Manual mm 0.06 + 0.01 0.06 + 0.01 0.06 +0.01
intima-media thickness, AUtOM Max mm 0.72 £0.09 0.73+£0.10 0.73+£0.10
(CCA-IMT) Autom wean mm 0.72 +0.10 0.75+0.10 0.74+0.10
Common yax  cm/s 64 + 13 62 + 15 63 +14
Pulse wave velocity, Common min  cm/s 18+4 16+4 17+ 4
(PWV) Internal max cm/s 64 + 16 62+ 14 63+ 15
Internal win cm/s 267 26+7 26+7
p - - - :
Brachial artery flow-mediated dilatation, % 11+5 11+4 11+5

(BA-FMD)

Student's t-test for independent samples, a=5%

No differences were found between the control and orange juice groups at baseline (p>0.05)
#EMD > 8% = normality,

# Global Cardiovascular Risk: estimated according to the Brazilian Guidelines of Cardiology, 2013.

52



Table 2: Clinical parameters of subjects with metabolic syndrome undergoing
dietary intervention combined with orange juice intake for 12 weeks

Groups

Control (n=34)

Orange Juice (n=34)

Anthropometric

Body Weight, kg

BMI, kg/m?

Waist Circumference, cm
Lean Mass, kg

Fat Mass, kg

Abdominal Fat, cm3

Biochemical

Glucose, mg/dL

Insulin, pU/mL
Cholesterol total, mg/dL
HDL-C, mg/dL

LDL-C, mg/dL
Triglycerides, mg/dL
Uric Acid, mg/dL
ABTS, pmol

Inflammatory

ICAM-1, ng/mL
VCAM-1, ng/mL
IL6, mg/dL
TNFa, mg/dL
hsPCR, mg/L

Week O Week 12
95 + 162 93 £ 15b
35+ 42 34 £ 4b
106 = 122 99 + 8b
317 31+6
40 £ 92 38 +9b
154 + 312 147+ 30
Week 0 Week 12
106 + 15 103+ 18
19+9 18+8
182 + 31 171 + 28
55+ 122 50 + 11b
81+ 38 81+30
199 + 74 184 + 61
537+1.67 524+1.44
1.63+0.012 1.65+0.02°
Week 0 Week 12
345+ 77 304 + 82
503 + 158 439+ 151
6.3+x20¢2 3.4+£19°P
6.2+ 3 53%£3
052+04 047+0.4

Week O Week 12
96 + 162 94 + 16°
34 + 42 33+4b
104 + 102 99 + 10°b
327 327
39+ 092 3749
154 + 212 147 + 23b
Week 0 Week 12
101 11 97 + 10
19+8 177
191 + 422 173+ 35b
56+ 8 52+ 8
87+ 29 84+ 29
197 +75 184 +72
5.65+1.51 5.32+1.32
1.63+0.032 1.64+0.02°
Week 0 Week 12
350+ 123 @ 299 + 106 P
537 +1282 458+ 110°
6.0+£35¢2 3.3+2.1°b
51+2%+a 41+2058
055+052 0.43+0.3°P

ANOVA two-way of repeated measures followed by Sidak's post hoc. a=5%
ab Different lowercase letters mean difference between week 0 versus 12 for the same group.
§ means difference between groups (Control versus Orange Juice).
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Table 3: Endothelial parameters of subjects with metabolic syndrome
undergoing dietary intervention combined with orange juice intake for 12

weeks

Groups

Control (n=34)

Orange Juice (n=34)

Blood Pressure

Systolic, mmHg (%)
Diastolic, mmHg (%)

Endothelium Function

Carotid Artery
IMT-manual, mm
IMT-autom pax, mm
IMT-autom mean, MM
PWV-common max, cm/s
PWV-common min, cm/s
PWV-internal max, cm/s
PWV-internal min, cm/s
Brachial Artery

FMD, %

wko <10% and wki, >10%

Week 0

139+172
88+102

Week O

0.061 +0.012
0.72 +0.102
0.72 + 0.092
64 + 13
18+4
64 + 16
267

114+54
6.6 +2.82

Week 12

127 +16°
78+11°

Week 12

0.055 +0.01°
0.68 £ 0.08°
0.66 + 0.08°
65+ 14
16+4
62 +15
24 +16

12.3+4.3
12.9+2.3°

Week 0

136 £ 162
86+11¢2

Week 0

0.064 + 0.012
0.73 +0.102
0.75+0.102
62+15¢2
16+4
62+ 14
267

10.8+4.5
7.8+1.8

Week 12

127 +15°
79+16°

Week 12

0.057+0.0°
0.70 £ 0.09°
0.68 + 0.09°
66+ 170
16+4
64 + 16
266

126 £ 4.3
13.9+5.2b

ANOVA two-way of repeated measures followed by Sidak's post hoc. a=5%
ab pDifferent lowercase letters mean difference between week 0 versus 12 for the same group.

IMT = common carotid artery intima-media thickness

PWYV = carotid artery pulse wave velocity
BA-FMD = Brachial artery flow-mediated dilatation

wko = zero week; wkiz = 12° week
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo concluiu que a orientagao nutricional associada ao
consumo diario de suco de laranja contribuiu para melhora de fatores
antropometricos, bioquimicos, endoteliais e inflamatorios em individuos com
sindrome metabdlica. Além de reverter fatores de risco cardiovasculares
relacionados a fungao endotelial e mostrar uma diminuicdo no consumo de
alimentos ultra processados e consequentemente aumento no consumo de

alimentos minimamente processados e in natura.
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