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RESUMO

O suco de laranja é fonte de varios tipos de compostos bioativos. A atividade antioxidante do
suco de laranja, relacionada a beneficios a salde, derivam ndo somente da vitamina C, um dos
principais nutrientes do suco de laranja, mas também dos flavonoides citricos, denominados
flavanonas. O presente estudo teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo e a resposta
glicémica e insulinica em individuos adultos normais submetidos a uma dose Unica de suco de
laranja fresco em comparagdo ao suco de laranja pasteurizado. Participaram do estudo 21
voluntarios que foram submetidos a duas colheitas de sangue, a primeira ap0s ingestdo de
suco de laranja fresco, e a segunda depois de um intervalo de 30 dias, ap6s a ingestdo de suco
de laranja pasteurizado. Foram realizadas dosagem das variaveis bioquimicas: triglicérides
(TG), colesterol total (CT), colesterol de LDL (LDL-C), colesterol de HDL (HDL-C),
glicemia de jejum e insulina de jejum. Para determinar o estresse oxidativo no soro dos
pacientes foram realizados os ensaios de TBARS e DPPH, antes e ap6s 0 consumo de cada
suco de laranja. Apés 24h da ingestdo de suco de laranja fresco, houve diminui¢do nos niveis
de colesterol total, efeito ndo observado apds a ingestdo do suco de laranja pasteurizado. Os
niveis de glicose se mantiveram dentro da normalidade apos a ingestdo dos sucos de laranja,
fresco e pasteurizado. Os niveis de insulina aumentaram apds a ingestdo do suco pasteurizado
em relagdo ao suco fresco. A capacidade antioxidante apresentou diferenca significativa nos
periodos pré e pds a ingestdo de suco de laranja fresco, com reducdo da porcentagem do
radical DPPH no soro dos individuos, entretanto tal diferenca ndo foi significativa para a
ingestdo do suco de laranja pasteurizado. Ndo houve diferenca significativa nos niveis de
TBARS em relagdo ao tipo de suco (fresco e pasteurizado), nem em relacdo ao tratamento

(antes e ap6s 0 consumo do suco).



ABSTRACT

Orange juice is a source of various bioactive compounds. The antioxidant activity of orange
juice, related to health benefits derive not only vitamin C, one of the main nutrients in orange
juice, but also of citrus flavonoids, called flavanones. The present study was to evaluate
oxidative stress and glicemic and insulin response in health adults who underwent a single
dose of fresh orange juice compared with orange juice. Participants were 21 volunteers who
underwent two blood samples, the first after ingestion of fresh orange juice, and the second
after na intervalo f 30 days after ingestion of orange juice. Were performed dosage of
biochemical variables: triglycerides (TG), total cholesterol (TC),LDL cholesterol (LDL-C),
HDL cholesterol (HDL-C), ratio LDL/HDL, fasting glucose and fasting insulin. To determine
the oxidative stress in patientes serum assays were performed TBARS DPPH and before and
after consumption of each orange juice. After 24 hours of ingestion of fresh orange juice,
there was a decrease in total choleseterol leves, an effect not observed after ingestion of
orange juice. Glucose levels remained within the normal range after ingestion of orange juice,
fresh and pasteurized. Increased insulin levels after taking the pasteurized juice in relation to
the fresh juice. The antioxidante capacity showed a significant difference in the periods before
and after the intake of fresh orange juice, whith a reduction of the percentage of DPPH in the
serum of individuals, however this difference was not significant for the intake of orange
juice. There was no statistically significant difference in the levels of TBARS, 24 hours after
ingestion of fresh orange juice over orange juice (NFC). Also there was no difference
statistically significant for the levels of thiobarbituric acid reactive substances before and after

consuption of fresh orange juice and NFC.



INTRODUCAO GERAL

As frutas e sucos citricos sdo fontes de varios tipos de compostos bioativos e sua
atividade antioxidante, relacionada a beneficios & sade, derivam ndo somente da vitamina C,
um dos principais nutrientes do suco de laranja, mas também dos flavonoides citricos,
denominados flavanonas (MARTI et al., 2009). A ingestdo de quantidades significativas de
suco de laranja melhora os niveis de colesterol sanguineo, reduz o estresse oxidativo, previne
a oxidacdo do LDL colesterol e diminui a agregacdo plaquetéria, contribuindo para a
prevencao das doengas cardiovasculares (AVIRAM et al, 2000; YONG et al,1999).

A absorcdo de vitamina C se da por transporte ativo na parede do intestino, onde o
acido ascoérbico é parcialmente oxidado a é&cido dehidroascorbico, e posteriormente é
transportado através da membrana celular (MARTI et al, 2009). A vitamina C participa da
preservacdo da membrana e funcdo celular e impede a oxidacdo das biomoléculas, reduzindo
assim a prevaléncia de doencas crénicas ( VAN POPEL et al, 1997; BRIGELLIUS-FLOHE et
al, 2002). Estudos epidemioldgicos sugerem que a vitamina C obtida de frutas e hortalicas,
mas ndo de suplementos (SO et al, 1996), se associa com a reducéo do risco de doenca arterial
coronariana (DECHAUD et al, 1999). Por outro lado, a ingestdo regular de suco de laranja
aumentou a atividade antioxidante no plasma de mulheres (VAN ACKER et al, 2000)
enquanto nos homens reduziu os radicais livres do sangue (BORRAIDELE et al, 1999).

Os flavonoides citricos também presentes no suco de laranja apresentam efeito
cardioprotetor e atividade antioxidante sobre as biomoléculas. As flavanonas mais abundantes
no suco de laranja, hesperidina e naringina (KAWAII et al,1999) tém sido associadas a a¢des
antioxidante(VAN ACKER et al, 2000), hipolipidémica (BOK et al, 1999;

BORRADAILE et al, 1999; SANTOS et al, 1999; SHIN et al, 1999) anti-inflamatdria e
anticarcinogénicas (SO et al, 1996; TANAKA et al, 1997; YANG et al, 1997).

Nos alimentos os flavonoides citricos se apresentam conjugados a agUcares formando
moléculas glicosidicas. Apos serem ingeridos e chegarem ao intestino grosso a molécula de
acucar é degradada por enzimas de enterobactérias e os flavonoides passam para forma
aglicona, podendo entdo ser absorvidos (CRESPY et al, 2002; NEMETH et al, 2003; DAY et
al, 1998; GEE et al, 2000; BOKKENHEUSER et al, 1987).

Gil-1zquierdo et al (2002) avaliaram as propriedades antioxidantes dos flavonoides
citricos e da vitamina C de sucos produzidos por diferentes técnicas: (1) doméstica, onde a
laranja € espremida manualmente e (2) por processo industrial de extracdo do suco: (a)
pasteurizacdo padréo e resfriamento (NFC), (b) concentragdo e congelamento. Os resultados

demonstraram que o suco comercial possui maior teor de compostos fenolicos (22%) e menor



de vitamina C (25%) que o suco doméstico. A técnica de pasteurizacdo aumentou a
concentracdo de vitamina C, em relacdo ao suco concentrado, e o congelamento nao
apresentou mudancgas significativas no teor deste componente. Portanto, as técnicas de
pasteurizagdo (NFC) e de congelamento parecem ndo afetar as propriedades antioxidantes do
suco.

De acordo com a USDA (2007) a concentragé@o de vitamina C e folato sdo maiores no
suco fresco em relacdo ao suco pasteurizado, enquanto o teor de flavonoides € o dobro no
suco pasteurizado em relacdo ao suco fresco. Em uma porc¢édo de 2509 de suco fresco ha em
media 125mg de vitamina C, 76ug de folato e 0,5mg de ferro, enquanto na mesma porcao de
suco pasteurizado ha 86mg de vitamina C, 46ug de folato e 1mg de ferro.

Apesar destas similaridades em relacdo a composicao nutricional entre os diferentes
tipos de suco de laranja, eles se diferenciam em relacdo as suas caracteristicas sensoriais
peculiares. O sabor do suco de laranja integral pasteurizado (NFC) é o que mais se aproxima
do suco de laranja fresco, enquanto o suco obtido da diluicdo do suco concentrado e
congelado apresenta o maior sabor residual (off flavor). Devido a este fato tem-se atualmente
uma demanda maior do suco integral-pasteurizado (NFC), buscando-se, de acordo com a
indUstria de sucos, atender consumidores cada vez mais exigentes e de maior poder aquisitivo
(MENDES, 2009).

Considerando-se a relevancia do suco de laranja integral pasteurizado no mercado
atual, é evidente a importancia de trabalhos que avaliem as diferencas entre a capacidade

funcional e as propriedades antioxidantes dos compostos bioativos em rela¢éo ao suco fresco.



OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o estresse oxidativo, a resposta glicémica e insulinica em individuos adultos
saudaveis sujeitos a uma dose Unica de suco de laranja fresco em comparacgao ao suco de

laranja comercialmente extraido e pasteurizado.

Objetivos Especificos
Avaliacio bioquimica:
e Perfil lipidico do sangue: triglicérides (TG), colesterol total (CT), colesterol de
LDL (LDL-C), colesterol de HDL (HDL-C)

e Auvaliacdo da resposta glicémica e insulinica

Avaliacio de variaveis antioxidantes:
e Peroxidacdo Lipidica utilizando-se 0 método de TBARS (Substancias reativas
ao acido tiobarbiturico);
e Atividade antioxidante utilizando-se o método do radical DPPH (Difenilpicril-
hidrazila)



CAPITULO 1
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Suco de Laranja

As frutas citricas sdo a principal fonte de nutrientes, como a vitamina C e o folato,
também possuem fibras e compostos bioativos como os carotendides e flavondides. Estudos
epidemiolégicos sugerem que os carotendides e flavonoides sdo responsaveis pela prevencdo
de cancer e doengas degenerativas, devido a atividade antioxidante (EJAZ et al, 2006).

O suco de laranja pasteurizado, obtido por processo comercial (NFC), € utilizado
como bebida pronta sem a necessidade de reconstituicdo, e em termos de sabor é o que mais
se aproxima do suco fresco, ao gosto do consumidor brasileiro. Este suco ndo permite muitas
misturas de sucos de variedades de laranjas, mantendo-se mais fiel ao sabor e as
caracteristicas naturais da fruta e por isso, sua producdo requer frutas de excelente qualidade.
Durante o processamento do suco integral ocorre a pasteurizacdo, a refrigeracdo e a
estocagem. Com isso, 0 suco é mantido asséptico durante todo o processamento até a sua
distribuicdo (MENDES, 2009).

O consumo de suco de laranja se tornou um habito alimentar em todo o mundo e,
como consequéncia, o consumo de suco industrializado tem aumentado ao longo dos anos.
Né&o surpreendentemente, a quota de mercado deste produto é agora muito maior do que o de
frutas frescas, especialmente nos paises desenvolvidos. O produto industrializado tem um
maior teor de flavonoides, tais como as flavanonas, hesperidina e naringina, quando
comparado ao suco fresco, devido ao processo de moagem, que usa a fruta inteira para
produzir o suco (MENDES, 2009).

1.1.1. Vitamina C

Vitamina C (&cido ascdrbico) é um micronutriente essencial necessario para 0
funcionamento normal do metabolismo humano participando de varias vias metabolicas,
obtido através da dieta, é especialmente abundante em frutas frescas, frutas citricas, e
hortalicas. Estudos epidemioldgicos sugerem que a vitamina C diminui a incidéncia e a
mortalidade em casos de doengas cardiovasculares e cancer, devido a sua capacidade de
proteger o organismo da oxidac&o lipidica e danos no DNA (JAFFE,1984).

De acordo com o National Research Council (1989) a recomendacéo atual de dieta

(RDA) de vitamina C é de 60mg/d para adultos saudaveis e ndo fumantes. A dose de vitamina



C indicada pela RDA fornece uma margem de seguranca que impede o desenvolvimento do
escorbuto (doenca desencadeada pela caréncia de vitamina C, causando hemorragia e morte).

Alguns estudos mostraram a associacdo entre altas concentracfes plasmaéticas de
vitamina C e o aumento do HDL colesterol e a diminui¢do da concentracdo do LDL
colesterol, prevenindo o risco do desenvolvimento de ateroma (JACQUES, 1992;
SIMON,1992; NESS et al, 1996).

Ness et al (1996) também encontraram correlacdo inversa entre os niveis de vitamina
C e concentracao de triglicérides no plasma. O risco de doencas cardiovasculares também esta
associado ao aumento de fatores de coagulacdo como o fibrinogénio. Outros estudos
correlacionaram a diminuicao de fibrinogénio as altas concentracdes de vitamina C no plasma
(WOODWARD et al, 1997; KHAW e WOODHOUSE, 1995).

Os efeitos benéficos de uma dieta rica em frutas citricas séo atribuidos A vitamina C e
também a atividade antioxidante dos flavonoides, prevenindo doencas degenerativas e
infecciosas (KUROWSKA e MANTHEY, 2004). As frutas citricas e 0s sucos citricos tem
sido reconhecidos como um coadjuvante importante no tratamento da hipertensdo. Os
beneficios do suco de laranja, sobre a pressdo arterial, sdo atribuidos principalmente a
vitamina C e aos flavonoides citricos, que apresentam acdo antioxidante e vasoprotetora,
respectivamente. A vitamina C atua removendo e interrompendo as reacOes dos radicais
livres, enquanto a hesperidina atua no aumento da diurese e na manutencdo da funcéo
endotelial; a ingestdo regular de suco de laranja pode atuar positivamente para reduzir 0s
fatores de risco para hipertensdo (BONIFACIO e CESAR, 2009). De acordo com Beckman et
al (2001) um estudo com administracdo intra arterial de vitamina C melhorou a disfuncéo
endotelial, em sujeitos portadores de diabetes, obesidade, hipertensdo e hipercolesterolemia.

Em varios estudos epidemiologicos tem sido demonstrado uma correlagdo inversa
entre a ingestdo de vitamina C e mortalidade (KATZ et al, 2000; KIM et al, 2005). Entre 0s
efeitos benéficos com a suplementacédo de vitamina C, tem sido descritos a melhora da funcéo
vascular em pacientes com doencas coronarianas e da funcdo endotelial em criangas com
dislipidemias (ENGLER et al, 2003). Em diabéticos causa um declinio nos niveis de radicais
livres plasméticos e diminui a pressao arterial (KIM et al, 2002).

1.1.2. Flavonoides
De acordo com suas estruturas moleculares, os flavondides sdo divididos em seis

classes: flavonas, flavanonas, flavonols, isoflavonas, antocianinas e flavanols (ou catequinas) .



Os flavonoides constituem um grupo de pigmento encontrados em plantas e sdo responsaveis
pela coloracao de flores e frutas (MACHEIX, FLEURIET e BILLOT,1990).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos frequentemente encontrados em fontes
alimentares vegetais (frutas e verduras) (BENAVENTE-GARCIA et al, 2008). Os flavonoides
encontrados nas frutas citricas, especialmente no género Citrus (Familia Rutaceae) séo
denominados flavanonas, sendo a naringina e hesperidina, os mais abundantes. Os
flavondides podem ocorrer em sua forma livre (aglicona) ou conjugada a acgucares
(glicosilada), nos alimentos estdo na forma glicosilada, e apds serem ingeridos e chegarem ao
intestino grosso, a molécula de acucar (glicose, galactose, ramnose, xilose ou arabinose) é
hidrolisada e os flavonoides passam para a forma aglicona (HARBONE et al, 2000; KIM et
al, 2003; LEE et al,1999; MACHEIX, FLEURIET e BILLOT, 1990). Assim, os flavondides
das frutas citricas, a hesperidina e a naringina sdo absorvidos no trato gastrointestinal e apos
deglicosilagdo por bactérias intestinais sdo denominadas hesperitina e naringenina,
respectivamente (AMEER et al, 1996; KUROWSKA et al, 2004; KUROWSKA et al, 2000).

Além de sua importancia fisiologica para as plantas, os flavonoides possuem valor
comercial devido as suas mdultiplas aplicacdes nas inddstrias de alimentos e farmacéutica
(BENAVENTE- GARCIA et al, 2008; BAR et al, 1990, DEL RIO et al, 1998; MARIN et al,
2007; DEL RIO et al, 2004).

Os flavondides exercem atividade antioxidante em diferentes vias metabolicas;
atividade anti-radicais livres e anti-lipoperoxidacédo. O poder antioxidante dos flavondides é
atribuido a sua capacidade de doar atomos de hidrogénio disponiveis nos grupos fenolicos,
estabilizando o elétron desemparelhado do radical livie (BURDA e OLESZEK, 2001; DI
MAJO et al, 2005).

A atividade anti-inflamatéria dos flavonoides esta relacionada com a inibicdo de
enzimas (proteina C quinase, fosfodiesterase, fosfolipase, lipoxigenase e cicloxigenase),
envolvidas na resposta inflamatdria. Os flavonoides citricos também agem na ativacdo de
células envolvidas na resposta imune, incluindo linfécitos T e B (MANTHEY, GUTHRIE e
GROHMANN, 2001).

A hesperidina inibe a migragéo de leucocitos de 48% para 34%, diminuindo o volume
de exudatos em processos inflamatérios. A hipertermia induzida em ratos foi levemente
reduzida com a administracdo de hesperidina. Esses resultados indicam que a hesperidina
obtida de frutas citricas tem um potencial terapéutico como agente anti-inflamatério (DA
SILVA, OLIVEIRA e LAPA, 1994).
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Segundo Cha et al, 2001, um estudo com ratos alimentados com &cido orético para
induzir o acimulo de triacilglicerol hepatico e colesterol, quando tratados com hesperitina,
mostrou diminuigdo dos niveis séricos de triacilglicerol e colesterol.

Kurowska e Manthey 2004, estudaram o efeito hipolipidémico e metabdlico com
formulacbes contendo hesperidina, naringina e tangeritina (polimetoxiflavona) em hamsters
com hipercolesterolemia induzida experimentalmente, o estudo mostrou reducdo nos niveis
séricos de lipoproteina de baixa densidade (VLDL), do LDL colesterol e dos triacilglicerdis.
De acordo com os autores, elevados niveis de metabolitos de polimetoxiflavonas no figado,
sdo responsaveis pelos efeitos hipolipidemicos in vivo.

Um estudo japonés também mostrou a relagdo inversa entre a ingestéo de flavonoides
e a concentracdo plasmatica de colesterol (CHOI, YOKOZAWA e OURA, 1991).

Os flavonoides citricos possuem atividade antiadesiva, capaz de inibir a agregacédo
plaquetéria. Flavonoides metoxilados (nobiletina e tangeritina) sdo mais ativos (antiadesivo)
que compostos hidroxilados (naringina, hesperidina) e mostram uma atividade similar ao
acido acetilsalicilico (BERET e CAZENAVE, 1988; ROBBINS, 1976).

O efeito hipocolesterolémico de uma dieta com suco de laranja foi investigado em
coelhos com altos niveis de LDL-colesterol, apds trés semanas de ingestdo de suco, 0s niveis
de LDL-colesterol baixaram 43% (KUROWSKA et al., 2000). Outro estudo mostrou que uma
dieta contendo 0,1% de naringenina, foi capaz de reduzir os niveis de colesterol plasmatico, e
também os niveis de colesterol e triacilglicerol hepaticos em ratos com dieta rica em
colesterol (LEE et al, 1999; LEE et al, 1999).

Os efeitos anti-cancer atribuidos aos flavondides citricos estdo envolvidos na inibigdo
de diversos mecanismos como dano ao DNA, desenvolvimento de tumor e proliferacédo de
tumor (MANTHEY, GUTHRIE, GROHMANN, 2001).

A laranja e o suco de laranja sdo boas fontes destes flavonoides e contém cerca de
40mg/100g do alimento. A ingestdo média de flavanonas é de aproximadamente 25 mg/dia
em muitos paises da Europa, com variacGes em funcdo dos habitos alimentares. O consumo
de flavonoides pela populagdo do Estado de S&o Paulo foi estimado em cerca de 60 a
106mg/dia, representado por alimentos comuns na dieta tipica brasileira (ARABBI et al,
2004).

As flavanonas sdo apontadas como redutores da hipercolesterolemia, da hipertenséo e
da obesidade (FUJOKA e LEE, 2007; KUROWSKA e MANTHEY, 2004; KUROWSKA et
al, 2000a; KUROWSKA et al, 2000b; MANTHEY et al, 2001). Em estudos com animais,

hesperitina e naringina reduziram a lipoproteina de baixa densidade, LDL-colesterol e
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triglicérides. Os poucos estudos envolvendo o consumo de laranja ou extrato de flavonoides
relataram efeitos benéficos sobre os lipidios plasmaticos. Em individuos com
hipercolesterolemia, o consumo de 750 ml de suco de laranja, diariamente, aumentou a
concentracdo de HDL em 21% (CESAR et al, 2010). Segundo Oliveira et al (2002) um
trabalho realizado com administracdo de naringina sobre o metabolismo lipidico de aves
hipercolesterolémicas, observou-se reducfes significativas dos niveis de colesterol total de
32%, aumento de 23% no HDL colesterol e reducdo do LDL colesterol de 50%.

Um dos diversos mecanismos de acdo atribuidos aos flavonoides para explicar seus
efeitos no metabolismo lipidico, se deve ao aumento de excrecdes biliares nas fezes, e a
capacidade de elevar a atividade do sistema hepéatico, aumentando o metabolismo lipidico
(NAGEM et al, 1994; NAGEM et al, 2001; PINTO et al, 1999). De acordo com estudos
realizados por Vinueza et al (2008), ratos tratados com gordura saturada, tiveram reducdo dos
niveis de colesterol total apds a administracdo de hesperidina, ndo havendo interferéncia nos
niveis de triacilglicerdis plasmaticos.

As polimetoxiflavonas sdo um grupo de flavonoides exclusivos nas espécies citricas e
estdo presentes principalmente na casca do fruto. S80 um importante componente de
mecanismo de defesa contra doengas de plantas causadas por diversos patogenos ( DEL RIO
et al,1998). Ocorrem em proporcGes variaveis em diferentes espécies de frutas citricas, sendo
utilizados como compostos marcadores para a deteccdo de adulteragdo em sucos
citricos(GEOFFREY et al 2002) conferindo sabor de sumo as frutas e sucos
citricos(VELDHUIS et al 1970).

Varios estudos tém demonstrado o papel das polimetoxiflavonas na salde humana
como antinflamatorio (AKAO et al, 2008),anti cancerigeno (LI et al 2007; YUKITO et al
2001) e anti fungico (ORTUNO et al 2006). Guthrie e Kurowska (2004) relataram em um
estudo feito com hamsters, que uma dieta rica em frutose, levou ao desenvolvimento de
anormalidades metabdlicas como resisténcia a insulina e dislipidemias. Apds suplementacéo
com polimetoxiflavonas, verificaram que 0s niveis séricos de colesterol e triglicérides

diminuiram e os niveis de insulina foram normalizados.

1.1.3. Fibras Alimentares
A fibra dietética ou alimentar é composta de diferentes polissacarideos interligados
entre si formando uma rede tridimensional na presenca de varias substancias como proteinas

de parede celular, lignina, compostos fendlicos, fitatos, oxalatos e outros (FILISETTI, 2006).
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A solubilidade das fibras alimentares estd relacionada as propriedades fisiologicas
permitindo uma divisdo simples entre aquelas que tém efeitos principalmente sobre a
absorcdo de glicose e lipidios no intestino delgado, que sdo facilmente fermentadas por
bactérias no colon (soltveis) e aquelas que sdo fermentadas lenta e incompletamente, tendo
efeitos mais pronunciados nos habitos intestinais (insoltveis) (REISER, 1997).

O consumo regular de fibras alimentares tem sido uma das mais constantes
recomendacdes feitas por nutricionistas e 6rgaos oficiais para a prevencao de doengas do trato
gastrointestinal, cardiovasculares, prevencédo ou tratamento de diabetes, hipercolesterolemia e
obesidade. Estas recomendacdes estdo baseadas na constatacdo de que as fibras alimentares
possuem efeitos fisioldgicos que sdo responsaveis por alteracBes significativas nas fungdes
gastrointestinais humanas, como reducéo na absorcédo de nutrientes, aumento da massa fecal,
reducdo nos niveis de colesterol do plasma sanguineo e reducdo na resposta glicémica
(LAJOLO etal., 2001; BOTELHO et al., 2002, KOLLER, 1994).

1.2. Glicose e insulina

A glicose € uma das principais fontes de energia para as células, entretanto para as
celulas do sistema nervoso, é a Unica. Caso essas células figuem sem energia por tempo
prolongado podem sofrer danos severos e irreversiveis. Para garantir o bom funcionamento do
organismo, a glicemia deve ser mantida dentro de limites estaveis, 0 que se consegue através
da interacdo entre ingestdo de glicose, sua liberacdo de depdsitos enddgenos e liberacdo de
varios hormonios. Os horménios da familia dos glicocorticéides, adrenalina, glucagon,
hormdnio de crescimento e insulina participam da regulacdo dos niveis de glicose sérica
(SBD, 2011). A insulina é o mais importante sendo produzido pelas células beta, localizadas
nas ilhotas de Langerhans, no interior do pancreas e tem a funcao de regular a quantidade de
glicose existente no organismo. Além disso, tem importantes acGes na econdémica energética,
como o aumento da sintese de glicogénio. Os niveis baixos de insulina faz com que as células
do figado convertam o glicogénio em glicose e excrete para o sangue. Esta é a acdo clinica da
insulina que é diretamente util em reduzir niveis elevados de glicose no sangue, como no
diabetes. Também aumenta a sintese de acidos graxos (as células gordurosas recolhem
lipideos do sangue que sdo convertidos nos triglicérides), aumenta a esterificacdo dos acidos
graxos (tecido adiposo que sintetiza gorduras), diminui a proteinélise (reducdo da degradacéo
das proteinas), diminui a lipolise (redugdo da conversdo dos estoques lipidicos das células
gordurosas em &cidos graxos sanguineos), diminui a gliconeogénese (producdo da glicose

oriunda de varios substratos presentes no figado), aumenta a absorcdo de aminoacidos e
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potassio séricos, promove o relaxamento dos mdsculos das artérias, aumentando o fluxo
sanguineo (SBD, 2011).

A resisténcia a insulina é uma anormalidade metabdlica, que compromete a habilidade
da insulina de estimular a captagdo de glicose e modular o metabolismo lipidico no figado e
musculos. Em animais e humanos a resisténcia a insulina é compensada com a
hiperinsulinemia causando defeitos no metabolismo lipidico como aumento de triacilglicerois
ricos em proteina de muito baixa densidade (VLDL) que se acumulam no figado
(TAGHIBIGLOU et al, 2000). Outro problema associado a resisténcia a insulina inclui
prejuizo na vasodilatacdo do endotélio, reduzindo a producédo de 6xido nitrico, um importante
mediador envolvido na protegdo contra aterosclerose (LI e FORSTERMANN, 2000). A
resisténcia a insulina comumente precede o diabetes tipo 2, e ambas desordens estdo
associadas com aumento do risco de doencas cardiacas. Para minimizar estes riscos é
recomendada uma dieta com baixa ingestdo de calorias especialmente gorduras e agucar, e
aumentar a ingestéo de fibras (ROTTIERS, 2000). Dietas contendo 1% de polimetoxiflavona
(tangeritina) diminuiu as concentracdes de insulina no soro sanguineo, e melhora os niveis de
oxido nitrico no endotélio (KURIOKA et al, 2000; OSHIDA et al, 2000).

1.3. Estresse oxidativo

Oxidag&o e a conversdo de uma substancia quimica em um derivado com um menor
numero de elétrons, portanto é a perda de um ou mais elétrons para outra substancia
(LARSON,1997). A transferéncia de elétrons € um dos processos quimicos fundamentais para
a sobrevivéncia das células. O efeito colateral dessa dependéncia € a producdo de radicais
livres e outras espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem causar dano oxidativo. Os
radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidos continuamente durante oS processos
metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reacfes
bioquimicas (BAE et al, 1999). As principais fontes geradoras de radicais livres sdo as
organelas citoplasmaticas que metabolizam oxigénio, nitrogénio e cloro (SHAMI e
MOREIRA, 2004). Os radicais livres possuem fungdes diversas no organismo como producao
de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de
substancias bioldgicas. No entanto seu excesso causa danos ao DNA, proteinas e organelas
celulares, provocando alterac@es na estrutura e funcées celulares, causando patologias como o
cancer, envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas,

choque hemorrdgico, catarata entre outras. Para combater os radicais livres 0s organismos
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produzem substancias que previnem danos oxidativos, ou obtém de fontes externas como
alimentos e bebidas (HALLIWELL, GUTTERIDGE e CROSS, 1992).

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducéo de
danos celulares pelos radicais livres € denominado estresse oxidativo (BARREIROS et al,
2006). Alguns dos muitos efeitos conhecidos da formacdo aumentada de ERO (Espécies
Reativas de Oxigénio) em sistemas biologicos incluem a peroxidacdo de membranas lipidicas,
dano oxidativo de &cidos nucléicos, carboidratos e oxidacdo de proteinas e lipideos. Radicais
livres causam dano ao DNA promovendo a carcinogénese, também possuem papel importante
na aterosclerose, infarto, artrite e isquemia. A defesa antioxidante na detoxificagdo de ERO
nas células é promovida por sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. Sistema enzimatico
inclui algumas enzimas como superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase entre
outras que agem especificamente contra ERO (SIES, 1991).

Um antioxidante é definido como uma substdncia que mesmo em baixas
concentrages em relacdo as de um substrato oxidavel (proteinas, lipidios, carboidratos e
acidos nucleicos) é capaz de previnir a oxidacdo desses substratos (HALLIWELL, 1996).

De acordo com Barreiros et al (2006), antioxidantes sdo substancias capazes de inibir a
oxidacdo, diminuindo a concentracdo dos radicais livres no organismo e/ou quelando ions
metalicos, prevenindo a peroxidagdo lipidica. Os antioxidantes ndo enzimaticos mais
importantes pela sua acdo benéfica ao organismo sdo as vitaminas C e E (tocoferol), os
carotenoides e os flavonoides.

Os flavondides como antioxidantes reduzem a geracao ou aumento de radicais livres
nos macréfagos, ou impedem a oxidacdo da molécula de LDL, e também podem sequestrar
ions como ferro e cobre diminuindo radicais livres no meio (FRANKEL et al, 1993). A
capacidade antioxidante dos flavonoides foi demonstrada por estudos realizados por Santos et
al (1999), onde a naringina reduziu os niveis de colesterol e triacilglicerol.
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CAPITULO 11

Avaliacido do estresse oxidativo, perfil glicémico e insulinico de individuos saudaveis

submetidos a ingestao aguda de suco de laranja fresco e comercial pasteurizado.

Simone Canuto Bergamim; Thais Borges Cesar
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RESUMO

O suco de laranja e fonte de varios tipos de compostos bioativos relacionados a beneficios a
salde e a atividade antioxidante deriva ndo somente da vitamina C, um dos principais
nutrientes do suco de laranja, mas também dos flavonoides citricos, denominados flavanonas.
O presente estudo teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo e a resposta glicémica e
insulinica em individuos adultos saudaveis submetidos a uma dose unica de suco de laranja
fresco em comparagdo ao suco de laranja pasteurizado. Participaram do estudo 21 voluntarios
que foram submetidos a duas colheitas de sangue, a primeira apds ingestdo de suco de laranja
fresco, e a segunda depois de um intervalo de 30 dias, apds a ingestdo de suco de laranja
pasteurizado. Foram realizadas dosagem das variaveis bioquimicas: triglicérides (TG),
colesterol total (CT), colesterol de LDL (LDL-C), colesterol de HDL (HDL-C), glicemia de
jejum e insulina de jejum. Para determinar o estresse oxidativo no soro dos pacientes foram
realizados os ensaios de TBARS e DPPH, antes e ap6s o consumo de cada suco de laranja.
Apos a ingestdo de suco de laranja fresco, houve diminui¢do nos niveis de colesterol total,
efeito ndo observado apos a ingestdo do suco de laranja pasteurizado. Os niveis da glicose
sanguinea se mantiveram dentro da normalidade apds a ingestao dos sucos de laranja, fresco e
pasteurizado enquanto os niveis de insulina aumentaram apos a ingestdo do suco pasteurizado
em relagéo ao suco fresco. A capacidade antioxidante apresentou diferenca significativa nos
periodos pré e pds a ingestdo de suco de laranja fresco, com reducdo da porcentagem do
radical DPPH no soro dos individuos, entretanto tal diferenca ndo foi significativa para a
ingestdo do suco de laranja pasteurizado. Ndo houve diferenca significativa nos niveis de
TBARS em relagdo ao tipo de suco (fresco e pasteurizado), nem em relacdo ao tratamento

(antes e ap6s 0 consumo do suco).

Palavras-chave: suco de laranja fresco, suco de laranja pasteurizado, estresse oxidativo, perfil

glicémico e insulinico.
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ABSTRACT

The orange juice is a source of various types of bioactive compounds. The orange juice's
antioxidant activity, related to health benefits, derive not only from vitamin C, one of the
main nutrients of orange juice, but also of flavonoids citrus, called flavanones. The present
study aimed to evaluate the oxidative stress and glycemic and insulinic response in normal
adult individuals subjected to a single dose of fresh orange juice compared to pasteurized
orange juice. Twenty one volunteers that participated in the study were subjected to two
samples of blood, the first after ingestion of fresh orange juice, and the second after an
interval of 30 days after ingestion of pasteurized orange juice. Dosage of biochemical
variables were carried out: triglycerides (TG), total cholesterol (TC) and LDL cholesterol
(LDL-C), HDL cholesterol (HDL-C), reason LDH/HDL, fasting plasma glucose and insulin
of fasting. To determine oxidative stress in individuals' serum tests were performed and
TBARS, DPPH before and after the consumption of each orange juice. After 24h from
ingestion of fresh orange juice, there was decrease in total cholesterol level, non-observed
after ingestion of pasteurized orange juice. Glucose levels have remained within normal after
ingestion of orange juices, fresh and pasteurized. Increased insulin levels after ingestion of
pasteurized juice on fresh juice. The antioxidant capacity presented significant difference in
pre and post ingestion of fresh orange juice, with a reduction of the percentage of DPPH
radical in serum of individuals, however this difference was not significant to the ingestion of
pasteurized orange juice. There was no statistically significant difference in levels of TBARS,
24 h after ingestion of fresh orange juice in respect of pasteurized orange juice (NFC). Also
not statistically significant difference was verified to the levels of thiobarbituric acid reactive

substances before and after the consumption of fresh orange juice and NFC.

Keywords: fresh orange juice, pasteurized orange juice, oxidative stress and glycemic and

insulinic profile.
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1. Introducio

O suco de laranja € fontes de varios tipos de compostos bioativos, como a vitamina C
e as flavononas. De acordo com a USDA (2010), um copo de suco de laranja de 240g
(250mL) fornece 124mg de vitamina C, 7,2mg de hesperidina, 1,5mg de naringina, 0,729 de
fibras totais, alem de carboidratos, potéssio, folato entre outros. A atividade antioxidante do
suco de laranja, relacionada a beneficios a saude, derivam ndo somente da vitamina C, um dos
principais nutrientes do suco de laranja, mas também dos flavonoides citricos, denominados
flavanonas (MARTI et al., 2009). A ingestdo de quantidades significativas de suco de laranja
melhora os niveis de colesterol sanguineo, previne a modificacdo do LDL colesterol, diminui
a agregacdo plaquetéria, contribuindo para a prevencdo das doencas cardiovasculares e reduz
0 estresse oxidativo (AVIRAM et al, 2000; YONG et al,1999).

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na inducéo de
danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo (BARREIROS et
al, 2006). Alguns dos muitos efeitos conhecidos da formagdo aumentada de ERO’s (Espécies
Reativas de Oxigénio) em sistemas bioldgicos incluem a peroxidacdo de membranas lipidicas,
danos oxidativos a acidos nucléicos, carboidratos, proteinas e lipideos. Os radicais livres
causam danos ao DNA promovendo a carcinogénese, além de promoverem a aterosclerose, o
infarto, a artrite e a isquemia. A defesa antioxidante na detoxificacdo de ERO’s nas células é
promovida por sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema enzimatico inclui algumas
enzimas como a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (SIES, 1991). O
sistema ndo enzimatico inclui as vitaminas C e E (tocoferol), os carotenoides e os flavonoides.

Os flavonoides como antioxidantes reduzem a geracdo ou aumento de radicais livres
nos macrofagos, ou impedem a oxidacdo da molécula de LDL, e também podem sequestrar
ions como ferro e cobre diminuindo radicais livres no meio (FRANKEL et al,1993). Neste
trabalho se buscou avaliar, em um grupo de individuos adultos saudaveis, o efeito da ingestdo
aguda do suco de laranja fresco e pasteurizado nos biomarcadores de estresse oxidativo e na

avaliacdo do perfil glicémico e insulinico.
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2. Material e métodos

2.1. Casuistica

Homens (n=11) e mulheres (n=10) adultos saudaveis, residentes em Araraquara (SP),
com idades variando de 18 a 60 anos. A selecdo dos voluntarios foi realizada por entrevista
individual, explicando os objetivos e procedimentos da pesquisa, e selecionando os individuos
com disponibilidade para participar do projeto, de acordo com as normas do Comité de Etica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara-SP, documento:
CEP/FCF/CAr nimero 26/2009. Os 21 homens e mulheres foram submetidos a duas etapas de
colheitas de sangue, a primeira ap6s ingerir suco de laranja fresco, e a segunda colheita apos
trinta dias com a ingestdo de suco de laranja pasteurizado. Os voluntarios ficaram quinze dias

antes de cada experimento sem ingerir frutas e sucos citricos.

2.2. Desenho Experimental

Os 21 voluntarios foram submetidos a duas etapas experimentais envolvendo colheitas
de sangue para as analises bioquimicas e oxidativas. Em cada etapa foram colhidas quatro
amostras de sangue, totalizando 32mL de sangue por pessoa e por etapa da pesquisa. A
primeira etapa foi iniciada no dia zero com a primeira colheita de sangue em jejum de 12h,
seguida pela ingestdo de 750mL de suco de laranja fresco. Apos 30 minutos foi feita a
segunda colheita de sangue e subsequentemente as outras colheitas apos 2 e 24 horas. O
segundo experimento com o suco de laranja pasteurizado ocorreu em trinta dias ap6s o

primeiro experimento, e apresentou planejamento similar ao primeiro.

2.3. Suco de laranja
Foram utilizadas laranjas Valencia (Citrus aurantium L.) procedentes da regido de

Araras para o processamento dos sucos de laranja fresco e pasteurizado.

2.3.1. Modo de preparo

As laranjas foram lavadas manualmente, com detergente de uso doméstico e
enxaguadas em agua corrente. Apos a lavagem foram higienizadas em uma solucdo de
hipoclorito 200ppm com pH 6.8 por 3minutos, secas e estocadas em refrigeracdo até o
momento do uso. O suco fresco foi processado em extrator de suco (MJ-20 Basic, Mulligan
Associates Inc., Jupiter, FL), armazenado em garrafas pléasticas e consumido em menos de 40

minutos. O suco de laranja pasteurizado foi processado pela Citrosuco (Grupo Fisher) em
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extrator JBT Food Tech., Lakeland, FL), posteriormente filtrado, centrifugado, pasteurizado,
resfriado e mantido asséptico durante a estocagem.
2.3.2. Andlise quimica do suco

Os sucos de laranja fresco e pasteurizado (Total) foram centrifugados a 10.000 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante (sobren.) e o precipitado (precipit.) foram separados. Estas
fragdes foram analisadas por HPLC-ESI-MS a fim de se delinear o perfil cromatografico dos
sucos e quantificar as flavononas e polimetoxiflavonas. As analises foram realizadas em um
HPLC-MS, 2695 Alliance HPLC (Waters) conectado em paralelo a um detector fotodiodo
Waters 996 (PDA) e a um espectrémetro de massas de simples quadrupolo Waters/Micromass
ZQ equipado com uma fonte de ionizacdo por eletrospray. O split pds-coluna do PDA para 0
detector de massas foi de 10:1. Os compostos foram separados em coluna C8 (4,6mm x 150
mm d.i.) XBridge Waters. A eluicdo foi realizada utilizando um gradiente de 0.5% de &cido
férmico em &gua/acetonitrila, com composi¢do inicial de 90:10 (v/v), e aumentando a
composicao de acetonitrila em um gradiente linear para 80:20, 75:25, 60:40, 30:70, 30:70 e
entdo diminuindo para 90:10 (v/v) a 10, 15, 23, 40, 45, e 53 min, respectivamente, a um fluxo
de 0.75 mL.min™. Os dados foram manipulados com o software MassLynx ver. 4.1
(Micromass, Division of Waters Corp., Beverly, MA). Os parametros para o espetrometro de
massas foram: modo de ionizacdo, ES; voltagem capilar, 3.0 kV; extrator de voltagem, 5 V;
temperatura da fonte, 100°C; temperatura de desolvatacdo, 225°C; desolvatagdo com N, 465
L.h%; cone de voltagem, 20V.
2.3.3.Analise bioguimica do soro

As variaveis bioquimicas foram determinadas no soro dos pacientes utilizando Kits
comerciais: triglicerideos e colesterol total por método enzimatico Trinder (LABTEST,
Brasil), HDL-C por inibigéo seletiva (LABTEST, Brasil), LDL-C (equagdo de Friedwald et
al, 1972), glicose (GOD-Trinder, LABTEST, Brasil) e insulina por imunoensaio de

electroquimioluminescéncia (ROCHE, USA).

2.4. Avaliagao do estresse oxidativo
2.4.1. Ensaio do DPPH

A capacidade antioxidante no soro dos voluntarios foi avaliada através da reducéo do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), em jejum e apds 24h da ingestdo de 750 mL de
suco de laranja fresco e pasteurizado, segundo metodologia descrita por Chrzczanowicz et al.
(2008) modificada por Nasser et al. (2011).
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2.4.2. Ensaio do TBARS

A peroxidagdo lipidica no soro dos voluntérios foi avaliada pela presenca de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) em jejum e ap0ds 24h da ingestéo de 750
mL de suco de laranja fresco e pasteurizado, segundo metodologia descrita por Yagi (1998)

adaptada por Nasser et al. (2011).

2.5. Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o programa Sigma Stat, versao 2.03.
Foi aplicado o teste da Anova Two Way para os marcadores do estresse oxidativo, antes e
apos 24h a ingestdo do suco de laranja fresco e pasteurizado. A significancia estatistica foi de

p<0,05 em todas as comparagdes efetuadas.

3. Resultados e discussao
3.1. Analise do suco de laranja

A Figura 1 apresenta uma comparagdo entre o suco de laranja fresco e o suco de
laranja pasteurizado, quanto a quantidade das principais flavononas (naringina - tr 25.2 min e
hesperidina - tg 26.6 min) presentes nestes sucos. Verificou-se que tanto a naringina como a
hesperidina estdo presentes em maior concentracdo no suco de laranja pasteurizado que no
suco fresco, em todas as fragdes (Total, Sobrenadante e Precipitado). Sendo que a quantidade
de naringina e hesperidina foram respectivamente, de 4,6 e 3,2 vezes maior no suco de laranja
pasteurizado que no suco fresco. Corroborando nossos resultados a USDA (2010) descreve

que o teor de flavonoides no suco de laranja pasteurizado é o dobro em relacéo ao suco fresco.
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Figura 1. Quantidade das principais flavononas presentes nas diferentes fracbes do suco de

laranja fresco e pasteurizado.

Figura 2. Comparagéo entre o suco de laranja fresco e o suco de laranja pasteurizado
quanto a quantidade de polimetoxiflavonas.

A Figura 2 apresenta uma comparacao entre o suco de laranja fresco e o suco de laranja
pasteurizado, quanto a quantidade de polimetoxiflavonas [Sinensetina - tg  37.8,
Quercetagetina hexametil-éter (QHME) - tr 38.9, Nobelitina - tr 39.5, Tetrametilscutelareina

(TMS) - tg  39.9, Heptametoxiflavona (HMF) - tr 40.5 e Tangeritina - tr 40.7] presentes
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nestes sucos. Verificou-se que todas as polimetoxiflavonas estdo presentes em maior
concentracdo no suco de laranja fresco que no suco de laranja pasteurizado, em todas as
fragcdes (Total, Sobrenadante e Precipitado). A nobelitina foi a polimetoxiflavona presente nos
diferentes tipos de sucos em maior concentragao e apresentou uma quantidade 2 vezes maior
no suco de laranja fresco que no pasteurizado. A tetrametilscutelareina, sinensetina,
tangeritina, heptametoxiflavona e quercetagetina hexametil-éter apresentaram uma quantidade
de 3,1; 1,7; 3,3; 24,8 e 1,7 respectivamente, maior no suco de laranja fresco que no
pasteurizado. Verificou-se também que ha uma maior concentracdo destas polimetoxiflavonas
no suco sem separacao (Total), diminuindo no sobrenadante e diminuindo ainda mais no
precipitado. Essa diferenca na composi¢do quimica do suco de laranja fresco em rela¢do ao
suco de laranja pasteurizado, provavelmente é resultado dos diferentes processos de extracéo,

uma vez que a laranja utilizada foi a mesma nos dois processamentos.

Figura 3. Quantidade das principais polimetoxiflavonas presentes nas diferentes fracdes do

suco de laranja fresco e pasteurizado.
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Figura 4. Comparacéo entre as quantidades de polimetoxiflavonas no suco fresco fresco em
relacdo ao suco pasteurizado.
3.2. Avaliacao do perfil bioquimico

As analises das variaveis bioquimicas basais mostraram que, para todos os voluntarios,
os niveis de lipideos séricos apresentaram em média, valores normais quando comparados aos
valores de referéncia recomendados pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (Tabela 1).

Neste estudo, embora s0 estivessem presentes individuos normolipidémicos, ap6s 24h
da ingestdo de suco de laranja fresco, houve diminuicao significativa nos niveis de colesterol
total, efeito ndo observado apds a ingestdo do suco de laranja pasteurizado. O suco de laranja
fresco aparentemente apresentou uma maior quantidade de fibras totais. Este fato, deve ter
influenciando os niveis de colesterol, visto que as fibras auxiliam na diminuicdo do colesterol
[Lajolo et al. (2001), Botelho et al. (2002) e KOLLER (1994)]. Além disso, as
polimetoxiflavonas presentes em maior quantidade no suco de laranja fresco (Figura 2) devem
estar associadas a diminuicao do colesterol plasmatico. Estes resultados sao confirmados em
estudos de Guthrie et al. (2006) que demostraram que as polimetoxiflavonas reduzem o risco
de doencas cardiovasculares, sendo um dos fatores favoraveis, a reducéo do colesterol.

A ingestdo de uma s6 dose de suco de laranja pasteurizado aumentou o nivel de
triglicérides e ndo diminuiu o de colesterol total, em estudo anterior, César et al (2010)
verificaram que o consumo de 750mL/d de suco pasteurizado, durante 2 meses, nao
alteraram 0s niveis séricos de triglicérides e glicose, no entanto, diminuiu o colesterol, em

individuos normolipidémicos.
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Tabela 1. Variaveis bioquimicas de homens e mulheres, que consumiram suco de laranja

fresco e pasteurizado.

Suco de laranja fresco  Suco de laranja pasteurizado

Variaveis Antes Apoés 24 h Antes Apos 24 h
Bioquimicas (mg/dl)

Colesterol total 206 £54,3  195+45* 185+411 187 £ 42,8
LDL-Colesterol 124 +33,4 119+32,7 107+351 104 + 34,7
HDL-Colesterol 50,7149 49,7+141 53,5+ 13 53+129
Triglicérides 106 + 83 117+782 126+67,8 151+ 96,9*

A resposta glicémica e insulinica é mostrada no Grafico 1. Os niveis de glicose se
mantiveram dentro da normalidade ap6s a ingestdo dos sucos de laranja fresco e pasteurizado.
Os niveis de insulina aumentaram consideravelmente apds a ingestdo do suco pasteurizado em
relacdo ao suco fresco e permaneceram elevados ap6s duas horas da ingestdo. Essas
diferencas na resposta glicémica e insulinica provavelmente estdo relacionadas aos diferentes
teores de polimetoxiflavonas dos sucos. Guthrie e Kurowska (2004) patentearam que as
polimetoxiflavonas reduzem a resisténcia a insulina, aumentando o metabolismo da glicose.
De acordo com Nakajima et al (2007) foi demonstrado em estudo feito com animais,
resistentes a insulina, que tiveram uma dieta suplementada com polimetoxiflavonas
(nobiletina e tangeritina), onde foi observado uma melhora nos niveis de glicose e insulina.
Os efeitos da nobelitina, no metabolismo da glicose e sensibilidade a insulina, em ratos
diabéticos e obesos foram investigados, o tratamento com nobiletina, durante 5 semanas

melhorou a hiperglicemia e a resisténcia a insulina(JUNG et al 2004).
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Figura 5. Resposta glicémica e insulinica do suco de laranja fresco em comparagéo ao suco

de laranja pasteurizado.

3.3. Avaliagéo do Estresse Oxidativo

Baseados na capacidade antioxidante do suco de laranja, foram avaliados no presente
estudo a atividade dos compostos antioxidantes do suco da laranja fresco e pasteurizado
utilizando os biomarcadores do estresse oxidativo DPPH e TBARS em individuos adultos
saudaveis.

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método DPPH. Os resultados mostraram
diferenca significativa (p<0,001) entre as médias dos periodos pre e pds a ingestdo de suco de
laranja fresco, com reducdo do DPPH no soro dos individuos, entretanto tal diferenca ndo foi
significativa para a ingestdo do suco de laranja pasteurizado (Figura 1, Tabela 1). Tal fato
mostra um aumento na capacidade antioxidante do soro dos individuos, que ingeriram o suco
de laranja fresco devido, presumivelmente, a presenca de uma maior quantidade de
polimetoxiflavonas, em relacdo ao suco pasteurizado. Esterbauer (1993) demonstrou em
ensaios in vitro, uma comparacdo entre a adicdo de nobelitina e de alfa tocoferol ao LDL
colesterol e verificou que a nobelitina possui capacidade antioxidante de 10 a 20 vezes maior

que o alfa tocoferol.
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Figura 6. Reducédo da porcentagem do DPPH antes e 24horas apds a ingestdo do suco

de laranja fresco e pasteurizado.

Tabela 4. Marcadores do estresse oxidativo, TBARS e DPPH, em homens e mulheres que

consumiram suco de laranja fresco e pasteurizado.

TBARS DPPH
Pré Pés Pré POs
Fresco 1,85+0,46 1,34+023 34,7+42 389+54"
Pasteurizado 1,91+0,38 1,73+0,37 32,7+£89 344+55

*p<0,001

N&o houve diferenca estatistica significativa nos niveis de TBARS, 24h apos a
ingestdo de suco de laranja fresco em relacdo suco de laranja pasteurizado. Também nao foi
verificada diferenca estatistica significativa para os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico antes e ap6s o consumo de suco de laranja fresco e pasteurizado, sugerindo que
os individuos deste trabalho ndo estavam em estresse oxidativo, pois eram individuos

saudaveis.

4. Conclusao
Neste estudo foi determinado que o suco de laranja fresco apresentou uma maior
quantidade de polimetoxiflavonas, enquanto que o suco de laranja pasteurizado apresentou

maiores quantidades de flavononas. Houve diminuicdo significativa nos niveis de colesterol
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total 24horas apds a ingestdo de suco de laranja fresco. As polimetoxiflavonas contidas em
maior quantidade no suco de laranja fresco possivelmente contribuiram para melhorar a
resposta glicémica e insulinica. A capacidade antioxidante do soro dos individuos que
ingeriram o suco de laranja fresco foi estatisticamente maior que do soro dos individuos que
ingeriram o suco de laranja pasteurizado,provavelmente devido a alta quantidade de
polimetoxiflavonas que reduzem o estresse oxidativo. Também néo foi verificada diferenca
estatistica significativa para o0s niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico antes e

apos o consumo de suco de laranja fresco e pasteurizado.
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ANEXO 2. Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

DAIITO....ccveeeie e, ,cidade ..o , telefones de CoNtato .......ccoceveveveeicieece e , declaro

ter sido orientado e esclarecido sobre o protocolo de pesquisa a seguir:

Que a finalidade deste estudo sera para verificar se a ingestdo de 750 mL de suco de laranja integral pasteurizado e
do suco de laranja fresco, tomado em duas ocasides distintas com um intervalo minimo de 30 dias, contribui para melhorar a
capacidade antioxidante do corpo e reduzir o colesterol e aglcar do sangue prevenindo contra doencas do coragéo e o
diabetes.

Que serei submetido a avaliacéo fisica e nutricional, em duas ocasifes distintas, no inicio do estudo e apés 30 dias,
e que responderei perguntas relativas a saude pessoal e a dieta consumida por mim. Quando necessario poderei esclarecer
minhas dlvidas em relagdo a pesquisa e receberei a orientacdo dietética adequada.

Que deverei tomar em duas vezes um total de 1500 mL de suco de laranja, sendo na primeira ocasido 750 mL de
suco de laranja integral pasteurizado e na segunda ocasido 750 mL de suco de laranja fresco, havendo um periodo ndo
inferior a 30 dias entre as ingestdes de suco. Também, que ficarei sem consumir suco de laranja ou laranja durante os 15 dias
que antecedem ao dia do consumo de suco de laranja de acordo com o experimento, evitando assim interferéncia nos
resultados.

Que terei de doar um total de 100 mL de sangue em duas ocasides (50 mL por vez), para a determinagdo dos
exames hioguimicos e imunolégicos. O local da coleta sera o Laboratério de Analises Clinicas Sdo Lucas, Avenida Feijo
1013, Centro, Araraquara, SP.

Que a pesquisa tera a duragdo de dois meses e minha participacdo sera voluntaria e livre de qualquer 6nus, inclusive
receberei ressarcimento para deslocamento quando necessario para 0 encontro com os pesquisadores.

Que durante a pesquisa eu ndo estarei sob tratamento medicamentoso para controle do colesterol e de triglicérides,
ou fazendo suplementagéo com vitaminas, minerais ou bioflavondides, e se necessitar de medicamentos ou suplementos
informarei imediatamente os pesquisadores sobre esta nova condicao de satde.

Que os riscos sdo minimos ao participar desta pesquisa, apenas terei o desconforto das coletas de sangue, e que
todos os materiais utilizados serdo descartaveis.

Que concordo em retornar ao laboratério toda vez que for solicitado pelos pesquisadores, com ressarcimentos de
despesas com transporte.

Que os procedimentos que estou sendo submetido nédo acarretardo qualquer dano fisico ou financeiro e por isso ndo
havera necessidade de ser indenizado por parte da equipe ou institui¢do responsavel por essa pesquisa (FCF/UNESP).

Que meu nome serd mantido em sigilo, assegurando, assim, minha privacidade e se desejar, receberei informacdes
sobre o resultado da pesquisa.

Que poderei desistir da pesquisa em qualquer momento, sem nenhum prejuizo ou penalizagdo, mas que avisarei 0s
pesquisadores se isto ocorrer.

Que a notificagdo de qualquer situacdo de anormalidade relacionada & pesquisa, eu deverei entrar em contato com a
equipe cientifica pelo telefone (0XX16) 33016927.

Pelo presente esclarecimento, concordo em participar do estudo: “Biodisponibilidade e atividade antioxidante dos
flavonoides e vitamina C do suco de laranja fresco em comparagéo com o suco de laranjaintegral pasteurizado”, sob

responsabilidade de Thais Borges César.

Assinatura do voluntario:
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