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RESUMO 

 

SANTOS, K.G. Efeito da administração dos sucos de laranja, cvs. Pera e Moro, 

sobre o estresse oxidativo e lipídios plasmáticos em indivíduos obesos com 

resistência à insulina. Dissertação (mestrado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

A obesidade é um dos principais fatores etiológicos do desenvolvimento da resistência à 

insulina, e ambos são responsáveis, em parte, pelo aumento do estresse oxidativo e 

diabete mellitus tipo 2. Vários estudos têm mostrado os benefícios de uma dieta rica em 

vegetais e frutas, devido à ação dos compostos bioativos sobre os parâmetros clínicos e 

estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos dos sucos de laranja, 

obtido das variedades Pera e Moro, sobre os marcadores bioquímicos e de estresse 

oxidativo, em indivíduos com resistência à insulina, classificados através do índice 

HOMA-IR. Os voluntários foram suplementados durante 15 dias com os sucos de 

laranja em um ensaio crossover, com washout de 40 dias. Nos dias 0 e 16 de cada 

ensaio, foram registrados parâmetros antropométricos e de consumo alimentar, e 

coletadas amostras de sangue e urina pra análises bioquímicas e de estresse oxidativo. A 

composição de flavonoides entre as variedades de suco foi similar, diferindo no 

conteúdo de ácido ascórbico e antocianinas do suco de laranja Moro. Não foram 

observadas mudanças nos parâmetros de estresse oxidativo após a administração dos 

sucos de laranja, com exceção do 8-OHdG urinário, um marcador de dano oxidativo ao 

DNA que apresentou-se reduzido após ambas as intervenções. Dados clínicos não foram 

significativamente modificados, entretanto, observou-se grande variabilidade 

interindividual nos valores de pressão arterial e lipídios séricos. A partir desta premissa, 

foi realizada a análise lipidômica do plasma com amostras do ensaio com o suco de 

laranja cv. Pera e observaram-se reduções significativas nos triglicérides, 

principalmente aqueles compostos de ácidos graxos saturados ou monoinsaturados, ou 

contendo ao menos uma cadeia de ácido linoleico, além do aumento de espécies de 

acilcarnitinas de cadeia longa. O consumo de ambos os sucos de laranja parece exercer 

um efeito protetor contra o dano oxidativo ao DNA, provavelmente por ação não-

enzimática. A análise lipidômica do plasma sugere que o suco de laranja cv. Pera pode 

modular o metabolismo de lipídios, relacionados à lipogênese de novo e beta-oxidação. 

Palavras-chave: resistência à insulina, obesidade, estresse oxidativo, Citrus sinensis, 

análise lipidômica.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

  

SANTOS, K. G. Effect of orange juice administration, cvs. Pera and Moro, on 

oxidative stress and plasma lipid profile in obese individuals with insulin 

resistance. Dissertation (Master's degree) - School of Pharmaceutical Science, 

University of São Paulo, São Paulo, 2019. 

Obesity is one of the main etiological factors of insulin resistance development, and 

both are responsible, in part, for the increase on oxidative stress and Diabetes mellitus 

type 2 development. Several studies have showed the benefits of a diet rich in 

vegetables and fruits, due to the action of bioactive compounds on biochemical and 

oxidative stress parameters. The aim of this study was to study the effects of orange 

juices obtained by varieties Pera and Moro on oxidative stress and clinical biomarkers, 

in obese subjects with insulin resistance, classified through the HOMA-IR index. The 

volunteers consumed both orange juices for 15 days with in a crossover design, with 40-

day washout period. On days 0 and 16 of each trial, anthropometric and food 

consumption parameters were registered, and blood and urine samples were collected to  

analyze biochemical parameters and oxidative stress biomarkers. The flavonoids content 

of both juices was similar, but only orange juice from Moro variety contained 

anthocyanins and higher ascorbic acid content. No changes in oxidative stress markers 

were found after juice administration, except for urinary 8-OHdG, an oxidative DNA 

damage marker, which was reduced after both interventions. Clinical data were not 

significantly modified, but a high interindividual difference was observed in blood 

pressure and serum lipids. From this point of view, plasma lipidomic analysis was 

performed with samples of clinical trial with orange juice cv. Pera and showed 

significant decrease in triglycerides, mainly those with saturated or monounsaturated 

fatty acids, or containing at least one linoleic acid (related with inflammatory 

processes), besides the increase of long chain acylcarnitines. The intake of both orange 

juices appears to have a protective effect against DNA damage, probably by non-

enzymatic action. Plasma lipidomic analysis suggests that Pera orange juice can 

modulate lipid metabolism related to de novo lipogenesis and fatty acid beta-oxidation. 

Key words: insulin resistance, obesity, oxidative stress, Citrus sinensis, lipidomic 

analysis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Obesidade e tecido adiposo 

A obesidade é uma doença crônica caracterizada pelo acúmulo excessivo de 

gordura corporal, resultado de um balanço energético positivo crônico, que pode levar a 

níveis capazes de afetar a saúde dos indivíduos (GLOBAL BURDEN OF DISEASE, 

2017; SOLINAS; BORÉN; DULLOO, 2015). Sua incidência tem aumentado em todo o 

mundo, atingindo cerca de 12% da população adulta (GLOBAL BURDEN OF 

DISEASE, 2017). No Brasil, de acordo com os dados do último VIGITEL (Vigilância 

de fatores de risco e proteção para doenças crônicas por Inquérito Telefônico), este 

número pode atingir 18,9% entre a população adulta (BRASIL. MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2017). 

Constitui um dos maiores problemas de saúde pública no mundo, contribuindo 

para a epidemia global de doenças crônicas, como as doenças cardiovasculares, doença 

hepática gordurosa não alcoólica, diabetes mellitus (DM) tipo 2, certos tipos de câncer e 

desordens musculoesqueléticas (GLOBAL BURDEN OF DISEASE, 2017; 

GOOSSENS, 2017). 

O tecido adiposo, responsável pela deposição de gordura corporal e formado 

basicamente por adipócitos, pré-adipócitos, macrófagos, células endoteliais e células do 

sistema imune, tem sido reconhecido como um órgão endócrino envolvido na regulação 

metabólica sistêmica. Numa condição de obesidade, ocorre hipertrofia do tecido adiposo 

e alterações na produção de adipocinas, que resultam em desordens metabólicas (LUO; 

LIU, 2016). De acordo com a localização do tecido adiposo (visceral ou subcutâneo), 

existem diferenças em sua estrutura e funcionalidade, sendo que o tecido adiposo 

visceral apresenta grande relação com inflamação e estresse oxidativo, estado 

metabólico que predispõe ao desenvolvimento de doenças crônicas (SAM; MAZZONE, 

2014).  

O tratamento da obesidade inclui mudanças no estilo de vida, como dieta, 

atividade física, terapia cognitivo-comportamental, e em alguns casos, intervenções 

farmacológicas ou cirúrgicas. Entretanto, mudanças nos hábitos alimentares são um dos 
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principais alvos, não somente pela restrição calórica, mas por mudanças qualitativas que 

considerem a adequada distribuição de macro e micronutrientes e o incentivo ao 

consumo de alimentos in natura. O consumo de vegetais e frutas, como parte de uma 

dieta balanceada, pode promover benefícios à saúde e reduzir o risco de doenças 

metabólicas associadas à obesidade (FALLICO et al., 2017). 

 

1.2. Suco de laranja: compostos bioativos e ações na saúde 

  As laranjas (Citrus sinensis (L.) Osbeck) podem ser classificadas em dois 

grupos, de acordo com a sua coloração (BITTERS, 1961). O primeiro grupo refere-se às 

laranjas douradas, as quais variam entre a coloração amarela e alaranjada e incluem 

variedades como a Pera (Figura 1), Lima e Valência. O outro grupo, das laranjas 

sanguíneas, apresenta coloração vermelha intensa (violácea) devido à presença das 

antocianinas. A laranja sanguínea é uma variedade de laranja doce, pigmentada, típica 

da Sicília Oriental (localizada no Sul da Itália), Califórnia e Espanha (GROSSO et al., 

2013). Existem três tipos mais comuns de laranjas sanguíneas: a Tarocco, a Moro 

(Figura 1) (ambas originárias da Itália) e a Sanguinello (nativa da Espanha) (FABRONI 

et al., 2016; FALLICO et al., 2017; GROSSO et al., 2013). 

        Laranja cv. Pera      Laranja cv. Moro 

Figura 1. Laranjas (Citrus sinensis (L.) Osbeck), cvs. Pera e Moro 

 

O suco de laranja tem sido alvo de estudos por conter elevadas quantidades de 

compostos bioativos com potencial na promoção à saúde, tais como o ácido ascórbico, 
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carotenoides e compostos fenólicos. Os compostos fenólicos podem ser classificados 

como fenóis simples ou polifenóis, de acordo com o número de unidades de fenóis na 

molécula, onde os flavonoides são os mais comumente estudados (GROSSO et al., 

2013).  

Dentre os flavonoides encontrados em frutas cítricas, as flavanonas hesperidina 

(hesperitina-7-O-rutinosídeo, variando entre 200-600 mg/L), e narirutina (naringenina-

7-O-rutinosídeo, entre 16-84 mg/L), são os compostos majoritários (Figura 2). Estes 

dois compostos apresentam propriedades antifúngica, antioxidante, antibacteriana, 

antiviral, anticancerígena, antialérgica, anti-inflamatória e analgésica (BARRECA et al., 

2017; GARDANA et al., 2007). Além das flavanonas, também são encontradas as 

polimetoxiflavonas, subclasse de flavonoides de citrus, presentes principalmente na 

casca e que podem ser transferidas para o suco dependendo do processo tecnológico de 

obtenção do suco de laranja (GATTUSO et al., 2007). 

 

Hesperitina-7-O-rutinosídeo                         Naringenina-7-O-rutinosídeo 

Figura 2. Principais flavanonas identificadas em laranjas. 

 

Além das flavanonas, a variedade de laranjas sanguíneas apresenta antocianinas 

em sua composição (FALLICO et al., 2017; GROSSO et al., 2013), o que pode conferir 

um efeito adicional de promoção à saúde, quando comparadas a outras laranjas claras. 

Antocianinas são uma classe de flavonoides que conferem tonalidades que variam do 

vermelho ao azul a diversas frutas, vegetais, cereais e flores. No gênero Citrus, as 

antocianinas estão tipicamente presentes na polpa das frutas e, especificamente no grupo 

das laranjas sanguíneas (FABRONI et al., 2016; GIORDANO et al., 2012). 

As principais antocianinas identificadas na laranja sanguínea são a cianidina-3-

O-glucosídeo, delfinidina-3-O-glucosídeo e cianidina-3(6‖-malonil)-glucosídeo (Figura 
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3). O conteúdo de antocianinas varia de acordo com a ordem: laranja cv. Moro > cv. 

Sanguinello > cv. Tarocco (FALLICO et al., 2017; GIORDANO et al., 2012). Este 

pigmento tem sido alvo de diversos estudos, devido ao seu potencial antioxidante e anti-

inflamatório, e relacionado à redução do risco de doenças cardiovasculares, obesidade, 

diabetes mellitus e suas complicações, artrite e câncer (FABRONI et al., 2016; 

FALLICO et al., 2017). Alguns estudos relatam efeitos sobre a composição corporal, 

como redução do peso e do tecido adiposo, mas as evidências ainda são controversas 

(AZZINI; GIACOMETTI; RUSSO, 2017). 

 

 

 

    

 

Cianidina-3-glucosídeo       Delfinidina-3-glucosídeo            Cianidina-3(6‘‘-malonil)- 

                                                                                                             glucosídeo 

 

Figura 3. Principais antocianinas identificadas na laranja sanguínea. 

 

Devido ao elevado conteúdo de flavonoides no gênero citrus, a ingestão destes 

compostos pelo consumo regular da fruta in natura ou do suco, pode trazer benefícios 

ao organismo como a melhora de biomarcadores relacionados a doenças crônicas 

associadas à obesidade e consequentemente a redução no desenvolvimento destas. 
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2. OBJETIVO 

 2.2. Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos do consumo regular de suco de laranja, obtido dos cvs. Pera e Moro, 

nos biomarcadores de estresse oxidativo e lipídios do plasma em indivíduos com 

obesidade e resistência à insulina. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

• Caracterização química e perfil de flavonoides dos sucos de laranja obtidos dos 

cvs. Pera e Moro; 

• Avaliação dos parâmetros antropométricos, clínicos e bioquímicos antes e após a 

administração dos sucos; 

• Investigar a lipidômica do plasma antes e após a administração do suco cv. Pera. 
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SEÇÃO 1: Efeito do consumo a médio prazo de sucos de laranja, obtidos dos cvs. 

Pera e Moro, sobre os biomarcadores de estresse oxidativo em indivíduos obesos 

com resistência à insulina. 

 

3. INTRODUÇÃO 

 

O estresse oxidativo é definido como o desequilíbrio entre os agentes 

antioxidantes e as espécies reativas de oxigênio (EROs) e/ou nitrogênio (ERNs),  

(FIORENTINO et al., 2013; RUSKOVSKA; BERNLOHR, 2013). As EROs e ERNs 

são moléculas instáveis e altamente reativas, produtos do metabolismo aeróbico normal 

da célula (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012; STYSKAL et al., 2012) e 

consistem de formas radicalares, tais como radical hidroxila (HO•), ânion superóxido 

(O2•-) e óxido nítrico (NO•), e não radicalares como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

ânion peroxinitrito (ONOO-) (RUSKOVSKA; BERNLOHR, 2013).  

As EROs e ERNs são subprodutos de importantes atividades biológicas, como 

produção de energia e proteção contra infecções, porém, sua produção excessiva e 

prolongada, pode resultar em danos estruturais e funcionais a proteínas, lipídios, 

carboidratos e ao DNA (ácido desoxirribonucleico) (BONDIA-PONS; RYAN; 

MARTINEZ, 2012; STYSKAL et al., 2012). Os produtos da oxidação dessas 

macromoléculas podem ser utilizados como marcadores biológicos para avaliar o 

estresse oxidativo. Os isoprostanos e o malonaldeído, por exemplo, podem ser usados 

como marcadores de peroxidação lipídica; e a 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) 

reflete o dano oxidativo ao DNA (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). 

Os antioxidantes são substâncias capazes de retardar ou inibir a oxidação de 

substratos para proteger as células contra os efeitos nocivos das espécies reativas e 

manter o estado de equilíbrio denominado balanço redox (MATSUDA; SHIMOMURA, 

2013; ROCHETTE et al., 2014; RUSKOVSKA; BERNLOHR, 2013). A defesa 

antioxidante envolve mecanismos enzimáticos pela ação de enzimas como a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) e não enzimáticos, 

antioxidantes de natureza endógena como a glutationa, e os exógenos, entre eles o ácido 

ascórbico, o tocoferol  e os flavonoides (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012; 
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ROCHETTE et al., 2014; STYSKAL et al., 2012). 

Além da ação direta sobre as EROs/ERNs, os antioxidantes exógenos podem 

influenciar a resposta antioxidante celular pela via do Nrf2-ARE (fator nuclear eritróide 

2 – elementos de resposta antioxidante), a qual modula a ativação de centenas de genes 

que expressam as enzimas antioxidantes em resposta à condições de estresse 

(ROCHETTE et al., 2014).  

Na obesidade (principalmente visceral) e / ou resistência à insulina (RI), onde 

existe uma inflamação crônica, a maior ativação da via NF-kB (Fator Nuclear kappa-B) 

pode interferir na via do Nrf2, por diferentes mecanismos: (1) ao competir pela ligação 

ao coativador do fator de transcrição; (2) recrutamento da enzima HDAC (histona 

desacetilase), que desacetila o Nrf2 e reduz sua sinalização; (3) e pela redução da 

transcrição de genes dependentes do ARE (AHMED et al., 2017; BELLEZZA et al., 

2018; MATSUDA; SHIMOMURA, 2013). 

Além da redução na expressão de enzimas antioxidantes, é observado o aumento 

na produção de EROs e expressão de NADPH (nicotinamida adenina nucleotídeo 

fosfato) oxidase em ratos obesos. O aumento na produção de EROs pode ser 

proveniente das mitocôndrias durante o processo de produção de energia, devido ao 

aumento na ingestão de carboidratos e gorduras, e pelas células imunes, em resposta ao 

aumento do NADPH (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012; RUSKOVSKA; 

BERNLOHR, 2013; STYSKAL et al., 2012). 

O diabetes mellitus tipo 2 é outra doença relacionada com o estresse oxidativo 

(SILVEIRA; DOURADO; CESAR, 2015); a hiperglicemia e RI, características desta 

condição, podem também promover o aumento de EROs através de diferentes 

mecanismos, como o aumento do fluxo de glicose na via do poliol, aumento na 

formação de produtos de glicação avançada e redução das defesas antioxidantes 

intracelulares (FIORENTINO et al., 2013). 

Indivíduos com sobrepeso / obesidade e eutróficos que receberam 

suplementação com suco de laranja (750 mL / dia) apresentaram maiores concentrações 

séricas de vitamina C e folato, e aumento na capacidade antioxidante sérica após 8 dias 

consecutivos de suplementação, sugerindo um efeito protetor contra a oxidação por 

sinergia entre os nutrientes e compostos bioativos (SILVEIRA; DOURADO; CESAR, 
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2015). Rangel-Huerta et al. (2015) também observaram aumento na atividade 

antioxidante enzimática e redução de marcadores de lipoperoxidação e dano oxidativo 

ao DNA em um ensaio crossover em indivíduos com sobrepeso ou obesidade 

suplementados com 500 mL de suco de laranja, com concentrações normais ou elevadas 

(enriquecido) de polifenóis. Os autores também sugerem que os efeitos são resultados 

da ação do sistema antioxidante não enzimático e modulação na expressão de enzimas 

antioxidantes. A modulação na expressão de enzimas antioxidantes pode estar 

relacionada a ação das flavanonas de citrus. A suplementação de hesperidina (100 mg / 

kg de peso, durante 90 dias) em ratos (jovens e idosos) aumentou a transcrição de Nrf2 

e a expressão de enzimas antioxidantes no tecido cardíaco. Além disso, nos ratos idosos, 

houve redução na expressão da Keap 1 (Proteína Kelch-1 associada à ECH), a qual 

permanece no citoplasma associada com o Nrf2 sob condições de balanço redox; seus 

níveis reduzidos facilitam a translocação do Nrf2 para o núcleo da célula e a ativação da 

via (ELAVARASAN et al., 2012). 

 Por outro lado, Azzini et al., (2017), em um estudo piloto com 11 mulheres com 

sobrepeso ou obesidade, não encontraram diferenças no status antioxidante após a 

suplementação de 500 mL de suco de laranja sanguínea durante 12 semanas. Um estudo 

crossover com suplementação de suco de laranja sanguínea (600 mL) ou dieta sem suco 

de laranja durante 21 dias em mulheres saudáveis, encontrou um aumento nas 

concentrações de antioxidantes no plasma (vitamina C, carotenoides e cianidina-3-

glicosídeo), porém sem efeito significativo no status antioxidante plasmático e na 

peroxidação lipídica, com exceção à proteção do dano oxidativo ao DNA em linfócitos, 

em um dos grupos (RISO et al., 2005). Resultados similares foram encontrados em um 

ensaio clínico conduzido no nosso grupo, não evidenciando melhora nos parâmetros 

bioquímicos em indivíduos saudáveis suplementados por 7 dias com suco de laranja 

(MOREIRA et al., 2018), bem como a atividade antioxidante enzimática não mostrou 

diferença em indivíduos saudáveis suplementados por 7 dias com sucos de laranja, 

obtidos dos cvs. Bahia e Cara Cara (dados não publicados). 

  Considerando que a laranja é uma das principais fontes de flavonoides na dieta 

Brasileira (ANACLETO; LAJOLO; HASSIMOTTO, 2019) e a importância da 

produção de citrus no Estado de São Paulo, este estudo objetiva avaliar os efeitos da 

suplementação de sucos de laranja em parâmetros clínicos e marcadores de estresse 

oxidativo em indivíduos com obesidade e resistência à insulina. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Material 

Sucos de laranja (C. sinensis) pasteurizados obtidos das cvs. Pera (SLP – Suco 

de Laranja Pera) e Moro (SLM – Suco de Laranja Moro) foram fornecidos pelo Fundo 

de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS, Araraquara – SP), acondicionados em 

frascos de 1 litro e congelados em freezer a -20 ºC, até a entrega para os voluntários. 

 

4.2. Métodos 

 

4.2.1. Caracterização química dos sucos de laranja 

4.2.1.1. Quantificação de Sólidos Solúveis – Grau Brix (°Brix) 

 Os teores de sólidos solúveis (TSS) dos sucos de laranja foram avaliados com 

refratômetro digital portátil (modelo DR 201-95, Kruss, Alemanha).  

 

4.2.1.2. Determinação de fenólicos totais 

 

 Para determinação dos fenólicos totais foi utilizado o reagente de Folin-

ciocaulteau e ácido gálico como padrão (SWAIN; HILLIS, 1959) e as leituras realizadas 

em espectrofotômetro (Hewlett Packard, modelo 8453) no comprimento de onda de 765 

nm. Os resultados foram expressos como mg/100 mL de suco. 

 

4.2.1.3.Conteúdo de Açúcar 

O conteúdo de açúcar foi analisado por cromatógrafo líquido de alta eficiência 

(CLAE) acoplado a um detector pulsoamperométrico, usando um sistema one-Dionex 

DX500 (Dionex, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), equipado com uma coluna 

CarboPac PA 1 (4 mm x 250 mm, Dionex, Sunnyvale, CA, USA). A fase móvel 

consistiu de hidróxido de sódio (NaOH) 18 mM, com vazão de 1 mL / min por 25 



35 

 

minutos (SHIGA; LAJOLO; FILISETTI, 2004). A quantificação foi baseada em uma 

calibração externa usando glicose, frutose e sacarose. 

 

4.2.1.4.Capacidade Antioxidante 

A capacidade antioxidante dos sucos foi determinada pelo método ORAC 

(Capacidade de Absorção do Radical Oxigênio), segundo Prior et al. (2003), e pelo 

método do sequestro de radical α,α-difenil-β-picrilhidrazina (DPPH), proposto por 

Brand-Williams; Cuvelier, Berset (1995). 

 

4.2.1.5. Quantificação de Flavonoides 

A quantificação de flavonoides foi realizada como descrito em Brasili et al. 

(2017). Resumidamente, um total de 5 mL de suco de laranja foi centrifugado por 10 

min a 4 °C e 7.000 g. O precipitado foi extraído com dimetilsulfóxido (DMSO) (10 mL) 

durante a noite sob agitação e centrifugado durante 10 min, 7.000 g. O sobrenadante e o 

extrato de DMSO foram filtrados utilizando um filtro PVDF (fluoreto de polivinilideno) 

Millex de 0,45 pm (Millipore, Tóquio, Japão). As amostras foram injetadas (10 μL) em 

um sistema de cromatografia líquida (LC) 1260 Infinity Quaternary (Agilent 

Technologies, EUA), com injetor automático e bomba quaternária, acoplada a um 

detector de arranjo de diodos. A eluição dos analitos foi realizada em uma coluna C18 

Prodigy 5 μm ODS3 (250 mm × 4,0 mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido), fluxo de 1 

mL / min a 25 °C. A fase móvel consistiu em 0,5% de ácido fórmico em água e 0,5% de 

ácido fórmico em acetonitrila. A identificação dos picos foi realizada pela comparação 

do tempo de retenção com o padrão de flavonoides hesperidina, narirutina, cianidina-3-

glucosídeo e didimina (Extrasynthese, Genay, França). A quantificação foi realizada 

utilizando curva de calibração externa com os mesmos padrões, a 525 nm para 

antocianinas e 370 nm para os demais flavonoides.  
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4.2.2. Aprovação do Comitê de Ética 

 O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (Protocolo 4699/2016; ANEXO 1) e foi 

formalmente registrado em www.clinicaltrial.gov, sob o UTN (Universal Trial Number) 

U1111-1215-8661. O estudo foi explicado aos participantes através do TCLE (Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido) antes da participação (ANEXO 2). Este estudo 

foi realizado em conjunto com o projeto de doutorado da aluna Aline Alves de Santana, 

orientada pelo Prof. Dr. Franco Maria Lajolo.  

 

4.2.3. População de Estudo 

Foram recrutados pacientes do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (São 

Paulo, Brasil), entre 40 a 60 anos, ambos os gêneros, com Índice de Massa Corporal 

(IMC) ≥ 30 kg / m² e hemoglobina glicada (HbA1c) ≥ 5, 7% -6,4% ou glicemia de 

jejum (GJ) ≥ 100 - 125 mg / dL, condizentes com o risco aumentado para o 

desenvolvimento de diabetes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018). Os 

pacientes que apresentaram os critérios acima descritos realizaram dosagem sérica de 

insulina de jejum (IJ) e glicemia de jejum para o rastreamento do diagnóstico de 

resistência à insulina, condição clínica fortemente relacionada ao estresse oxidativo. A 

RI foi definida de acordo com os critérios propostos pela Sociedade Brasileira de 

Diabetes (2017), através a equação do índice HOMA-IR (Modelo de Avaliação da 

Homeostase – Resistência à Insulina) = (IJ (uIU/mL) x GJ (mmol/L))/22,5, com ponto 

de corte > 2,7 (GELONEZE et al., 2009). A figura 4, apresenta o fluxograma de 

inclusão dos voluntários no estudo. 

Os critérios de exclusão incluem o diagnóstico prévio de diabetes mellitus, 

presença de doenças gastrointestinais ou disfunções cognitivas, uso de medicamentos 

anti-inflamatórios ou antibióticos, suplementação com vitaminas, minerais ou 

antioxidantes, mudanças recentes nos medicamentos ou no padrão de atividade física, 

incapacidade de responder aos questionários de pesquisa (ANEXO 3) ou realizar as 

medidas antropométricas. 

http://www.clinicaltrial.gov/
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Figura 4. Fluxograma de avaliação, inclusão e acompanhamento dos pacientes no 

estudo clínico. 
Motivos de desistência [n]: 

* Hospitalização de familiar [1], mudança de cidade [1], não informado [2]; 

** Não informado [3]; 

*** Esquecimento [1], não informado [4]; 

Encaminhamentos [n]: 

# 7 pacientes foram encaminhados para a nutrição e 14 já realizavam acompanhamento nutricional; 

## Excluídos do estudo e encaminhados para a endocrinologia e nutrição. 

 

4.2.4. Desenho do Estudo 

Em um ensaio clínico cross-over, randomizado, os voluntários (n=28) 

consumiram 400 mL de sucos de laranja, obtidos dos cvs. Pera e Moro, durante 15 dias 

ininterruptos, com um período de washout de 40 dias entre as intervenções (Figura 5). 

Os indivíduos foram orientados a consumir 200 mL de suco no almoço e jantar. 

55 pacientes com risco 
aumentado para DM > 
avaliação HOMA-IR 

34 pacientes com HOMA-IR > 
2,71 

2 diagnosticados com 
DM## 

4 desistiram 
antes do 
início do 

protocolo* 

28 inclusos 
no ensaio 

Pera OJ 

25 concluíram** 

Moro OJ 

23 concluíram*** 

 

21 pacientes com 
HOMA-IR <2,71# 
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Figura 5. Desenho experimental da suplementação de sucos de laranja cvs. Pera e Moro 

*40-60 anos; ambos os gêneros; obesidade (IMC ≥ 30 kg/m²); HbA1c ≥5,7 - 6,4% ou GJ ≥100 – 125 

mg/dL; RI pelo índice HOMA-IR; t0: Coleta de sangue, entrega de urina, avaliação do consumo 

alimentar e avaliação antropométrica antes da suplementação do suco; t16: Coleta de sangue, entrega de 

urina, avaliação do consumo alimentar e avaliação antropométrica após a suplementação do suco; t1-t15: 

período de suplementação do suco (15 dias, 400 mL por dia). 

 

Um dia antes e durante a intervenção, os voluntários foram orientados a não 

ingerir bebidas alcoólicas e alimentos com quantidades significativas de flavanonas 

(como frutas cítricas e ervas como a menta) ou antocianinas (açaí, ameixa, amora, 

cereja, figo, framboesa, uva, maçã, morango, acerola e alguns vegetais como repolho-

roxo, batata-roxa e berinjela), bem como suplementos alimentares. Os voluntários foram 

orientados a manter os padrões usuais de vida, atividade física e sono, durante o período 

de intervenção. 

O sangue e urina (jejum) foram coletados nos tempos t0 (antes) e t16 (depois) de 

cada intervenção. Os voluntários foram orientados a ingerir a última dose dos sucos 12 

horas antes da coleta de sangue. Amostras de sangue foram coletadas em diferentes 

tubos de acordo com o tipo de análise a ser realizada (fluoreto, EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético), heparina e sem anticoagulantes). O sangue foi 

imediatamente centrifugado a 1.500 g por 10 minutos e o plasma congelado a -80 °C. 

Amostras de urina também foram congeladas a -80 °C até o momento das análises. O 

soro foi utilizado para as análises bioquímicas. 

 As células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do inglês, Peripheral 

Blood Mononuclear Cell) foram isoladas do sangue heparinizado utilizando Histopaque 
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(1077 e 1119)
®
 de acordo com o procedimento proposto por Duthie et al. (2002). As 

células foram armazenadas a -80 C em solução de soro bovino fetal com 10% de 

DMSO (500 µl a cada 3x10
6
 células). 

   

4.2.5. Consumo alimentar e medidas antropométricas 

O consumo alimentar foi avaliado através de recordatório alimentar de 24 horas 

(ANEXO 4), que consiste no relato de todos os alimentos consumidos nas 24 horas do 

dia anterior à consulta (t0 e t16 de cada ensaio) e suas respectivas quantidades. A 

distribuição de nutrientes foi calculada através do software Avanutri
 ®

. 

A avaliação antropométrica foi realizada através das medidas de peso corporal 

(kg), altura (m) e circunferência abdominal (CA) (cm), nos tempos t0 e t16 de cada 

ensaio, sempre sendo realizado pelo mesmo avaliador. Peso e altura foram realizados de 

acordo com a técnica recomendada por Jelliffe (1967) e os valores obtidos foram 

utilizados para o cálculo do IMC (kg/m², através da formula: Peso/(altura²)); a 

classificação do estado nutricional seguiu os critérios da World Health Organization 

(2000). 

A circunferência abdominal foi obtida pela medida no ponto médio entre a 

última costela e a crista ilíaca, e avaliada conforme valores de referência da 

International Diabetes Federation (2006). A pressão arterial foi aferida através de um 

aparelho de pressão semiautomático (BPA50 - G-Tech
®
), conforme protocolo proposto 

pela 7ª Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

CARDIOLOGIA, 2016). 

4.2.6. Parâmetros bioquímicos e marcadores de estresse oxidativo 

4.2.6.1. Análises Bioquímicas 

 A glicemia de jejum, colesterol total e frações foram analisados por método 

colorimétrico. O LDL-colesterol e VLDL foram determinados pela equação de 

Friedwald. As análises de insulina e hemoglobina glicada foram realizadas por 

quimioluminescência e imunoturbidimetria, respectivamente. 
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4.2.6.2. Atividade antioxidante do plasma 

 A atividade antioxidante do plasma foi avaliada conforme o método ORAC, de 

acordo com a metodologia descrita no item 4.2.1.2.  

 

4.2.6.3. Atividade da Superóxido Dismutase 

A atividade da SOD foi determinada de acordo com a metodologia proposta por 

Ewing; Janero (1995). Amostras de plasma e PBMC (0.024 μg / μL de proteína) foram 

adicionadas a uma microplaca contendo 200 μL do meio de reação (500 μL de NBT 

(azul de nitrotetrazólio), 730 μL de NADH (dinucleótido de nicotinamida e adenina) e 

8,77 mL de fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,4 com EDTA 1 mM). Então, 25 μL do 

reagente de cor metossulfato de fenazina (PMS) foi adicionado e a leitura de 

absorbância realizada durante 6 minutos a 26 °C, com 60 segundos de intervalo, a 560 

nm, usando um leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT, 

USA). Os resultados foram expressos em Unidade de Atividade (UA) por mg de 

proteína, usando uma curva padrão de SOD (0,69 a 22,15 U SOD / mg de proteína) 

(Sigma, S8160). 

 

4.2.6.4. Atividade da Catalase 

A atividade da CAT foi determinada de acordo com a metodologia proposta por 

Bonaventura et al. (1972). Amostras de plasma e PBMC (0,05 μg / μL proteína) foram 

adicionadas à microplaca de quartzo contendo 140 μl de tampão fosfato de potássio 50 

mM pH 7,4 com 10% de EDTA 1 mM e 40 μl de H2O2 30 mM. A leitura de absorbância 

foi realizada durante 8 minutos, com intervalos de 45 segundos entre as medidas), a 30 

°C e 240 nm, usando um leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek Instruments, 

Winooski, VT, USA). Os resultados foram expressos em UA por mg de proteína, a 

partir de uma curva padrão com concentrações conhecidas de CAT (14,47 a 0,44375 

UA CAT / mg de proteína (Sigma, C9322). 
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4.2.6.5. Atividade da Glutationa Peroxidase 

A atividade da enzima GPx foi determinada de acordo com a metodologia 

proposta por Flohé; Günzler (1984). Amostras de plasma e PBMC (2 μg / μl de 

proteína) foram adicionadas em uma microplaca de quartzo contendo 125 μl de tampão 

fosfato de potássio, pH 7,4, com EDTA 1 mM, 5 μl de glutationa reduzida e 5 μl de 

glutationa redutase. A placa foi inicialmente incubada a 37 °C por cinco minutos e 

então, adicionados 5 μl de solução de terc-butil hidroperóxido e 30 μl de NADPH 1,2 

mM. A leitura de absorbância foi realizada a 37 °C durante 4 minutos, a 340 nm, em um 

leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT, USA). Os 

resultados foram expressos em UA por mg de proteína, a partir de uma curva padrão 

com concentrações conhecidas de GPx (1,5 a 50,0 U GPx / mg de proteína) (Sigma, 

G6137). 

  

4.2.6.6. Conteúdo de 8-isoprostanos 

A quantificação de 8-isoprostanos foi realizada com kit comercial de 

imunoensaio enzimático (8-Isoprostane ELISA kit, Cayman Chemical, USA) em 

amostras de urina. Os resultados foram expressos como ng/mg de creatinina. 

 

4.2.6.7. Conteúdo de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) 

O dano oxidativo ao DNA foi medido pela quantificação de 8-OHdG, com kit 

comercial (New 8-OHdG Check, Jaica, Japan), baseado em um imunoensaio enzimático 

competitivo (ELISA) em amostras de urina. Os resultados foram expressos como ng/mg 

de creatinina. 

 

4.2.7. Análise Estatística 

 A estatística descritiva e analítica foi realizada através do software SPSS
®
, 

versão 20.0, com análise ANOVA de uma via de medidas repetidas para os dados 
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paramétricos, e Friedman para os dados não paramétricos, com pós-teste de Tukey. Para 

as análises de comparação da atividade antioxidante dos sucos de laranja, o teste-t de 

Student foi usado para dados paramétricos, e Wilcoxon para os dados não paramétricos.  
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5. RESULTADOS  

5.1. Caracterização química dos sucos de laranja 

O conteúdo total de açúcar foi similar em ambos os sucos (Tabela 1). A  

sacarose é o principal açúcar contribuindo com cerca de 50% e 40% do total de açúcares 

(sucos de laranja cvs. Pera e Moro, respectivamente). O conteúdo de vitamina C do suco 

de laranja Moro (SLM) é duas vezes maior quando comparado ao suco Pera (SLP). 

 

Tabela 1. Caracterização química dos sucos de laranja obtidos das cvs. Pera e Moro 

(valores/100 mL de suco) 

 SLP SLM 

TSS (°Brix) 9,50 ± 0,00 10,00 ± 0,00 

Fenólicos totais (mg) 50,31 ± 0,00 60,75 ± 0,01 

Energia (kcal) 24,60* 25,56* 

Açúcares Solúveis (g)   

   Sacarose  3,10 ± 0,25 2,80 ± 0,25 

   Frutose  1,56 ± 0,10 1,90 ± 0,15 

   Glicose  1,50 ± 0,08 1,69 ± 0,18 

Total 6,15 ± 0,42 6,39 ± 0,58 

Ácido Ascórbico (mg) 16,00 ± 1,5 32 ± 2,6 

Valores expressos como média ± desvio padrão; *valor calórico calculado a partir do conteúdo de 

açúcares. SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: suco de laranja cv. Moro 

 

Ambos os sucos apresentam conteúdo similar de flavonoides totais. Os 

principais compostos identificados em ambos os sucos foram as flavanonas hesperidina 

e narirutina, em sua maioria na fração insolúvel (~90%). Além disso, o suco de laranja 

Moro apresenta a cianidina-3-O-glicosídeo como a principal antocianina (Tabela 2).  
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Tabela 2. Conteúdo de flavonoides de sucos de laranja obtidos das cvs. Pera e Moro 

Compostos  SLP SLM 

 Sobrenadante Pellet Sobrenadante Pellet 

Narirutina 0,25 ± 0,03 1,79 ± 0,08 0,14 ± 0,02 0,40 ± 0,07 

Hesperidina 1,26 ± 0,44 28,40 ± 1,52 1,48 ± 0,20 22,29 ± 2,11 

Didimina Tr* Tr* 0,42 ± 0,02 7,59 ± 0,42 

Total  1,51 30,19 2,04 30,28 

Cianidina-3-O-

glicosídeo 

- 

 

2,73 ± 0,08 

Cianidina-3-O-(6″-

malonil glicosídeo)** 

- 

 

0,77 ± 0,03 

Antocianinas Totais  - 3,5 

Flavonoides Totais 31,71 35,82 

Valores expressos em mg / 100 mL de suco (média ± desvio padrão); * tr: traço; ** Equivalente de 

cianidina-3-O-glicosídeo. SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: suco de laranja cv. Moro 

 

A capacidade antioxidante dos sucos avaliada pelos métodos ORAC e DPPH é 

apresentada na Figura 6. O SLM apresenta maiores valores de capacidade antioxidante 

do que o SLP nas duas análises (p=0,018 e 0,004, respectivamente)  
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Figura 6: Capacidade antioxidante dos sucos de laranja obtidos das cvs. Pera e Moro, 

avaliados pelos métodos ORAC (A) e DPPH (B); Valores expressos como média ± desvio 

padrão; SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: suco de laranja cv. Moro. 

* 
* 
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5.2. Parâmetros bioquímicos, clínicos e dietéticos 

Foram inclusos no estudo 28 voluntários com média de idade de 55 ± 3,57 anos 

e parâmetros bioquímicos correspondentes com o risco aumentado para o 

desenvolvimento de diabetes, como glicemia de jejum de 101 ± 10,87 mg/dL e HbA1c 

de 5,97 ±0,32 % (Tabela 3). Dos 28 voluntários inclusos no estudo, apenas 23 

completaram o ensaio clínico completo, sendo 7 homens (30%) e 16 mulheres (70%). 

Tabela 3. Parâmetros bioquímicos e índice HOMA-IR de voluntários inclusos no 

ensaio clínico  

 Valor 
Valores de Referência 

Referência Pré-diabetes 

Idade (anos) 55,57 ± 3,57 - - 

Glicemia (mg/dL) 101 ± 10,87 < 99* 100 - 125* 

Insulina (Uiu/mL) 16,43 ± 3,76 1,9 - 23* - 

HbA1c (%) 5,97 ± 0,32 <5,7* 5,7 - 6,4* 

HOMA-IR  4,06 ± 0,87 ≤ 2,71** - 

Valores expressos como média ± desvio padrão; n= 28 indivíduos; HbA1c: Hemoglobina glicada; 

HOMA-IR: Modelo de Avaliação da Homeostase – Resistência à insulina (*AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2018; **GELONEZE et al., 2009). 

 

Os recordatórios alimentares de 24 horas foram calculados para verificar a 

ingestão calórica e distribuição de macronutrientes e fibras. Não houveram mudanças 

significativas na ingestão alimentar quando comparados os tempos t0 e t16 após 

intervenção (Tabela 4). A média calórica variou entre 1180 a 1492 kcal e em todas as 

coletas parece haver um consumo mais elevado de ácidos graxos saturados, em relação 

aos monoinstaurados e poliinsaturados. 

Não foram observadas modificações nos parâmetros antropométricos antes e 

após a intervenção com os sucos de laranja (Tabela 5). A média do IMC da população 

foi de 36 kg / m², correspondente à classificação de obesidade grau 2 e a média dos 

valores de CA, correspondentes ao risco cardiovascular muito elevado. 
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Tabela 4. Consumo de energia e macronutrientes antes e após a intervenção com sucos de laranja em indivíduos obesos com resistência à 

insulina. 

Variáveis Pré - SLP Pós - SLP Pré - SLM Pós - SLM p 

Energia (kcal) 1180,33 ± 529,23 1492,66 ± 550,86 1269,52 ± 497,28 1373,16 ± 507,65 0,283 

Carboidratos (g) 175,79 ± 84,68 220,48 ± 82,37 176,67 ± 70,17
a
 195,68 ± 95,02 0,015 

Proteínas (g) 54,84 ± 27,24 65,27 ± 34,20 65,25 ± 46,10 58,93 ± 31,64 0,835 

Lipídios (g) 43,87 ± 27,97 38,09 ± 23,02 34,47 ± 22,95 38,43 ± 17,76 0,498 

AG Saturados (g) 10,68 ± 7,80 10,12 ± 8,66 10,27 ± 9,19 9,61 ± 7,54 0,725 

AG Monoinsaturados (g) 10,41 ± 8,79 8,92 ± 7,72 9,47 ± 8,69 8,56 ± 6,31 0,622 

AG Poliinsaturados (g) 8,17 ± 10,47 5,62 ± 4,70 6,12 ± 6,75 5,65 ± 4,06 0,169 

Colesterol (mg) 177,90 ± 125,74 223,17 ± 195,18 199,10 ± 192,60 162,83 ± 141,06 0,906 

Fibra (g) 11,42 ± 8,15 11,42 ± 6,48 11,12 ± 5,61 8,76 ± 4,55 0,186 

Valores expressos como média ± desvio padrão; n=23 indivíduos; AG: ácidos graxos; SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: suco de laranja cv. Moro; 
a
: diferença significativa 

entre Pós-SLP x Pré-SLM
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Tabela 5. Variáveis antropométricas, clínicas e bioquímicas antes e após a intervenção com sucos de laranja em indivíduos obesos com 

resistência à insulina. 

 
Referência* 

Pré - SLP  Pós - SLP Pré - SLM Pós - SLM p 

Peso (kg) 
- 94,50 ± 13,03 94,60 ± 13,06 93,70 ± 12,60 93,52 ± 12,90 0,529 

IMC (kg/m²) 
- 36,69 ± 6,04 36,68 ± 5,94 36,34 ± 5,65 36,25 ± 5,60 0,274 

CA (cm) < 80 homem 

< 90 mulher 

114,93 ± 10,21 114,85 ± 9,15 114,87 ± 8,45 115,17 ± 9,19 0,903 

PAS (mmHg) 
≤ 120 128,57 ± 14,31 125,83 ± 16,52 133,04 ± 11,73 126,26 ± 13,31 0,091 

PAD (mmHg) 
≤ 80 81,96 ± 11,47 78,52 ± 12,38 81,70 ± 9,50 80,65 ± 11,68 0,277 

GJ (mg/dL) 
< 100 94,78 ± 9,35 94,70 ± 6,71 96,95 ± 7,99 96,96 ± 6,98 0,065 

TAG (mg/dL)** 
< 150 158,91 ± 47,16 140,30 ± 54,36 166,39 ± 81,68 153,09 ± 58,29 0,194 

CT (mg/dL)** 
< 190 186,61 ± 35,12 177,04 ± 32,15 195,17 ± 40,37

a 184,91 ± 37,70 0,013 

LDL (mg/dL)** 
< 100 108,13 ± 32,73 105,26 ± 32,81 115,57 ± 39,60 110,09 ± 37,23 0,259 

HDL (mg/dL)** 
> 40 46,70 ± 10,09 44,09 ± 7,74 47,00 ± 8,48 44,87 ± 8,61 0,053 

VLDL (mg/dL)** 
< 50 31,61 ± 9,69 28,04 ± 10,85 31,04 ± 12,18 30,65 ± 11,71 0,151 

Valores expressos como média ± desvio padrão; n = 23 indivíduos; SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: suco de laranja cv. Moro; IMC: índice de massa corporal; CA: 

circunferência abdominal; PAS: pressão arterial sistólica; PAD: pressão arterial diastólica; GJ: glicemia de jejum; TAG: triglicérides; CT: colesterol total; LDL: LDL-

colesterol; HDL: HDL-colesterol; VLDL: VLDL-colesterol; 
a
: diferença significativa entre Pós-SLP x Pré-SLM; *INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2006; 

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017; SOCIEDADE BRASILERA DE CARDIOLOGIA, 2016, 2017;  Valores de referência utilizados correspondem aos 

utilizados para indivíduos de risco cardiovascular intermediário. 
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Entre os voluntários, 86% apresentaram diagnóstico de dislipidemia e 71% 

utilizavam medicamentos hipolipemiantes, da classe das estatinas. Apesar de não terem 

sido observadas alterações significativas nos exames bioquímicos da população, 

verificou-se uma alta variabilidade interindividual no perfil lipídico (Figura 7). 
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Figura 7: Valores de Delta do perfil lipídico em indivíduos obesos com resistência à 

insulina, após intervenção com sucos de laranja obtidos dos cvs. Pera (A ao E) e Moro 

(F ao J); Colesterol: colesterol total; LDL-C: LDL-colesterol; HDL-C: HDL-colesterol; 

VLDL-C: VLDL-colesterol; TAG: triglicérides. SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: 

suco de laranja cv. Moro. 

Da mesma forma, 89% dos voluntários apresentavam diagnóstico de hipertensão 

arterial sistêmica e 93% foram tratados com ao menos uma classe de medicamentos 

anti-hipertensivos, incluindo betabloqueadores, inibidores da enzima conversora de 

angiotensina, bloqueadores dos canais de cálcio, bloqueadores do receptor de 

angiotensina II e diuréticos. Não foram verificadas mudanças significativas na pressão 

arterial após a ingestão dos sucos de laranja, entretanto, quando avaliamos o efeito 

individual, é possível observar que determinados indivíduos apresentaram redução nos 

valores de pressão arterial em ambas as intervenções (Figura 8).  
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Figura 8: Valores de Delta da pressão arterial sistólica e diastólica em indivíduos 

obesos com resistência à insulina, após intervenção com sucos de laranja obtidos dos 

cvs. Pera (A e B) e Moro (C e D). SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: suco de laranja 

cv. Moro. 

 

5.3. Marcadores de Estresse Oxidativo 

Não foram observadas diferenças significativas na capacidade antioxidante 

plasmática avaliada pelo método ORAC (Figura 9), após a ingestão do suco de laranja. 
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Figura 9. Capacidade antioxidante plasmática (ORAC) de indivíduos obesos com 

resistência à insulina, após a intervenção com sucos de laranja, obtidos dos cvs. Pera e 

Moro. Valores expressos como média ± desvio padrão. SLP: suco de laranja cv. Pera; 

SLM: suco de laranja cv. Moro. 

 

De maneira similar, a atividade das enzimas GPx e SOD no plasma (A e B) e 

PBMC (C e D), não mostraram diferenças significativas antes e após as intervenções 

(Figura 10). Não foi detectada atividade da enzima CAT no plasma ou PBMC. 
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Figura 10. Atividade das enzimas Glutationa Peroxidase e Superóxido Dismutase no 

plasma (A e B) e células mononucleares do sangue periférico (C e D) após a 

intervenção com os sucos de laranja obtidos dos cvs. Pera e Moro em indivíduos obesos 

com resistência à insulina. Valores expressos em média ± desvio padrão.  SLP: suco de 

laranja cv. Pera; SLM: suco de laranja cv. Moro. 

 

 Os sucos de laranja também não influenciaram os níveis de 8-isoprostano 

urinário, um biomarcador da peroxidação lipídica (Figura 11).  

Pré-SLP Pós-SLP Pré-SLM Pós-SLM

0

2

4

6

8
-i

s
o

p
ro

s
ta

n
o

 (
p

g
/m

g
 c

re
a
ti

n
in

a
)

 

Figura 11. 8-isoprostano urinário antes e depois da administração dos sucos de laranja 

obtidos dos cvs. Pera e Moro, em indivíduos obesos com resistência à insulina. Valores 

expressos como média ± desvio padrão. SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: suco de 

laranja cv. Moro. 
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 Por outro lado, o 8-OHdG foi o único biomarcador relacionado ao estresse 

oxidativo analisado no estudo que apresentou uma diferença significativa (p<0,05) após 

a intervenção com ambos os sucos de laranja (Figura 12).  

 

 

Figura 12: 8-OHdG urinário antes e após a ingestão dos sucos de laranja, obtidos dos 

cvs. Pera e Moro, em indivíduos obesos com resistência à insulina. Valores expressos 

em média ± desvio padrão. SLP: suco de laranja cv. Pera; SLM: suco de laranja cv. 

Moro. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Os sucos de laranja apresentaram conteúdos similares de açúcares, contribuindo 

igualmente para o acréscimo no valor energético nos dois ensaios. O SLM apresentou 

conteúdo de vitamina C duas vezes superior quando comparado ao SLP, e maior 

quantidade de fenólicos totais (pela presença de antocianinas), podendo ter influenciado 

na maior capacidade antioxidante observada para o SLM, em ambos os métodos 

(ORAC e DPPH). A utilização de mais de um ensaio para avaliação da capacidade 

antioxidante de uma fonte alimentar é uma alternativa importante, considerando-se a 

dificuldade em mensurar os componentes antioxidantes separadamente e as interações 

entre diferentes componentes em um sistema biológico (SINGH; SINGH, 2008).  

 

Os voluntários apresentaram parâmetros clínicos compatíveis com o perfil de 

resistência à insulina, que não é considerada uma doença, mas sim, um fator de risco 

para o diabetes mellitus e doenças cardiovasculares. Essa condição é associada à 

obesidade (principalmente visceral), dislipidemia e hipertensão arterial, fatores 

característicos da população estudada (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 

2018). 

Os valores de ingestão de energia observados pelos recordatórios de 24 horas 

apresentaram médias entre 1200 e 1500 kcal, aproximadamente. Considerando que o 

desequilíbrio energético, caracterizado pelo aumento do consumo calórico e/ou 

diminuição do gasto energético, constitui um dos principais fatores ambientais 

relacionados à etiologia da obesidade (ABESO, 2016) e que indivíduos obesos tendem a 

subrelatar a ingestão alimentar (BLUNDELL; GILLETT; JOHN, 2001; HEITMANN; 

LISSNER; HEITMANN, 1995), é possível que os valores energéticos calculados pelos 

recordatórios de 24 horas estejam subestimados. 

A manutenção dos valores antropométricos e glicêmicos corrobora com os dados 

de um recente artigo de revisão, que reforça o aspecto multifatorial do tratamento da 

obesidade, que geralmente compreende redução da ingestão calórica, prática de 

atividade física, mudanças comportamentais e de estilo de vida e tratamento 

farmacológico (AZZINI et al., 2017). Além disso, a combinação de dieta hipocalórica e 

ingestão de suco de laranja não afeta a perda de peso e pode ser um aliado para o 
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tratamento, por melhorar os parâmetros metabólicos, como sensibilidade à insulina e 

inflamação, além de melhorar a qualidade da dieta, aumentando os níveis de vitamina C 

e folato  (RIBEIRO; DOURADO; CESAR, 2017). 

Apesar de as intervenções com os dois sucos não promoverem alterações nos 

parâmetros bioquímicos, a avaliação individual mostra que muitos voluntários 

obtiveram reduções nas frações lipídicas e pressão arterial. Estudos sugerem que os 

lipídios plasmáticos podem ser influenciados pelas flavanonas presentes nas frutas 

cítricas, com redução do colesterol total, LDL-colesterol e triglicérides, e até mesmo 

aumento no HDL-colesterol. Entretanto, os resultados são controversos, o que pode ser 

explicado pela variação na absorção e metabolização entre indivíduos (BARRECA et 

al., 2017; KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014; TESTAI; CALDERONE, 2017), 

e portanto, na bioatividade.  

Variações na biodisponibilidade de polifenóis e em suas respostas biológicas 

podem ser explicadas por fatores interindividuais, como polimorfismos genéticos, 

microbiota intestinal, sexo, idade, estilo de vida, estado metabólico, presença de 

doenças, entre outros. No entanto, como a variável específica responsável pela resposta 

interindividual não está clara, as recomendações baseadas na população para estimular o 

consumo de frutas, legumes e grãos integrais permanecem (MANACH et al., 2017; 

MILENKOVIC et al., 2017).  

A bioatividade dos compostos depende de como eles são absorvidos e 

metabolizados. A absorção de flavanonas de citrus pode ser afetada por vários fatores, 

como o processamento tecnológico e variáveis antropométricas. As flavanonas cítricas 

das laranjas, narirutina e naringenina-7-O-rutinosídeo, são absorvidas no intestino 

grosso após deglicosilação mediada por bactérias colônicas e encontram-se em 

circulação como metabólitos de fase 2, principalmente como conjugados glicuronídeo e 

sulfato (PEREIRA-CARO et al., 2014). Além disso, as bactérias do intestino clivam o 

anel de flavanonas produzindo vários ácidos fenólicos excretados na urina em 

quantidades de até 88% da ingestão de polifenóis da laranja (PEREIRA-CARO et al., 

2014). Assim, a biodisponibilidade das flavanonas da laranja é dependente da 

microbiota intestinal e mudanças no perfil da microbiota poderia ter profunda influência 

na absorção. 
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Dessa forma, indivíduos foram estratificados em altos, médios e baixos 

excretores de metabólitos de flavanonas após a ingestão de uma dose de suco de laranja, 

o que reforça a influência da microbiota intestinal (TOMÁS-NAVARRO et al., 2014), e 

também poderia explicar a grande variabilidade interindividual nos parâmetros 

bioquímicos observados em nosso estudo. Além disso, uma pequena, mas significativa 

diminuição na excreção de hesperitina foi observada com o aumento da idade, mas 

parâmetros antropométricos e sexo não foram associados com a excreção de flavanonas 

(BRETT et al., 2009).  

A influência do processo tecnológico para obtenção do suco de laranja, sobre a 

biodisponibilidade de flavanonas é controversa. As flavanonas do suco homogeneizado 

a alta pressão apresentaram melhor absorção do que as do suco pasteurizado em 

indivíduos com alto índice de excreção (TOMÁS-NAVARRO et al., 2014). Por outro 

lado, não houve diferença entre o consumo de suco de laranja ou laranja in natura 

(BRETT et al., 2009), ou quando comparado o suco de laranja espremido fresco ou suco 

comercial processado (SILVEIRA et al., 2014). 

Apesar de os SLP e SLM serem ricos em vitamina C e flavanonas, não se 

observou aumento na capacidade antioxidante plasmática. O método ORAC tem-se 

demonstrado ser o mais relevante método para avaliar as mudanças na atividade 

antioxidante plasmática em um sistema biológico (ROY et al., 2010). Contudo, como o 

meio reacional é aquoso (SINGH; SINGH, 2008), não considera substâncias 

lipossolúveis, como por exemplo os carotenoides encontrados no suco de laranja 

(MELÉNDEZ-MARTÍNEZ; VICARIO; HEREDIA, 2007), o que pode ter influenciado 

nos resultados no presente estudo. 

 O mecanismo enzimático antioxidante de defesa celular pode ser influenciado 

pelos compostos presentes no suco de laranja. As flavanonas podem modular a via do 

Nrf2 e aumentar a resposta antioxidante enzimática em resposta ao estresse oxidativo 

e/ou exercer ação direta sobre os EROs e ERNs, modulando as enzimas antioxidantes 

(KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014; TESTAI; CALDERONE, 2017). De 

qualquer forma, não foram evidenciados no presente estudo alteração na atividade de 

enzimas antioxidantes ou nos marcadores da peroxidação lipídica (8-isoprostano 

urinário). Como trata-se de uma população com obesidade associada a resistência à 

insulina, características que relacionam-se com um estímulo crônico para a formação de 
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espécies reativas e depleção de enzimas antioxidantes (OLUSI, 2002), os resultados 

podem sugerir que a dose de suco ou o tempo de intervenção não foram suficientes para 

modular o sistema de defesa enzimático.   

O 8-OHdG foi o único marcador avaliado que reduziu significativamente após a 

intervenção com ambos os sucos administrados. É usualmente utilizado como um 

marcador no diabetes mellitus, especialmente na hiperglicemia crônica, lesão de órgãos 

alvo ou complicações microvasculares. Além disso, é muito utilizado para avaliar o 

efeito de suplementos dietéticos como a vitamina C sobre o dano oxidativo (WU et al., 

2004).  

Não existe um valor de referência para o 8-OHdG urinário, mas WU et al. 

(2004) ao avaliar dados de uma população chinesa entre 20-70 anos, sugeriram um 

intervalo normal de produtos do dano oxidativo de 43,9 ± 42,1 ng / mg creatinina para 

mulheres e 29,6 ± 24,5 ng / mg creatinina para homens. Entretanto, o anticorpo utilizado 

no ensaio ELISA não é específico e reage com outros produtos da oxidação do DNA e 

RNA, como o 8-OHGua e 8-OHdG, enquanto a análise realizada neste estudo utilizou 

anticorpo específico para 8-OHdG. Ainda, o desvio padrão observado é amplo, o que 

mostra uma dispersão dos dados e heterogeneidade da amostra e pode dificultar a 

aplicação destes valores para populações específicas. 

A proteção do dano oxidativo ao DNA parece estar relacionada com o Sistema 

de Defesa Antioxidante Não-enzimático (NEADS), o qual envolve a ação de vitaminas 

e outros compostos presentes nos alimentos (RANGEL-HUERTA et al., 2015). A 

redução significativa observada nos níveis de 8-OHdG, em conjunto com os outros 

marcadores de estresse oxidativo observados no presente estudo, os quais não 

apresentaram diferença significativa, levam a inferir que a redução nos níveis de 8-

OHdG foi influenciado pela ação direta dos compostos presentes no suco de laranja. 
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7. CONCLUSÃO 

Ambos os sucos apresentam uma composição similar, diferindo no conteúdo de 

ácido ascórbico e fenólicos totais, além da presença de antocianinas. Mesmo sem 

diferenças significativas nos parâmetros clínicos, as variações interindividuais 

observadas despertam questionamentos sobre os fatores que afetam a biodisponibilidade 

e atividade dos compostos bioativos. Assim, tais variações nos levaram à seleção de 

uma das intervenções para uma avaliação mais detalhada das modificações nos lipídios 

do plasma, que será abordada na seção 2 deste trabalho. 

Os marcadores de estresse oxidativo não confirmam a hipótese de aumento do 

sistema de defesa antioxidante enzimático, entretanto, a melhora nos níveis de 8-OHdG 

em ambos os ensaios sugerem um efeito protetor dos sucos de laranja por ação direta 

dos nutrientes e/ou compostos bioativos.  
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SEÇÃO 2: Análise lipidômica do plasma de indivíduos obesos com resistência à 

insulina, após a administração de suco de laranja cv. Pera 

 

8. INTRODUÇÃO 

 

As laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck) são amplamente consumidas, in natura 

ou em forma de suco e destacam-se pelo seu valor nutricional e como fonte dietética de 

compostos bioativos, incluindo flavanonas como a hesperidina e narirutina, vitamina C 

e fibras, os quais contribuem para a promoção da saúde (RAMPERSAUD; VALIM, 

2017).   

A bioatividade atribuída aos flavonoides de citrus tem sido associada à suas 

propriedades anti-inflamatória, antioxidante e hipolipemiante (MAHMOUD et al., 

2019). Diversos ensaios clínicos apresentam resultados potenciais do efeito do consumo 

de citrus na saúde, mas as conclusões variam de acordo com condições específicas da 

população estudada e do desenho do estudo (CROWE-WHITE et al., 2017). Existem 

diferenças nas características dos indivíduos, como IMC, gênero, idade, voluntários 

saudáveis ou com síndrome metabólica, ou outras doenças, além de diferentes doses, 

períodos de intervenção, diferentes matrizes ou processos tecnológicos para obtenção do 

suco de laranja (fruta, pasteurizado, extração manual, etc.), tornando difícil a 

compreensão sobre a bioatividade da ingestão de suco de laranja.  

Uma redução significativa no colesterol total, colesterol LDL e triglicerídeos foi 

encontrada em mulheres saudáveis que ingeriram 300 mL de suco de laranja por 2 

meses (LIMA et al., 2019). Também foi evidenciada redução no colesterol total e LDL 

colesterol total e LDL colesterol em indivíduos com uma restrição calórica de 500 kcal / 

d, associada à ingestão de suco (500 mL) durante 12 semanas, sugerindo um efeito 

adicional da naringina na redução da secreção hepática de VLDL e, consequentemente, 

no LDL colesterol (RIBEIRO et al., 2017). Entretanto, com o mesmo tempo de 

intervenção, não foram encontradas reduções significativas nos lipídios séricos em 

homens hipercolesterolêmicos após a suplementação com suco de laranja (250 mL) ou 

bebida isocalórica controle (SIMPSON  et al., 2016). 
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 Além das diferenças metodológicas entre os estudos, o plasma contém milhares 

de espécies lipídicas que não são diferenciadas nas análises clínicas tradicionais, o que 

pode explicar as diferenças encontradas (QUEHENBERGER et al., 2010). Neste 

contexto, a lipidômica – originalmente introduzida por Han e Gross (2005) como um 

método baseado em espectrometria de massas para a identificação e quantificação de 

espécies lipídicas – oferece novas possibilidades de análises clínicas de lipídios 

(BURLA et al., 2018; QUEHENBERGER et al., 2010). No diabetes mellitus tipo 2 e 

eventos cardiovasculares, por exemplo, espécies lipídicas que pertencem às classes dos 

ésteres de colesterol, lisofosfatidilcolinas, fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas, 

ceramidas, esfingomielinas e triacilgliceróis demonstraram ser melhores biomarcadores 

na avaliação do aumento do risco de complicações quando comparados às medidas 

lipídicas tradicionais e/ou outros fatores de risco (ALSHEHRY et al., 2016; 

HAVULINNA et al., 2016; HILVO et al., 2018; LAAKSONEN et al., 2016; RAZQUIN 

et al., 2019; STEGEMANN et al., 2014).  

 Nosso grupo aplicou anteriormente a metabolômica para avaliar os efeitos do 

consumo de suco de laranja em indivíduos saudáveis, usando duas diferentes amostras 

de sangue (plasma e sangue seco em filtros de papel). Foram observadas mudanças 

significativas nas acilcarnitinas, o que sugere que o consumo de laranja afeta na β-

oxidação de ácidos graxos mitocondrial e peroxisomal (MOREIRA et al., 2018). 

Portanto, considerando as possibilidades de pesquisa provenientes da lipidômica e a 

relevância dos flavonoides de citrus para a saúde, este estudo teve como objetivo 

explorar as alterações nos lipídios plasmáticos, associado ao consumo do suco de 

laranja, em pacientes obesos com resistência à insulina. Para esta proposta, foi aplicada 

uma abordagem lipidômica global e os resultados foram comparados com os parâmetros 

clínicos tradicionais. 
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9. MATERIAL E MÉTODOS 

 

9.1. Material 

 

Suco de laranja pasteurizado obtido do cv. Pera, fornecido pela 

FUNDECITRUS. O perfil de flavonoides do suco de laranja foi descrito na primeira 

seção. 

 

9.2. Métodos 

 

O ensaio clínico foi descrito na primeira seção. Resumidamente, 25 voluntários 

de ambos os gêneros, idade entre 40 e 60 anos, IMC ≥ 30 kg / m² e índice HOMA-IR > 

2,71 foram recrutados no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia. Os indivíduos 

consumiram 400 mL de suco de laranja obtidos do cv. Pera, durante 15 dias 

ininterruptos. Amostras de sangue foram coletadas antes (t0) e depois de 15 dias (t16) 

do consumo do suco, períodos os quais, serão nomeados respectivamente como G1 e G2 

nesta seção. O plasma foi estocado a -80 ºC para análises posteriores.  

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (Protocolo 4699/2016) e foi formalmente 

registrado como um ensaio clínico em www.clinicaltrial.gov, sob o Universal Trial 

Number (UTN) U1111-1215-8661. 

 

 

9.2.1. Análise Lipidômica 

A extração dos lipídios plasmáticos foi realizada pelo método MTBE 

modificado (MATYASH et al., 2008). Amostras de plasma (50 µl) foram adicionadas a 

50 µl de tampão fosfato (pH 7,4 10 mM), 50 µl de padrões internos (Tabela 6) e 200 µl 

de metanol gelado. Posteriormente, MTBE (2 mL) foi adicionado e colocado sob 

agitação durante 1 hora a 20 °C. Em seguida, 300 µl de água foi adicionada a mistura, 

passado no vórtex durante 10 segundos e levado ao banho de gelo por 10 minutos. 

Amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4 ºC, e o sobrenadante 

contendo o extrato lipídico foi transferido para um vial e seco sob fluxo de nitrogênio. 

http://www.clinicaltrial.gov/
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Os extratos lipídicos foram redissolvidos em 100 µl de isopropanol e centrifugados a 

1.500 g durante 3 minutos, a 4 ºC, antes da análise por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas (LC-MS). 

Os extratos lipídicos foram analisados por um método global, usando um 

cromatógrafo líquido de alta eficiência (Nexera UHPLC, Shimadzu, Kyoto, Japan) 

acoplado a um espectrômetro de massas (Triple TOF6600, Sciex, Concord, United 

States) com ionização eletrospray nos modos negativo e positivo, em coluna 

CORTECS
®
 (UPLC C18, 1,6 μm, 2,1 mm i.d. 100 mm). A fase móvel foi 

compreendida por (A) água/acetonitrila (60:40) e (B) isopropanol/acetonitrila/água 

(88:10:2) ambos com acetato ou formato de amônia 10 mM  para análises nos modos 

negativos ou positivos, respectivamente. O gradiente iniciou em 40 a 100% ao longo 

dos primeiros 10 minutos, mantendo a 100% de 10 a 12 minutos, e reduzindo de 100 a 

40% durante 12-13 min, e permanecendo a 40% B de 13 a 20 min. O fluxo foi de 0,2 

mL / min e a temperatura da coluna foi mantida a 35 ºC. O volume de amostra injetado 

foi de 1 µl. 

A espectrometria de massas operou no modo de aquisição da IDA
®

 (Information 

Dependente Acquisition), com faixa de varredura configurando uma razão de massa-

carga de 100-200 Da. Os dados foram obtidos em um tempo de ciclo de 1,05 s com 

tempo de aquisição de 100 ms para o escaneamento MS1 e 25 ms para a obtenção de 

MS/MS dos 36 íons percursores. A aquisição dos dados foi realizada utilizando o 

Analyst 1.7.1 com uma voltagem de pulverização de íons de -4,5 kV e 5,5 kV para os 

modos negativo e positivo, respectivamente, e a voltagem do cone a ± 80 V. A cortina 

de gás foi regulada para 25 psi, nebulizador e gases de aquecimento a 45 psi e 

aquecedor de interface de 450 °C. 

Os íons precursores mais abundantes detectados pela IDA, cobrindo 70-80% da 

contagem total de íons, foram individualmente identificados pela inspeção de seus 

MS/MS usando o PeakView® (Sciex, Concord, Estados Unidos). O modo ESI negativo 

foi utilizado para a identificação de ácidos graxos livres, glicerofosfolipídeos e 

esfingolipídeos, enquanto o modo positivo para ESI foi utilizado para identificar 

lipídios neutros, como triglicerídeos e ésteres de colesterol. Para quantificação, a área 

sob a curva de cada espécie molecular foi obtida a partir do seu precursor e normalizada 

pela área do pico do padrão interno correspondente (Tabela 6), utilizando o MultiQuanti 
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(Sciex, Concord, Estados Unidos). As concentrações lipídicas foram calculadas com 

base na razão entre os dados integrados da MS das espécies lipídicas e o volume de 

plasma utilizado para a extração de lipídios. As concentrações lipídicas foram expressas 

em mg de lipídio por dL de plasma. 

 

Tabela 6. Padrões internos utilizados na análise lipidômica 

Padrões internos Concentração (µg/ mL) 

Ceramida (Cer) d18:1/17:0 10 

Esfingomielina (SM) d18:1/17:0 10 

Fosfatidilcolina (PC) 17:0/17:0 10 

Fosfatidiletanolamina (PE) 17:0/17:0 10 

Lisofosfatidilcolina (LysoPC) 17:0 10 

Triacilglicerol (TAG) 17:0x3 10 

Triacilglicerol (TAG) 14:0x3 10 

Colesterol éster (CE) 10:0 10 

 

 

9.3. Análise Estatística 

 Análise univariada e multivariada foram realizadas com o software 

MetaboAnalyst v. 4.0 (Xia and Wishart, 2016 e disponível em 

https://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml), após transformação log dos dados. A 

Análise Discriminante Ortogonal dos Mínimos Quadrados Parciais (oPLS-DA) foi 

utilizada para examinar a distribuição das amostras traçadas ao longo dos dois maiores 

componentes principais (PC1 e PC2). Para identificar as variáveis que apresentaram 

mudanças estatisticamente significativas, um gráfico de Volcano foi gerando usando o 

teste-t de Student (valor de p < 0,05) e fold change (FC) > 1,5. A comparação entre as 

análises clínicas tradicionais e a análise lipidômica foi realizada por Volcano Plot 

(usando os mesmos parâmetros descritos acima) e a análise de correlação de Hunter. 

 

https://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml
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10. RESULTADOS 

A identificação dos lipídios foi baseada exclusivamente em seus espectros de 

massa e as moléculas foram identificadas de acordo com Han (2016). A análise 

lipidômica global revelou 316 espécies moleculares divididas em 5 classes e 14 

subclasses (Tabela 7). Esse alto número de lipídios plasmáticos está dentro da faixa de 

diversidade relatada em uma comparação internacional recente entre laboratórios, 

usando abordagens lipidômicas em uma única amostra de plasma sanguíneo humano 

(BOWDEN et al., 2017). As espécies de triacilglicerol (n = 106) foram as subclasses 

mais diversas, seguidas de espécies de fosfatidilcolina (n = 45) e esfingomielina (n = 

26). 

Tabela 7. Espécies de lipídios plasmáticos encontrados, respectivas classes, subclasses 

e padrões internos utilizados para quantificação, em indivíduos obesos com resistência à 

insulina suplementados com suco de laranja: 

Classe Subclasse 
N° de 

espécies 
Padrão interno 

Esteróis Colesterol éster (CE) 18 PC (17:0/17:0) 

Colesterol livre (Chol) 1 PC (17:0/17:0) 

Ácidos graxos Acilcarnitina (ACar) 9 LysoPC (17:0) 

Ácido graxo livre (FFA) 19 PC (17:0/17:0) 

Glicerolipídeos Diacilglicerol (DAG) 3 TAG (17:0x3) 

Triacilglicerol (TAG) 106 TAG (14:0x3) 

Glicerofosfolipídeos Lisofosfatidilcolina (LysoPC) 4 LPC (17:0) 

Éter de fosfatidilcolina (ePC) 20 PC (17:0/17:0) 

Fosfatidilcolina (PC) 45 PC (17:0/17:0) 

Monoéster de 

Fosfatidiletanolamina (ePE) 

20 PE (17:0/17:0) 

Fosfatidiletanolamina (PE) 16 PE (17:0/17:0) 

Fosfatidilinositol (PI) 12 PC (17:0/17:0) 

Esfingolipídios Esfingomielina (SM) 26 SM (d18:1/17:0) 

Ceramida (Cer) 17 Cer (d18:1/17:0) 
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 A análise multivariada por oPLS-DA revelou uma tendência para a segregação 

de amostras dos grupos G1 e G2 (Figura 13A). O gráfico de carga do oPLS-DA 

mostrou uma tendência para as acilcarnitinas, DAG, CE e TAG como as principais 

espécies lipídicas responsáveis pela segregação das amostras no oPLS-DA (Figura 

13B).  

 O gráfico de Volcano, exibindo os dados da análise univariada (teste-t e FC) foi 

aplicado para examinar as espécies lipídicas significativamente alteradas antes e após a 

suplementação de suco de laranja (Figura 14). Espécies lipídicas com níveis 

significativamente alterados (valor de p <0,05 e FC > 1,5) são exibidas como círculos 

rosados. Entre as espécies alteradas aumentadas estão duas acilcarnitinas (Acar 16:1 e 

18:1) observadas em amostras do G2. Por outro lado, várias espécies de TAG foram 

encontradas em níveis reduzidos no G2 em comparação ao G1. 

 Em seguida, foi verificado se as alterações no lipidoma plasmático, 

especialmente aquelas relativas aos níveis de TAG e CE, também se refletiam nos 

valores clínicos de rotina do mesmo conjunto de amostras. Além das análises lipídicas 

clínicas tradicionais, também foram analisados, por um Gráfico Volcano, se a soma das 

subclasses lipídicas quantificadas pela lipidômica foram estatisticamente diferentes 

entre G1 e G2 (Figura 15A). Não foi observado diferenças aparentes entre os indivíduos 

em G1 e G2 em relação aos exames bioquímicos tradicionais, como triglicerídeos, 

colesterol total, LDL-C ou HDL-C. No entanto, é possível observar que mudanças 

significativas ocorreram apenas com a soma de TAG e soma de ACar. Este achado 

sugere que uma quantificação em larga escala e detalhada de lipídios plasmáticos por 

lipidômica resulta em um desfecho distinto em comparação com os exames clínicos 

tradicionalmente usados. 
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Figura 13. Análise multivariada por Análise Discriminante Ortogonal de Mínimos 

Quadrados Parciais (oPLS-DA) do lipidoma plasmático de pacientes com obesidade e 

resistência à insulina, antes (G1) e depois (G2) da intervenção com suco de laranja. 

Dados usados para esta comparação sofreram transformação de Log antes da análise no 

MetaboAnalyst. (A) Plotagem do oPLS-DA revelou uma segregação entre grupos, 

A

B
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principalmente aqueles no eixo horizontal; (B) Gráfico de carregamentos do oPLS-DA 

revelou ACar, lipídios de esterol (principalmente CE) e TAG, como importantes 

espécies para a separação entre os grupos. Círculos coloridos representam as subclasses 

de lipídios.  

 

 

Figura 14. Gráfico Volcano do lipidoma do plasma comparando os indivíduos após 

(G2) e antes (G1) da intervenção com suco de laranja. Os dados usados para esta 

comparação sofreram transformação por Log antes da análise estatística no 

MetaboAnalyst. Gráfico Volcano da comparação pareada G2 x G1, representado pelo 

log2 (FC) plotado contra o -log10 (valor de p). Esta análise revelou alterações nos níveis 

plasmáticos de 2 espécies moleculares de Acar e 29 espécies de TAG. A significância 

estatística foi avaliada pelo teste t (p <0,05) e a alteração da dobra foi ajustada para 

>1,5. 
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Figura 15. Comparação entre lipidômica (soma das concentrações entre uma subclasse 

de lipídios) e análises bioquímicas tradicionais pelas análises de Volcano Plot (G2 

versus G1) e Pattern Hunter. Os dados utilizados para esta comparação foram 

transformados em Log antes da análise estatística no Metaboanalyst. (A) Gráfico 

Volcano da comparação pareada G2 versus G1 representado pelo log2 (FC) plotado 

contra o –log10 (valor de p). Esta análise revelou alterações no nível de soma de ACar e 

TAG estimados por lipidômica. A significância estatística foi avaliada pelo teste t (p 

<0,05) e o FC foi ajustado para> 1,5. (B) Análise Pattern Hunter de variáveis que se 

correlacionaram com o TAG (valores de p significativos para a correlação de Pearson 

foram identificados com *). (C) Análise Pattern Hunter de variáveis que se 

correlacionaram com ACar (valores de p significativos para a correlação de Pearson 

foram identificados com *). 
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 Em seguida, foi aplicada a análise de Pattern Hunter para verificar se a soma de 

todas espécies de TAG (Figura 15B) e ACar (Figura 15C) analisadas por lipidômica são 

correlacionadas com outras subclasses de lipídios ou com os exames bioquímicos. 

Resultados destas análises revelam que a soma de todos os TAG são positivamente e 

significativamente (p < 0,05) correlacionadas com a soma de PE, ePE, colesterol livre e 

DAG avaliados por lipidômica e com o TAG e VLDL mensurados nos exames clínicos. 

Uma correlação negativa e significativa foi observada entre a soma de todas as espécies 

de TAG, ACar e PI. Para a soma de todas as ACar, uma correlação significativa e 

negative foi observada com CE, colesterol livre, TAG e PE (todos analisados por 

lipidômica) e TAG e VLDL estimados pelas medidas bioquímicas tradicionais. Uma 

correlação positiva foi observada entre ACar e DAG analisadas por lipidômica. 

 

 

Figura 16. Redução nos níveis de TAG circulantes em indivíduos através do valor de 

Delta das concentrações antes (G1) e após (G2) a intervenção com suco de laranja em 
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indivíduos obesos com resistência à insulina. (A) O valor de delta das concentrações de 

espécies de TAG significativamente alteradas (teste-t, p < 0,05) ligados exclusivamente 

a ácidos graxos saturados e monoinsaturados (barras brancas) ou ligados a pelo menos 

uma cadeia de ácidos graxos da família ômega-6 (barras pretas). (B) Valor de Delta das 

concentrações de ácidos graxos individuais ligados aos TAG significativamente 

alterados (concentrações de ácidos graxos individuais foram calculados com base na sua 

presença nos TAG; a concentração total de 16:1 e 18:1 nos TAG (16:1/16:1/18:1) são 

2/3 e 1/3 da concentração de TAG, respectivamente. 

 

 Como as espécies de TAG foram as mais prevalentes em todos os testes 

estatísticos aplicados neste estudo, foram investigados padrões qualitativos e 

quantitativos de cada espécie de TAG com níveis alterados entre G1 e G2. Para tanto, 

foi realizado o cálculo do valor de Delta entre as concentrações médias de cada TAG 

em G2 menos G1 (Figura 16). Qualitativamente, as espécies reduzidas de TAG podem 

ser separadas em duas categorias principais (Figura 16A): aquelas contendo cadeias 

acílicas compostas exclusivamente por ácidos graxos saturados e / ou monoinsaturados; 

e os que contém pelo menos um ácido graxo omega-6, neste caso mais frequentemente 

um ácido linoleico (18: 2). Quantitativamente, os ácidos graxos reduzidos foram 

individualmente 18: 2, seguidos por 18: 1, 16: 1 e 16: 0 (Figura 16B).  
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11. DISCUSSÃO 

 O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da ingestão de suco de laranja nos 

lipídios plasmáticos de indivíduos obesos com resistência à insulina. Embora realizados 

com vários grupos de pacientes (de indivíduos saudáveis, àqueles com 

hipercolesterolemia moderada, hipercolesterolêmicos ou com excesso de peso), estudos 

clínicos anteriores revelaram resultados controversos em relação aos efeitos do suco de 

laranja nos lipídios sanguíneos. Esses desfechos foram relacionados a um aumento nos 

TAG (KUROWSKA et al., 2000), nenhum efeito nos lipídios sanguíneos (MORAND et 

al., 2011; SIMPSON; MENDIS; MACDONALD, 2016) ou um efeito hipolipemiante 

(APTEKMANN; CESAR, 2013; CESAR et al., 2010; LIMA et al., 2019; RANGEL-

HUERTA et al., 2015; RIBEIRO; DOURADO; CESAR, 2017). Todos estes estudos 

investigaram os lipídios sanguíneos e perfil de lipoproteínas através de análises clínicas 

tradicionais. 

 O presente estudo fornece uma visão sobre os efeitos do consumo de suco de 

laranja sobre o metabolismo lipídico. De acordo com nossos dados lipidômicos, a 

administração de suco de laranja em indivíduos obesos aumentou significativamente os 

níveis de ACar de cadeia longa e reduziu os níveis de várias espécies de TAG 

circulantes. Por outro lado, as medidas bioquímicas tradicionais (colesterol total, TAG, 

VLDL, LDL-C e HDL-C) não foram capazes de mostrar alteração e permaneceram 

inalteradas pela intervenção. O TAG e VLDL obtidos a partir de medidas lipídicas 

tradicionais, correlacionaram-se positivamente com a soma de TAG e negativamente 

com a soma de ACar. Entretanto, não foram observadas correlações com o colesterol 

total, LDL e HDL. Embora estatisticamente insuficiente, esses dados sugerem que o 

impacto do consumo do suco de laranja na redução do TAG circulante pode estar 

relacionado à melhora no metabolismo do VLDL, conforme observado por (MIWA et 

al., 2006). 

 Resultados da análise lipidômica revelaram uma tendência para a redução de 

espécies de TAG ligadas a ácidos graxos saturados, monoinsaturados ou ômega-6. 

Estudos in vitro com linha celular de hepatoma HepG2 mostraram que os efeitos das 

flavanonas de citrus estão diretamente relacionados ao metabolismo lipídico, através da 

redução da secreção de lipoproteínas contendo ApoB, principalmente pela supressão da 

síntese de ésteres de colesterol e TAG (MIWA et al., 2006; WILCOX et al., 2001). Em 
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outro estudo em células HepG2, a naringerina foi relacionada com a supressão da 

expressão do mRNA do SREBP 1c (Elemento Regulador de Esterol ligado à proteína 

1c), acetil-CoA carboxilase e ácido graxo sintase (BAWAZEER et al., 2017). Além 

disso, Peng et al. (2016) demonstraram recentemente em um modelo de Caenorhabditis 

elegans que a hesperidina regula negativamente a expressão da estearoil-CoA 

desaturase, enzima que catalisa a conversão de ácidos graxos saturados a 

monoinsaturados, como os ácidos palmitoleico (16:1) e oleico (18:1); os ácidos graxos 

mais prevalentes ligados às espécies de TAG alteradas no presente estudo. Juntos, estes 

estudos in vitro podem não explicar que a redução dos TAG é resultado direto do 

impacto do consumo de suco de laranja, mas talvez a supressão da lipogênese de novo 

pelos flavonoides de citrus, o que pode explicar a redução seletiva de espécies de TAG 

compostas por ácidos graxos saturados e monoinsaturados. 

 Além dos ácidos graxos saturados e monoinsaturados, o ácido graxo essencial 

ômega-6, o ácido linoleico (18:2), foi encontrado entre os mais abundantes ligados as 

espécies de TAG alterados. Em células de mamíferos, o ácido linoleico é o maior 

substrato para a síntese de ácido araquidônico, molécula precursora de vários 

mediadores inflamatórios como as prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos (SAINI; 

KEUM, 2018). O efeito inibitório das flavanonas de citrus na inflamação do tecido 

adiposo via inibição da ciclooxigenase, é bem conhecido (MAHMOUD et al., 2019). 

Enquanto os efeitos do suco de laranja no metabolismo dos ácidos graxos ômega-6 

ainda precisam ser elucidados, os achados deste estudo suportam a evidência de uma 

significante redução dos níveis de TAG ligados ao ácido linoleico, que é um potencial 

precursor dos mediadores lipídicos inflamatórios.  

Entretanto, dados da avaliação de perfil inflamatório obtidos no projeto de 

doutorado realizado em conjunto com o presente estudo, mostraram que as citocinas 

pró-inflamatórias, como IL-1 beta e IL-6 não foram afetadas pela intervenção (dados 

não publicados). Por outro lado, o efeito anti-inflamatório da ingestão de suco de laranja 

foi observado em outro estudo de nosso grupo de pesquisa, onde uma dose de suco de 

laranja ingerida junto com uma refeição pró-inflamatória, composta por alto conteúdo 

de gordura e carboidrato, reduziu os níveis plasmáticos de IL-6, neutralizando o efeito 

pró-inflamatório desta refeição (CHAVES et al., 2017). Este efeito pode ser associado à 

redução na endotoxina plasmática e expressão de TLR 2 e 4 em PBMC, quando o suco 
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de laranja foi administrado junto com uma refeição rica em gorduras e carboidratos 

(GHANIM et al., 2010). 

 Ainda no presente estudo, houve um aumento significativo nas principais 

acilcarnitinas de cadeia longa, particularmente a ACar (16: 1) e (18: 1). Em contraste 

com as ACar de cadeia curta que são produzidas a partir de glicose, aminoácidos e 

degradação de ácidos graxos, as ACar de cadeia média e longa são derivadas 

exclusivamente do metabolismo dos ácidos graxos (KERNER; HOPPEL, 2000; 

VIOLANTE et al., 2013). As ACar de cadeia longa são sintetizadas principalmente por 

aciltransferases de carnitina e metabolizadas via beta-oxidação nas mitocôndrias. 

Historicamente, o aumento da concentração plasmática de ACar tem sido utilizado 

como marcador de oxidação incompleta de ácidos graxos (RINALDO; COWAN; 

MATERN, 2008) e tem sido associado à progressão de várias doenças, incluindo a 

resistência à insulina (MIHALIK et al., 2014) e doenças cardiovasculares (AHMAD; 

KELLY; MCGARRAH, 2016). Entretanto, um aumento na concentração de ACar é 

também observado durante o estado de jejum, quando a taxa de oxidação de ácidos 

graxos é aumentada (SCHOONEMAN et al., 2013).  

Em um estudo prévio de nosso grupo foram observados níveis reduzidos de 

acilcarnitinas de cadeias média e longa em amostras de plasma ou sangue total seco de 

voluntários saudáveis de ambos os gêneros e idade entre 20 e 45 anos,  após intervenção 

com suco de laranja (MOREIRA et al., 2018). No entanto, no presente estudo foi 

observado um aumento concomitante no ACar plasmático com uma diminuição nos 

níveis de TAG circulantes, sugerindo fortemente uma ligação entre estas duas espécies 

lipídicas. Além disso, os ácidos graxos palmitoleico e oleico estão entre os ácidos 

graxos mais reduzidos ligados ao TAG plasmático durante a intervenção, e representam 

as duas espécies ACar significativamente alteradas. Considerando que o aumento de 

ACar no plasma em estado de jejum reflete o aumento da taxa de oxidação de ácidos 

graxos (SCHOONEMAN et al., 2013), então uma redução nas espécies de TAG pode 

estar associada a lipólise induzida pela ingestão de suco de laranja. 

 Uma limitação neste estudo é que os lipídios alterados podem ter sido 

influenciados pelo uso de medicamentos e/ou alterações metabólicas relacionadas a 

ingestão alimentar, um importante aspecto quando avaliamos indivíduos obesos 

(BLUNDELL; GILLETT; JOHN, 2001). No entanto, não foram verificadas diferenças 
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significativas na ingestão energética e de macronutrientes ou mudança nos 

medicamentos durante o período de avaliação. Em contraste com outros lipídios, a ACar 

foi estimada apenas qualitativamente devido à falta de padrões internos e externos no 

nosso laboratório. Ou seja, mudanças nos níveis de ACar são comparáveis entre as 

amostras, mas seus níveis não podem ser comparados a outros lipídios como os TAG. 
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12. CONCLUSÃO 

 A análise lipidômica global do plasma levou à identificação de mudanças nos 

níveis de lipídios não observados nos exames clínicos tradicionais. As variações 

moleculares observadas sugerem que, em indivíduos obesos com resistência à insulina, 

o suco de laranja pode modular o metabolismo lipídico. A redução dos TAG sugere a 

redução da síntese de ácidos graxos por uma possível supressão da lipogênese de novo, 

bem como a lipólise relacionada ao aumento de substrato para a beta-oxidação, as 

acilcarnitinas. Assim, o consumo regular do suco de laranja pode ter um importante 

impacto em algumas desordens metabólicas características do quadro de obesidade 

associada a resistência à insulina, com melhora nos biomarcadores associados.    
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13.  CONCLUSÃO GERAL 

 Diversos estudos mostram efeitos positivos no consumo de suco de laranja sobre 

marcadores de estresse oxidativo e lipídios circulantes, entretanto os resultados são 

controversos. O presente estudo mostrou resultados indicativos de proteção do dano 

oxidativo ao DNA, provavelmente pela ação direta de compostos bioativos, bem como 

alterações nos níveis moleculares de lipídios, sugestivas de modificações na beta-

oxidação de ácidos graxos. 

 Devido aos vários fatores intervenientes identificados em ensaios clínicos em 

seres humanos e à complexidade dos sistemas fisiológicos, técnicas de análise mais 

específicas e sensíveis podem ajudar a compreender os mecanismos de ação e os grupos 

mais beneficiados em intervenções terapêuticas com o gênero citrus. 
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ANEXO 1 – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO 2 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
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ANEXO 3 – FORMULÁRIO DE COLETA DE DADOS 
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ANEXO 4 – RECORDATÓRIO DE 24 HORAS 
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ANEXO 5 – FICHA DO ALUNO (JANUS) 
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ANEXO 6 – CURÍCULO LATTES 
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30 

Vínculo institucional 

 2011 - 2013 Vínculo: Servidor Público, Enquadramento Funcional: Nutricionista, Carga horária: 30 

Intermédica - Sistema de Saúde, INTERMÉDICA, Brasil. 

Vínculo institucional 

2009 - 2011 Vínculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Nutricionista, Carga horária: 

40 

Outras informações Atendimento Ambulatorial. 

 

 

Áreas de atuação 
         1. Grande área: Ciências da Saúde / Área: Nutrição / Subárea: Dietética.  

 2. Grande área: Ciências da Saúde / Área: Nutrição / Subárea: Doenças Crônicas não- 

Transmissíveis.  

Idiomas 

 
 Inglês Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, Lê Razoavelmente, Escreve Pouco. 
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