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RESUMO

Capetini, V. C. Efeito cronico da ingestdo de suco de laranja sanguinea sobre o perfil de
expressao de microRNA e resposta inflamatoria em mulheres com sobrepeso. 2021. Tese -
Faculdade de Saude Publica da USP, Sdo Paulo, 2021.

Introdugdo: A obesidade estd diretamente envolvida na etiologia de doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNT). A ingestdo excessiva de nutrientes associada a obesidade culmina na
ativacdo de vias de sinalizacdo pro-inflamatérias em diferentes locais do organismo,
acarretando uma inflamagdo sistémica, cronica e de baixa intensidade. MicroRNA (miRNA)
atuam como moduladores e biomarcadores de processos inflamatdrios e a andlise da sua
expressao pode contribuir para identificacdo do risco de DCNT. A laranja (Citrus sinensis) é a
fruta mais produzida no Brasil, contendo concentracbes significantes de flavonoides,
vitamina C e carotenoides, os quais apresentam atividade antioxidante e anti-inflamatoria.
Neste contexto, destaca-se a laranja sanguinea, que além dos compostos nutricionais
comuns em Citrus, contem antocianinas. Objetivo: Investigar o efeito da ingestdo cronica de
suco de laranja sanguinea Moro sobre a resposta inflamatéria e o perfil de expressao de
mMiRNA no plasma e em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) em mulheres
com sobrepeso. Métodos: Estudo de intervencdo crénica em mulheres (n = 20) de 18 a 40
anos, diagnosticadas com sobrepeso (indice de massa corporal = 25,0 a 29,9 kg/mz). Durante
quatro semanas, as voluntarias ingeriram, diariamente, 500 mL de suco de laranja sanguinea
Moro, com colheitas de sangue realizadas nos momentos basal e apds 2 e 4 semanas do
inicio do protocolo experimental. Foram realizadas as seguintes analises: caracterizacao do
suco de laranja sanguinea Moro; avaliacdo antropométrica; afericao da pressdo arterial;
avaliagdo do consumo alimentar; determinacdo das concentracdes plasmaticas de glicose,
insulina, lipopolissacarideos, proteina ligadora de lipopolissacarideo, cluster de diferenciacao
14 soluvel, biomarcadores inflamatdrios [interleucina (IL)-6, IL-10, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), proteina quimiotatica de monécitos-1, molécula de adesao intercelular soltvel
(sICAM)-1 e a molécula de adesdo celular vascular soluvel (sVCAM)-1]; e determinagdo das
concentragdes séricas do perfil lipidico, proteina C reativa, fibrinogénio, D-dimero, gama
glutamil transferase, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, amilase, ureia,
creatinina e minerais. Foram também analisadas a expressao de miRNA no plasma e em
PBMC; a expressdo dos genes TNF, fator nuclear kappa B subunidade p50 (NFKB1), NF-kB
subunidade p65 (RELA), inibidor alfa do NF-kB (NFKBIA), IL1, IL6, IL10, e receptores do tipo
toll (TLR2 e TLR4); e o conteudo e a fosforilacdo das proteinas NF-kB, IkB-a, quinase c-Jun N-
terminal (JNK), quinase beta inibidora do IkB-a (IKK-B) e fator de transformacdo de
crescimento beta 1 (TAK1). Resultados: A ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro
aumentou o consumo de vitamina C (p < 0,001), a razdo fosfo-JINK/INK (p < 0,05) e a
expressao de miRNA no plasma [miR-144-3p (p = 0,02)] e em PBMC [miR-424-5p (p = 0,002),
miR-144-3p (p = 0,006) e miR-130b-3p (p = 0,03)]. Por outro lado, diminuiu o conteudo
proteico de NF-kB (p < 0,05) e a expressao do let-7f-5p (p = 0,007) e do miR-126-3p (p = 0,04)
em PBMC. Contudo, ndo foram observadas alterac¢des significativas na expressdo de genes
gue codificam proteinas envolvidas com a resposta inflamatéria e nos parametros
antropométricos e bioquimicos analisados ao final do protocolo experimental. Conclusdo: A
ingestdo do suco de laranja sanguinea modula a expressao de miRNA em PBMC e no plasma



e diminui o conteudo proteico de NF-kB em PBMC, sem alterar a ingestao caldrica, os
parametros antropométricos e os biomarcadores metabélicos avaliados.

Descritores: microRNA, inflamagao, laranja sanguinea, sobrepeso, flavonoides.



ABSTRACT

Capetini, V. C. [Chronic effect of blood orange juice intake on the microRNA expression
profile and inflammatory response in overweight women]. 2021. Thesis - Faculdade de
Saude Publica da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2021. Portuguese.

Introduction: Obesity is directly involved in the etiology of chronic non-communicable
diseases (NCD). The excessive intake of nutrients associated with obesity culminates in the
activation of pro-inflammatory signaling pathways in different parts of the body, causing
systemic, chronic, and low-intensity inflammation. MicroRNA (miRNA) act as modulators and
biomarkers of inflammatory processes and the analysis of their expression can contribute to
the identification of the risk of NCDs. Orange (Citrus sinensis) is the most produced fruit in
Brazil, containing significant concentrations of flavonoids, vitamin C, and carotenoids, which
have antioxidant and anti-inflammatory activity. In this context, blood orange stands out,
which in addition to the common nutritional compounds in Citrus, it has anthocyanins.
Objective: To investigate the effect of chronic Moro blood orange juice intake on the
inflammatory response and miRNA expression profile in plasma and peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) in overweight women. Methods: Chronic intervention study in
women (n = 20) aged 18 to 40 years old, diagnosed with overweight (body mass index = 25.0
to 29.9 kg/m?). For four weeks, the volunteers ingested, daily, 500 mL of Moro blood orange
juice, with blood samples collected at baseline and 2 and 4 weeks after the beginning of the
experimental protocol. The following analyses were carried out: characterization of Moro
blood orange juice; anthropometric measurements; blood pressure measurement; dietary
intake assessment; determination of plasma concentrations of glucose, insulin,
lipopolysaccharides, lipopolysaccharide-binding protein, soluble cluster of differentiation 14,
and inflammatory biomarkers [interleukin (IL)-6, IL-10, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a),
monocyte chemoattractant protein-1, soluble intercellular adhesion molecule (sICAM)-1 and
soluble vascular cell adhesion molecule (sVCAM)-1]; and determination of serum
concentrations of lipid profile, C-reactive protein, fibrinogen, D-dimer, gamma-glutamyl
transferase, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, amylase, urea,
creatinine, and minerals. Were also analyzed the expression of miRNA in plasma and PBMC;
the expression of genes TNF, nuclear factor kappa B p50 subunit (NFKB1), NF-kB p65 subunit
(RELA), NF-KkB inhibitor alpha (NFKBIA), IL1, IL6, IL10, and toll-like receptors (TLR2 e TLR4);
and the content and phosphorylation of proteins NF-kB, IkBa, c-Jun N-terminal kinase (JNK),
inhibitor of NF-KB kinase subunit beta (IKKB) and transforming growth factor B-activated
kinase 1 (TAK1). Results: Moro blood orange juice intake increased vitamin C consumption (p
< 0.001), phospho-JNK/JNK ratio (p < 0.05), and miRNA expression in plasma [miR-144-3p (p
=0.02)] and in PBMC [miR-424-5p (p = 0.002), miR-144-3p (p = 0.006), and miR-130b-3p (p =
0.03)]. Conversely, it decreased the protein content of NF-kB (p < 0.05) and the expression of
let-7f-5p (p = 0.007) and miR-126-3p (p = 0.04) in PBMC. However, no significant changes
were observed in the expression of genes that encode proteins involved in the inflammatory
response and the anthropometric and biochemical parameters analyzed at the end of the
experimental protocol. Conclusion: Ingestion of blood orange juice modulates miRNA
expression in PBMC and plasma and decreases the protein content of NF-kB in PBMC,



without changing caloric intake, anthropometric parameters, and metabolic biomarkers
evaluated.

Keywords: microRNA, inflammation, blood orange, overweight, flavonoids.
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1 INTRODUCAO

1.1 DIETA OCIDENTAL, EXCESSO DE PESO E DOENCAS CRONICAS NAO
TRANSMISSIVEIS

O processo de transicao epidemioldgica é caracterizado pelo aumento da prevaléncia
de doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) como diabete melito tipo 2 (DM2), doencas
cardiovasculares, doenga hepatica gordurosa nao alcodlica e cancer. As DCNT representam
problema de salude publica relevante e estdo associadas a transicao alimentar e nutricional e
a adocdo de um estilo de vida sedentdrio (FOGLI-CAWLEY et al., 2007). Pesquisas
populacionais mostram forte associacdo entre a dieta ocidental e a prevaléncia de DCNT
(HEIDEMANN et al., 2008). Conforme ja vem sendo evidenciado no Brasil (MONTEIRO et al.,
2011), a dieta ocidental é atualmente caracterizada pela baixa ingestado de frutas e hortalicas
e elevada ingestao de alimentos ricos em carboidratos de alto indice glicémico, sédio,
colesterol e 4cidos graxos saturados (AGS) e trans (FUNG et al., 2001; CHRIST et al., 2019).
Em 2019, apenas um em cada trés adultos brasileiros relatavam consumir frutas e hortaligas,
cinco ou mais dias por semana (BRASIL, 2020). Esses fatos indicam que grande parte da
populacdo brasileira apresenta ingestdo inadequada de vitaminas, de minerais e de

compostos bioativos.

O padrao dietético ocidental associado ao aumento da inatividade fisica — devido a
natureza cada vez mais sedentaria de muitas formas de trabalho — e da urbanizacdo causam
um desequilibrio energético entre o valor caldrico total (VCT) ingerido e o gasto energético
total diario, resultando em um balanco energético positivo com consequente aumento da
massa corporal, o que favorece o aumento da prevaléncia de excesso de peso na populacao
(SMITH e SMITH, 2016). O excesso de peso e a obesidade sdo definidos como acumulo
anormal ou excessivo de gordura corporal com implicacbes a saude. Atualmente, a
classificacdo da massa corporal em adultos é comumente avaliada por meio do indice de
massa corporal (IMC), obtido a partir da divisdo do peso em quilos (kg) pela estatura em
metros (m) ao quadrado. Para adultos, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define
sobrepeso como IMC entre 25 kg/m? e 29,9 kg/m?; e a obesidade como IMC igual ou maior

que 30 kg/m? (WHO, 1995).
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A prevaléncia mundial do excesso de peso quase triplicou entre 1975 e 2016. Estima-
se que em 2016, mais 2,2 bilhdes de pessoas apresentavam excesso de peso, sendo 1,9
bilhdo de adultos (39%), dos quais 650 milhdes (16%) apresentavam obesidade. Entre
criangas e adolescentes de 5 a 19 anos e criangas menores de 5 anos, 340 e 41 milhGes
apresentavam excesso de peso, respectivamente (WHO, 2021). No Brasil, a prevaléncia do
excesso de peso aumentou 26% em dez anos, passando de 42,6% em 2006 para 53,8% em
2016, e a obesidade aumentou 60%, passando de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016
(BRASIL, 2017). Em 2019, o excesso de peso e a obesidade continuaram a aumentar,
atingindo 55,4% e 20,3% da populagdo brasileira, respectivamente (BRASIL, 2020). Cabe
destacar que a obesidade é um dos principais problemas de saude publica deste século, uma
vez que o excesso de peso é um fator de risco importante para o desenvolvimento de DCNT,

como o DM2 e as doencas cardiovasculares (ORTEGA et al., 2016).

1.2 INFLAMACAO METABOLICA

O padrao dietético ocidental favorece o aumento da prevaléncia de sobrepeso e
obesidade, acompanhados por disturbios fisioldgicos, como hiperglicemia, hiperinsulinemia,
hiperlipidemia e hipertensao arterial, as quais, por sua vez, provocam estresse oxidativo e
aumento de mediadores pré-inflamatérios, condi¢cbes que favorecem o desenvolvimento da
resisténcia a acdo da insulina e da disfuncdo endotelial (O’KEEFE et al., 2008). Essas
alteragcdes metabdlicas causadas pelo excesso de peso, predispde ao desenvolvimento da
sindrome metabdlica, definida como um conjunto de fatores fortemente relacionados,
principalmente com o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e DM2. Sabe-se que a
dieta ocidental e o excesso de gordura corporal resultante sdo responsaveis por gerar uma
inflamacao crénica e de baixa intensidade, em que a ativagdo do sistema imune ocorre na
auséncia de infeccdo ou doenca autoimune, afetando ndo apenas uma regido ou tecido

especifico, mas diferentes sistemas fisioldgicos (LI CHU et al., 2018).

No estudo da obesidade e suas possiveis repercussdes metabdlicas, é condicdo sine
qua non a compreensdao de que o sistema imune e diferentes vias metabdlicas estdo

intimamente relacionados e funcionalmente dependentes. Nesse sentido, vias de sinalizacdo
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responsivas a ingestdo de nutrientes e a presenca de patégenos sdo evolutivamente
conservadas e altamente integradas. A ingestdo excessiva de nutrientes associada a
obesidade pode ser detectada por receptores de reconhecimento de modelos inatos, o que
culmina na ativagdo de vias de sinalizacao proé-inflamatdrias e respostas de estresse em
diferentes locais do organismo, acarretando em uma inflamag¢do crénica e de baixa
intensidade, que é designada, segundo Hotamisligil (2006), como inflamag¢dao metabdlica, a
qual difere da resposta inflamatéria classica, bem como a sua génese estd intimamente
associada ao estilo de vida, particularmente a qualidade da dieta e a pratica de atividade

fisica.

A ingestdo excessiva de AGS, especialmente acidos palmitico (C16:0) e estearico
(C18:0) em dietas ocidentais, esta relacionada ao desenvolvimento da inflamacao
metabdlica no periodo pds-prandial (SEKAR et al., 2017). Nesse contexto, verifica-se que o
aumento da ingestdo de determinados AGS favorece o aumento da concentragao plasmatica
de biomarcadores inflamatdrios, como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, a interleucina
(IL)-1, IL-6, a molécula de adesao intercelular soluvel 1 (sICAM-1) e a molécula de adesao
celular vascular soltvel 1 (sVCAM-1) (NAPPO et al., 2002). Além disso, o excesso de ingestao
de AGS predispbe a alteracdes na composicdo da microbiota intestinal e aumento da
permeabilidade intestinal, favorecendo o aumento da concentracdao plasmatica de
lipopolissacarideos (LPS), cujo fenédmeno é chamado de endotoxemia metabdlica, o qual, em
parte, também pode induzir um estado inflamatério crénico e de baixa intensidade e esta

relacionado ao desenvolvimento de DCNT (LAUGERETTE et al., 2011).

O LPS é uma endotoxina glicolipidica presente na membrana externa de bactérias
Gram-negativas, sendo composto por um polissacarideo hidrofilico e um dominio
hidrofébico denominado lipidio A, que é responsavel pela ativa¢do da resposta inflamatoria.
Quando bactérias Gram-negativas se multiplicam ou morrem, o LPS é liberado como uma
forma livre ou um complexo de LPS associado a proteinas de superficie bacteriana
(HEUMANN e ROGER, 2002). Cabe destacar que dietas hiperlipidicas podem ocasionar
endotoxemia metabdlica, tanto em modelos animais quanto em humanos (GHANIM et al.,
2010; LAUGERETTE et al., 2011). A ingestdo excessiva de lipidios pode promover disbiose
intestinal com aumento do nimero de bactérias Gram-negativas em relagdo as Gram-

positivas no lumen intestinal e, consequentemente, de LPS (CANI et al., 2007; DELZENNE;
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CANI, 2011). Nesse contexto, o excesso de ingestdo de lipidios pode induzir, por
consequéncia, o aumento da absorg¢do intestinal de LPS por meio da incorporagdo desta
endotoxina em quilomicrons (GHOSHAL et al., 2009; CLEMENTE-POSTIGO et al., 2012). Além
disso, é sugerido que o excesso de lipidios aumenta a permeabilidade intestinal, por meio da
formacao excessiva de quilomicrons nos enterdcitos, os quais sdo secretados no espaco
intercelular e devem atingir a lamina prépria e os vasos linfaticos antes de entrarem na
circulacdo sistémica. Nesse processo, o acumulo de quilomicrons no espaco intercelular
pode aumentar a pressao local e causar aumento da permeabilidade por meio de alteragdes
nas juncdes oclusivas entre os enterdcitos (MOREIRA et al., 2012). O excesso de lipidios na
dieta pode ainda diminuir a atividade enzimatica da fosfatase alcalina intestinal, responsavel
pela degradacdo de LPS (VAZQUEZ et al., 2000; KAUR et al., 2007), e levar a diminui¢do da
expressao génica das proteinas ZO-1 (z6nula de oclusdo 1) e ocludina, comprometendo as
juncoes oclusivas, conforme foi verificado em camundongos C57BL/6, alimentados com
racao hiperlipidica, por quatro semanas (CANI et al., 2008). Esses fatos demonstram que a
dieta rica em lipidios prejudica o microbioma intestinal e aumenta a permeabilidade

intestinal, culminando no aumento da concentragao plasmatica de LPS.

Na corrente sanguinea, o LPS se liga principalmente a proteina ligadora de
lipopolissacarideo (LBP), formando um complexo LPS-LBP capaz de interagir com o receptor
de superficie celular, denominado cluster de diferenciacdo 14 (CD14), que é encontrado em
mondcitos, macréfagos e neutrdéfilos. A interagdo do complexo LPS-LBP com o CD14, permite
a ligacdo desse complexo com o receptor do tipo Toll (TLR)-4, que estd associado ao
antigeno linfocitario 96, também conhecido como proteina de diferenciagao mieloide (MD-
2), que é necessdrio para a ativacdo da resposta celular ao LPS (TOBIAS et al.,, 1999;
HEUMANN e ROGER, 2002). Algumas células ndo expressam o CD14, mas respondem ao
complexo LPS-LBP na presenca da forma plasmatica solivel do CD14 (sCD14). Entre essas
células, incluem-se células endoteliais, epiteliais, dendriticas e do musculo liso e astroécitos
(TOBIAS et al., 1999). A sintese hepatica de LBP e sCD14 é aumentada durante o processo
inflamatdrio associado a endotoxemia metabdlica (GRUBE et al., 1994; BAS et al., 2004).
Portanto, o desenvolvimento da inflamag¢ao metabdlica é acompanhado por um aumento da
concentracdo plasmatica de LBP e de sCD14, uma vez que essas proteinas sdo essenciais

para o reconhecimento imunolégico do LPS (BOUTAGY et al., 2016).
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Embora o complexo receptor contendo CD14, MD-2 e TLR4 seja necessario para a
ativacao da resposta celular ao LPS, apenas o TLR4 é capaz de transmitir o reconhecimento
do ligante para o interior da célula, uma vez que o CD14 e o MD-2 sao proteinas auxiliares
que ndo possuem um dominio intracelular (TOBIAS et al., 1999; HEUMANN e ROGER, 2002).
Por outro lado, o TLR4 faz parte de uma familia de receptores transmembrana, os quais sdo
expressos em muitos tipos celulares e reconhecem produtos de uma ampla variedade de
microrganismos. Em humanos, ja foram identificados 11 genes que codificam TLR (TLR 1 a
11) (KAWAI e AKIRA, 2010). Além do LPS, o TLR4 também pode ser ativado por proteinas
endogenas, como o peptideo beta amiloide (Abetal-42) envolvido na fisiopatologia da
doenca de Alzheimer; além de derivados de lipidios como a LDL oxidada (oxLDL) e o 4-
hidroxinonenal (HNE), que é derivado da oxidacdo de dcidos graxos poli-insaturados 6mega

6 (MANCEK-KEBER e JERALA, 2015).

O reconhecimento de ligantes pelo TLR4 acarreta o recrutamento de proteinas
intracelulares adaptadoras, como a proteina de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88), que
provoca o recrutamento e a ativacdo de diversas proteinas quinases, como as quinases
associadas ao receptor de interleucina 1 (IRAK) 1, -2 e -4. Apds serem fosforiladas, a IRAK1 é
dissociada do complexo receptor e associada a proteina denominada fator 6 associado ao
receptor de TNF (TRAF6), o que causa a ubiquitinacdo dessa proteina e a consequente
ativacdo do fator de transformacdo de crescimento beta 1 (TAK1), responsavel por ativar o
complexo KB quinases (IKK). Esse complexo é composto de duas subunidades cataliticas, a
quinase alfa inibidora do IkBa (IKKa) e a quinase beta inibidora do IkBa (IKKB), além de uma
subunidade regulatdria, a quinase gama inibidora do IkBa (IKKy/NEMO), que promove a
fosforilagdo do inibidor alfa do fator nuclear kappa B (IkBa). A fosforilacdo do IkBa resulta na
sua poliubiquitinacdo, a qual, por sua vez, acarreta na sua degradacdo mediada pelo
proteassoma 26S, o que permite, desse modo, que o fator nuclear kappa B (NF-kB) —
dimero formado pelas subunidades p65 e p50 — transloque para o interior do nucleo celular

(WATTERS et al., 2007; SUGANAMI e OGAWA, 2010).

A TAK1 também promove ativacdo da familia de proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK), incluindo a p38 e a quinase c-Jun N-terminal (JNK), as quais sdo
reguladas por diferentes MAPK quinase (MKK3, -4, -6 e -7) e estdo intimamente ligadas a

regulacdo da expressdo de genes inflamatdrios (GANTKE et al., 2012). JNK também pode ser
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ativada por vias independentes do TLR4, como por meio do estresse do reticulo
endoplasmatico causado pelo excesso de AGS (LANCASTER et al., 2018). Além disso, outra
parte da via das MAPK é acionada por meio da ativagcdo do complexo IKK, o qual fosforila a
NF-kB subunidade p105 (p105) e leva a liberagdo da proteina quinase quinase quinase
ativada por mitégeno 8 (MAP3K8). Essa quinase é responsavel por fosforilar diretamente a
MAPK/ERK quinase 1 (MEK1), culminado na ativagdo das quinases reguladas por sinal
extracelular (ERK). Desse modo, a ativacdo da via de sinalizacdo das MAPK resulta na
ativacao e translocagao do fator de transcricao designado proteina ativadora 1 (AP-1) para o

nucleo (GANTKE et al., 2012; GAZON et al., 2017).

A translocacdo dos fatores de transcricdo NF-kB e AP-1 para o nucleo permite a
transcricdo de diversos genes, cujos produtos sao importantes para o desenvolvimento da
reposta inflamatdria, como as citocinas dependentes do NF-kB, incluindo o TNF-q, IL-1 e IL-6
(WATTERS et al.,, 2007; SUGANAMI e OGAWA, 2010). Além de outras moléculas, como os
diferentes tipos de quimiocinas [C-C motif ligante (CCL) e C-X-C motif ligante (CXCL)], capazes
de controlar a migracdo e a residéncia de células imunes; as moléculas de adesdo celular
vascular (VCAM-1) e intercelular (ICAM-1), responsdveis pela adesdo e a facilitacdo da
transmigragao endotelial de leucdcitos; o fator estimulador da colonia de macréfagos (CFS1);
e a ciclooxigenase-2 (COX-2), enzima envolvida na sintese de prostaglandinas, as quais

atuam na regula¢do da resposta inflamatéria (ZHOU et al., 2020) (Figura 1).

O TNF-qa, IL-1 e IL-6 atuam como mediadores inflamatérios por meio de interacdes
mediadas por receptores com diversas células alvo (WOJDASIEWICZ et al., 2014), induzindo,
por exemplo, o aumento da expressdo do supressor de sinalizacdo de citocinas (SOCS)-3
apos a ingestdo de uma dieta hiperlipidica no periodo pds-prandial (GHANIM et al., 2009). O
SOCS-3 pode atenuar a sinalizagao da insulina se ligando ao receptor de insulina e reduzindo
a sua capacidade de fosforilar o substrato do receptor de insulina (IRS)-1 (UEKI et al., 2004),
além de favorecer o ganho de peso corporal por meio da inducdo de resisténcia a acao da
leptina (BJARBAEK et al., 1999). O TNF-a pode também ativar as proteinas da familia da
MAPK responsaveis pela ativacao do fator de transcricdo AP-1, favorecendo o aumento da
resposta inflamatoéria (SUGANAMI e OGAWA, 2010). No figado, tecido adiposo e musculo
esquelético, o TNF-a prejudica a sinalizacdo da insulina (MONRQY et al., 2009) devido a

ativacdo de serina-quinases como a JNK e o IKK, que causam a fosforilacdo do residuo de
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serina do IRS-1, diminuindo a capacidade de fosforilagdo em residuos de tirosina do IRS-1
apos estimulo com insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1996). Em hepatdcitos e midcitos, o TNF-a
também pode inibir a proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) e,

consequentemente, reduzir a oxida¢do dos acidos graxos (STEINBERG et al., 2006).
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Figura 1. Ativacdo das vias de sinalizagdo MAPK e NF-kB por TLR4, TNFR1 e IL-1R.

Descricdo no texto. AbreviagGes: ver lista de abreviaturas e siglas.
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Em resposta as citocinas pré-inflamatdrias liberadas em individuos com inflamacao
metabdlica, o figado sintetiza uma série de proteinas de fase aguda positiva, as quais podem
intensificar a inflamacdo. No desenvolvimento desse processo, as proteinas LBP e sCD14 tém
sua sintese hepdtica aumentada por IL-6 (GRUBE et al., 1994; BAS et al., 2004). A proteina
sérica amiloide A (SAA), que é sintetizada predominantemente no figado, tem sua sintese
aumentada em resposta ao TNF-a, IL-1, IL-6 (SANDRI et al., 2008; YE e SUN, 2015) e LPS
(MIGITA et al., 2004). A SAA é capaz de se ligar ao TLR4 e aumentar a resposta inflamatéria
(SANDRI et al., 2008; YE e SUN, 2015). A IL-6 e IL-13 também estimulam a sintese hepdtica da
proteina C reativa (PCR), um biomarcador inflamatdério importante que opsoniza bactérias e
células apoptdticas, facilitando sua depuracdo via sistema complemento e fagdcitos
(RHODES et al., 2011). Entretanto, no desenvolvimento da inflamagdao metabdlica, em que a
ativagao do sistema imune ocorre na auséncia de infecgao induzida por microrganismos
(HOTAMISLIGIL, 2006; LI CHU et al., 2018), o aumento da concentracdao plasmatica de PCR
estd associada ao desenvolvimento de resisténcia a acdo da insulina e doencas
cardiovasculares (DEVARAJ et al., 2009). Além da PCR, a IL-6 ainda estimula a sintese de
fibrinogénio, uma glicoproteina necessaria para o processo de coagulacdo sanguinea. O
aumento do fibrinogénio plasmatico é considerado um biomarcador do estado inflamatério
e de alto risco para o desenvolvimento de doencas inflamatdrias vasculares, como a
hipertensao e a aterosclerose (PARASKEVAS et al., 2008). O fibrinogénio também é capaz de
se ligar ao TLR4 estimulando a liberagdo de varias quimiocinas e citocinas, como a proteina
guimiotdatica de mondcitos-1 (MCP-1), IL-6 e TNF-a (SMILEY et al., 2001; HODGKINSON et al.,
2008).

Os produtos da degradacdao do fibrinogénio também podem favorecer o processo
inflamatdrio. A conversao do fibrinogénio pela acdo da trombina gera fibrina, a qual atua na
formacao do codgulo sanguineo. A concentracdo elevada de produtos de degradacdo da
fibrina, como D-dimero, é amplamente utilizada na pratica clinica como indicador de
inflamacdo, do aumento da atividade de coagulacdo e como preditor do risco para eventos
trombéticos (LOWE, 2005). Além disso, os peptideos liberados como parte da formacao de
fibrina como o fibrinopeptideo B, que é clivado do fibrinogénio pela trombina, podem atuar
como quimioatrativos para os leucdcitos e, desse modo, modular de forma independente a

resposta inflamatdria (SKOGEN et al., 1988).
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Desse modo, o padrdo alimentar ocidental esta associado a obesidade e a inflamacao
metabdlica, condi¢des que favorecem o desenvolvimento da resisténcia a agao da insulina,
que se caracteriza como um dos principais componentes da sindrome metabdlica (ZHONG et
al., 2017, NAMAZI et al., 2018). De acordo com os critérios brasileiros, a sindrome
metabdlica ocorre quando estdo presentes trés dos seguintes critérios: (a) obesidade central
com circunferéncia da cintura superior a 88 c¢cm na mulher e 102 cm no homem; (b)
intolerancia a glicose com glicemia de jejum maior ou igual a 110 mg/dL; (c) terapia anti-
hipertensiva vigente ou pressdo arterial sistdlica maior ou igual a 130 mmHg e/ou diastdlica
maior ou igual 85 mmHg; (d) triacilglicerol maior ou igual a 150 mg/dL; e (e) HDL-colesterol
maior que 40 mg/dL em homens e 50 mg/dL em mulheres (VOLP et al., 2008).

O efeito da mudanca de habitos alimentares sobre a inflamagdo metabdlica,
especialmente como a maior ingestdao de frutas, pode ser um dos mecanismos protetores
em relacdo a esses disturbios metabdlicos (ZHONG et al., 2017; NAMAZI et al., 2018). Neste
contexto, um efeito benéfico da ingestdo de frutas e hortalicas, principalmente das frutas, é
relatado em relagdo ao estresse oxidativo (COCATE et al., 2014; CROWE-WHITE et al., 2017),
inflamacdo (HOLT et al., 2009; SILVEIRA et al., 2018), doencas cardiovasculares (ALAM et al.,
2013) e DM2 (PU et al., 2012). Na inflamacgdo, é mostrado que uma alta ingestao de frutas e
hortalicas reduz as concentragdes de IL-6, TNF-a e PCR e estd associada a maior capacidade
antioxidante do plasma (HOLT et al., 2009). Esses efeitos sdo principalmente atribuidos aos
componentes nutricionais encontrados nesses alimentos, sobretudo o conteudo de vitamina

C, fibras (HERMSDORFF et al., 2012) e flavonoides (TRIPOLI et al., 2007).

1.3 EPIGENOMICA NUTRICIONAL

A subdisciplina da Genémica Nutricional que estuda a influéncia da alimentacao
sobre o epigenoma pode ser chamada de Epigenomica Nutricional ou Nutriepigenética. O
termo epigenética diz respeito a uma subarea da biologia molecular que estuda a interacao
entre genes e seus produtos. “Epi” significa acima ou além e “genética” é a ciéncia que
estuda os genes e a hereditariedade. De maneira simplificada, a epigenética pode ser
descrita como mudancas hereditarias na expressdo génica, independentes de alteracdes na

sequéncia de nucleotideos no DNA. Os principais mecanismos epigenéticos conhecidos
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incluem a metilacdo do DNA, as modificacbes pds-transcricionais (acetilagdo, metilacado,
fosforilagao, entre outras) em proteinas histonas e a atividade de RNA nao-codificantes, em

especial os microRNA (miRNA) (COMINETTI et al., 2017).

Os miRNA sdo pequenos acidos ribonucleicos (RNA) ndo codificadores de proteinas,
que se destacam pela regula¢do da expressao génica em nivel pds-transcricional, sendo um
possivel biomarcador para o diagndstico e progndstico de doencas (BARTEL, 2004; EL-MOGY
et al., 2018). O primeiro miRNA foi descoberto em 1993, em um estudo que verificou a agao
regulatoria do miRNA [in-4 sobre a expressdo génica de nematoides da espécie
Caenorhabditis elegans (LEE et al., 1993). Apds sua descoberta, outros miRNA foram
identificados e, em pouco tempo, se mostraram como uma classe de pequenas moléculas de
RNA que regulam a etapa de tradugdo da sintese proteica. Cabe destacar que mais de 60%
da expressdo génica em humanos é regulada por miRNA (FRIEDMAN et al., 2008) envolvidos
em diversos processos fisioldgicos, como o ciclo celular (CHEN et al., 2010), a diferenciacao
celular (SHIVDASANI, 2006) e a apoptose (LIMA et al., 2011). Da mesma forma, os miRNA
estdo envolvidos em diferentes processos fisiopatoldgicos, incluindo inflamacdo
(TAHAMTAN et al., 2018), doencgas cardiovasculares (ZHOU et al., 2018), DM2 (OZDEMIR e
FEINBERG, 2018) e cancer (HOSSEINAHLI et al., 2018).

Os miRNA s3o moléculas de RNA fita simples (18-25 nucleotideos) (BARTEL, 2004),
gue, por meio da via canbnica de biogénese, sdo originalmente transcritas a partir de uma
regido do gene — intron ou éxon — pela RNA polimerase Il (RNA Pol Il), resultando em um
mMiRNA primario (pri-miRNA). Ainda no nucleo, o pri-miRNA é clivado por um
microprocessador formado pela enzima Drosha (RNAse Ill) e seu cofator essencial DGCR8
(do inglés, DiGeorge syndrome critical region 8), dando origem a um pequeno RNA em
forma de grampo com aproximadamente 65 nucleotideos (pré-miRNA). O pré-miRNA forma
um complexo com a proteina nuclear RAN de ligacdo a guanosina trifosfato (RAN-GTP) e a
proteina exportina 5, o que permite sua translocacao para o citoplasma através de poros
nucleares (BARTEL, 2004; HA e KIM, 2014). No citoplasma, o GTP é hidrolisado, resultando
na liberacdo e posterior clivagem do pré-miRNA pela Dicer (RNAse lll) em duas fitas de RNA
pareadas (duplex de miRNA) contendo, aproximadamente, 22 nucleotideos cada (OKADA et

al., 2009).
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Ainda no citoplasma, a Dicer — carreando o duplex de miRNA — e a proteina
Argonauta 2 sao recrutadas pela proteina TRBP (do inglés, TAR RNA-Binding Protein) com o
auxilio de uma RNA helicase (DHX9), formando um complexo de silenciamento induzido por
RNA (complexo RISC), o qual permite a transferéncia do duplex de miRNA para a Argonauta
2, onde o duplex de miRNA serda separado em uma fita guia com menor estabilidade
termodinamica na regido 5° (miRNA maduro, isoforma “5p”) e uma fita passageira que sera
dissociada da Argonauta 2 pela endonuclease C3PO e liberada para degradacdo (YE et al.,
2011). Entretanto, a fita passageira também pode ser selecionada como fita guia e originar

um miRNA maduro (isoforma “3p”) (BARTEL, 2004; HA e KIM, 2014).

Outras vias alternativas ou ndo candnicas podem gerar miRNA maduros
independente do processamento por Drosha ou Dicer. Os miRNA denominados miRtrons,
sdo sintetizados a partir da formacdo direta do pré-miRNA apds splicing realizado por
spliceossomos de mRNA transcritos de forma independente de Drosha na regido de um
intron. Estima-se que 50% dos miRNA do genoma humano estao localizados em regides
intronicas e, geralmente, sdo transcritos pelos mesmos promotores da unidade
transcricional do gene no qual a regido intrénica se situa. H4 também miRNA que nao
dependem do processamento enzimatico pela Dicer, uma vez que dependem da atividade
catalitica da Argonauta 2 (HA e KIM, 2014). Apesar dessas vias alternativas para a sintese de
miRNA, a maioria dessas moléculas é sintetizada pela via canOnica e dependem do

processamento por Drosha e Dicer (KIM et al., 2016).

Para exercer sua fun¢dao, o miRNA maduro associado a Argonauta 2, dirige-se ao
mRNA alvo visando o pareamento parcial ou completo entre o miRNA e mRNA alvo. Esse
pareamento ocorre entre as bases nitrogenadas da regido seed, constituida por 2 a 8
nucleotideos na regidao 5’ do miRNA, que inicia o pareamento do miRNA com a regido 3’ nao
traduzida (3’UTR) de um mRNA alvo. Desse modo, o miRNA pode regular a etapa de sintese
proteica por meio da supressdo da traducao ou degradacdo do mRNA alvo, via bloqueio da
traducdo apds pareamento, degradacdo do mRNA pela argonauta 2, desestabilizacdo do
MRNA por remoc¢do da cauda poli-A (deadenilagdo) e recrutamento de cofatores que
auxiliam no bloqueio da traducdo (AMERES e ZAMORE, 2013). Aliado a esses fatos, verifica-
se que a expressdao de miRNA pode ser controlada por fatores de transcri¢do associados a

RNA Pol I, pela regulacdo da atividade da Drosha e DGCR8 e por mecanismos
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epigenéticos, como a metilacdo do DNA e as modificacbes de histonas, que também

contribuem para a regulacdo da expressao dessas moléculas (HA e KIM, 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Biogénese, mecanismo de acdo e secrecao dos microRNA. Descri¢cdo no texto. AbreviagGes:
ver lista de abreviaturas e siglas.

Os miRNA ou pré-miRNA também podem ser liberados para o meio extracelular
associados, principalmente, com vesiculas extracelulares. Em geral, as vesiculas chamadas
exossomos apresentam tamanho inferior a 200 nanémetros e sao liberadas por exocitose
guando corpos multivesiculares se fundem com a membrana plasmatica, enquanto as
vesiculas designadas microvesiculas apresentam tamanho superior a 200 nandémetros e se
desprendem diretamente da membrana celular para o meio extracelular. Ademais, os
miRNA extracelulares podem ser encontrados associados com a proteina Argonauta 2 e
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e de baixa densidade (LDL). Essas estruturas protegem
os miRNA da degradacdo e preservam sua estabilidade. E sugerido que a liberacdo

extracelular de miRNA por essas vias possa atuar na comunicacdo intercelular (ZHANG et al.,
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2015; MORI et al., 2019). Dessa forma, miRNA extracelulares podem ser encontrados no
plasma, soro, urina, lagrima, saliva, leite materno, liquido amnidtico, fluido seminal e
colostro. A presenca de miRNA em diferentes fluidos bioldgicos permite o desenvolvimento
de estudos que procuram utilizar os miRNA como potenciais biomarcadores para o

diagndstico e progndstico de DCNT (EL-MOGY et al., 2018).

No contexto da obesidade, verifica-se que a hipertrofia e a hiperplasia do tecido
adiposo sdo associadas com anormalidades intracelulares relacionadas a fung¢dao dos
adipdcitos, as quais podem ser induzidas por alteracdes no perfil de expressdao de miRNA.
Neste sentido, constata-se que os miR-130b e miR-210 apresentam expressao reduzida
durante a diferenciacdo de adipdcitos em individuos magros e obesos, enquanto os miR-100,
miR-125b, miR-221 e miR-222 tem aumento da expressdao em individuos obesos e reducdo
da expressao em individuos magros (ORTEGA et al., 2010). Por outro lado, os miR-103, miR-
107, miR-143 e miR-185 sdo induzidos em adipdcitos de individuos magros, porém,
apresentam reducdo da expressdao em individuos obesos. O miR-34a apresenta maior
expressao durante a adipogénese, sendo esta expressdo positivamente associada ao IMC. No
tocante a regulacdo da resposta inflamatdria, verifica-se que o TNF-a induz a reducdo da
expressaio do miR-103 e do miR-143, o que prejudica a formacdo de adipdcitos

metabolicamente ativos e completamente diferenciados (XIE et al., 2009).

Cabe destacar que os mecanismos epigenéticos podem ser influenciados pelo
padrdo alimentar (REMELY et al., 2015; QUINTANILHA et al.,, 2017; QUINTANILHA et al.,
2020). Nesse sentido, foi evidenciado que a elevada ingestdo de alimentos fontes de AGS —
cujo fato compde parte do padrdo de dieta ocidental —, além de favorecer a obesidade e a
inflamacdo metabdlica (ZHONG et al., 2017; NAMAZI et al., 2018), influencia a expressao de
miRNA envolvidos com o desenvolvimento de DCNT. Zhu Hon et al. (2011) mostraram que
uma ragdao com 20% do VCT na forma de lipidios em relagao a uma dieta com 5% de lipidios
foi capaz de reduzir a expressdao do miR-143 e do miR-145, cujo fato aumentou a expressao

de genes envolvidos com o desenvolvimento do cancer de célon em camundongos.

Dentre os estudos que avaliaram a influéncia do padrao dietético sobre a expressao
de miRNA em humanos, Desgagné et al. (2016) verificaram que a ingestdo de dietas ricas em
acido graxo trans, de origem industrial e ruminante, em homens adultos (IMC de 25 kg/mz),

por quatro semanas, aumentou a expressao do miR-135a-3p e do miR-223-3p presentes na



32

HDL. A alteragao na expressao do miR-135a-3p foi associada ao aumento das concentragdes
plasmatica de LDL e triacilglicerois, enquanto o aumento da expressdao do miR-223-3p foi
associada a reducdo da concentracdo plasmadtica de HDL e aumento da concentracao

plasmatica de PCR.

Embora o padrdao dietético ocidental influencie a expressdo de genes que podem
ocasionar desordens metabdlicas, favorecendo o desenvolvimento de DCNT (ROSS e DAVIS,
2014; ROME, 2015; GAVRILAS et al., 2016; SLATTERY et al., 2016; GILLAND e FOX, 2017), a
ingestdo de uma dieta sauddvel, com adequada ingestdo de frutas e hortalicas, é essencial
para a reducdo do risco de DCNT (SLAVIN e LLOYD, 2012; KONSTANTINIDOU et al., 2014;
KIMOKOTI e MILLEN, 2016). Nesse sentido, cabe destacar que a OMS recomenda uma
ingestdo didria de, pelo menos, 400 g de frutas e hortalicas (WHO, 2003). Entretanto, apesar
do Brasil ser o terceiro maior produtor de frutas do mundo (IBGE, 2021), o consumo de
frutas e hortalicas pela populacdo esta abaixo do recomendado (BRASIL, 2020). As frutas sdo
ricas em fibras alimentares, minerais, vitaminas e diversos fitoquimicos, incluindo
carotenoides e compostos fendlicos como os flavonoides, que, em estudos in vitro, clinicos e
epidemioldgicos, foram relacionados as atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e anticarcinogénica, indicando potencial papel benéfico na reducdo do risco
de DCNT (BURTON-FREEMAN, 2010; SLAVIN e LLOYD, 2012; MILENKOVIC et al., 2013;
GONZALEZ et al., 2014).

Vitaminas, minerais e fitoquimicos podem modular a expressio de miRNA e,
consequentemente, afetar a expressao de genes que regulam, por exemplo, a resposta
inflamatdria (MILENKOVIC et al., 2013; BECKETT et al., 2014; QUINTANILHA et al., 2017). Kim
et al. (2015) demonstraram que, apds oito semanas de suplementagcdo com 1250 mg/dia de
vitamina C, homens, nao-fumantes e fumantes, apresentaram mais de 90% de redugdo na
expressao de miR-155 em HDL. A expressdo do miR-155 é associada a modulacdo da
resposta pré-inflamatdria, uma vez que é induzida por LPS e estresse oxidativo em
macrofagos. Segundo os autores, a vitamina C pode melhorar a atividade anti-inflamatoria

via diminuicdo do miR-155.

Dentre os estudos com flavonoides, em macréfagos RAW 264.7, a quercetina, um
flavonoide também encontrado na uva e, o seu metabolito, isoramnetina, atenuaram o

aumento da expressdo de miR-155 induzido por LPS (BOESCH-SAADATMANDI et al., 2011).
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Em camundongos que ndo expressam o gene que codifica a apolipoproteina E, foi
demostrado que, apds duas semanas de ingestdao de uma ragao suplementada com os
flavonoides citricos hesperidina e naringina a 0,006% (correspondendo a um consumo
equivalente em humanos de 30 mg/dia), verificou-se modula¢do induzida pela hesperidina e
naringina da expressao de 97 e 69 miRNA hepaticos, respectivamente. A suplementacdo com
hesperidina e naringina aumentou a expressao de 44 e 36 miRNA, respectivamente, e
diminui a expressdo de 53 e 33 miRNA, respectivamente (MILENKOVIC et al., 2012). Nessa
perspectiva, novas descobertas vém sendo relatadas nos ultimos anos, e estudos
promissores, in vivo e in vitro, demonstram o efeito dos flavonoides sobre a expressdao dos
miRNA. Esses trabalhos evidenciam que os miRNA podem ser potenciais alvos dos

flavonoides (MILENKOVIC et al., 2013) (Tabela 1).

Tabela 1. Modulacdo da expressdao de miRNA por flavonoides.

Composto Tratamento Modelo miRNA Alvos Referéncia
. Células hepaticas de . (BOESCH-
miR-125b  TNF-a
Quercetin 2 mi/ rgéd'a camundongo T SAADATMANDI
P C57BL/6 tratados ) etal., 2012)
semanas . ™ miR-122 AOAH
com quercetina.
100 Camundongos ICR IL-1B, 1L-6
Hesperidina mg/kg/dia tratados com LPSe I miR-132 ! (Ll et al., 2016)
. - e TNF-a
por 7 dias hesperidina.

Células endoteliais da
veia umbilical

L 1000 nM por  humana (HUVEC) . (ZHANG et al.,
Genisteina 6 horas tratadas com oxLDL W IR S0Cs1 2017)
(50 mg/L) por mais
24 horas.
Células de carcinoma
100 uM por . (TSANG e
E -1 Bcl-2
GCG 24 horas hepatocelular ™ miR-16 cl KWOK, 2010)
humano (HepG2).
Células-tronco
- 0,1e 10 uM derivadas do estroma . (FAN et al.,
-2
Naringina por 48 horas da medula dssea de fio 2t PPARY 2015)

coelho.

continua
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Tabela 1 - Modulagdo da expressdao de miRNA por flavonoides.

continuagéo
Composto Tratamento Modelo miRNA Alvos Referéncia
Células de
Naringenina 13:“_10& adenocarcinomade J miR-17- MnSODe (CURTIetal.,
& HE P c6lon humano 3p GPx2 2017)
24 horas
(Caco2).
Células epiteliais da
100 uM bor cérnea humana
C36G X 4‘;0r:S (HCEC) tratadas com 4} let-7b-5p  HMGA2 (L et al., 2020)

LPS (10 pg/ml) por
24 horas.
AbreviagOes: EGCG, epigalocatequina galato; C3G, cianidina-3-O-glicosideo; LPS, lipopolissacarideo;
oxLDL, lipoproteina de baixa densidade oxidada; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; AOAH, aciloxiacil
hidrolase; IL, interleucina; SOCS1, supressor de sinalizagdo de citocinas 1; Bcl-2, regulador de apoptose
Bcl-2; PPARYy, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; MnSOD, manganés superéxido
dismutase; GPx2, glutationa peroxidase 2; HMGA2, do inglés, high-mobility group AT-hook 2. Seta para
cima, aumento da expressao; Seta para baixo, diminui¢do da expressao.

1.4 LARANJA SANGUINEA MORO

Frutas citricas sdao fontes consideraveis de nutrientes e compostos bioativos (MARTIN
e APPEL, 2009). Dentre as variedades conhecidas, a laranja (Citrus sinensis) é a fruta mais
produzida em volume e a segunda fruta mais consumida no Brasil (IBGE, 2021), perdendo
apenas para a banana que se destaca como a fruta mais produzida e consumida no mundo
(FAO, 2020). Em 2017, a producdo de laranja no Brasil se destacou em relacdo a
comercializagdo das demais frutas, contribuindo com um faturamento de 8,5 bilhdes de
reais a econdmica nacional, uma alta de 2% quando comparada ao ano anterior. A maior
parte da producdo de laranja é transformada em suco para exportacdo (IBGE, 2018),
atendendo ao aumento da demanda pelo consumo de suco de fruta natural (CARMO te al.,
2014; HYSON, 2015). Em 2019, o faturamento com as exporta¢bes de suco de laranja foi de
1,9 bilhdo de délares (VIDAL, 2019). Mas, para além do potencial econdmico, a laranja
apresenta consideravel potencial nutricional, contendo concentraces significantes de

fibras, vitamina C, flavonoides e carotenoides (TRIPOLI et al., 2007).

A laranja sanguinea ou vermelha (Citrus sinensis (L.) Osbeck) é pouco produzida no

Brasil (LATADO et al., 2008). Os trés tipos mais encontrados dessa laranja sdo Tarocco, Moro
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(ambas nativas da Italia) e Sanguinello (nativa da Espanha) (BUTELLI et al., 2012; GROSSO et
al.,, 2013). A laranja sanguinea apresenta alta concentragdao de vitamina C e flavonoides,
chegando a 66 mg/100 g e 241 mg/100 g, respectivamente (CEBADERA-MIRANDA et al.,
2019). A polpa escura com coloragdo avermelhada é devido a presenca de antocianinas e
carotenoides. Embora incomum em Citrus, as antocianinas sdao um pigmento comum em
muitas flores e frutos. Apesar da polpa com coloracdao avermelhada, os tipos Cara Cara
Navels e Vaniglia Sanguignos possuem essa coloracdo devido a presenca de carotenoides
(licopeno) e ndo de antocianinas como em laranjas sanguineas (BUTELLI et al., 2012;

GROSSO et al., 2013).

As flavanonas hesperidina e naringina sdo os principais flavonoides encontrados em
citricos e apresentam atividade antioxidante e anti-inflamatdria tanto in vitro quanto in vivo
(TRIPOLI et al., 2007). Diferentes estudos com flavonoides citricos tém relatado os efeitos
benéficos desses compostos em modelo animal e humano. Ratos Wistar com DM1 induzido
por estreptozotocina (STZ), que foram suplementados com 10 g/kg/dia de hesperidina, por
guatro semanas, quando comparados ao grupo controle, apresentaram aumento da
insulinemia, da adiponectina e da atividade da enzima glicoquinase. Além disso, a
hesperidina também foi associada a diminuicdo da glicemia, do colesterol total, de
triacilglicerois, da LDL-colesterol, da VLDL-colesterol e da atividade da enzima glicose-6-
fosfatase (AKIYAMA et al., 2009). J& em humanos que receberam uma dose 500 mg/dia de
hesperidina, por trés semanas, foi observado um efeito anti-inflamatdério devido a reducao
das concentragdes de PCR, SAA e E-selectina soluvel (RIZZA et al., 2011). Em individuos com
sobrepeso, a suplementacdo com 292 mg/dia de hesperidina, por quatro semanas, diminui a
pressao arterial diastélica (MORAND et al., 2011). Além disso, o consumo regular de suco de
laranja ou bebida isocaldrica contendo hesperidina isolada (500 mL/dia), por 4 semanas,
modulou a expressdo génica de leucdcitos em homens saudaveis com excesso de peso.
Muitos desses genes estdo associados a resposta inflamatdria — por exemplo, diminuicdo da
expressdo de MCP-1 e CXCL2 — e ao metabolismo lipidico — por exemplo, aumento da
expressao de transportadores ABC (ABC do inglés, adenosine triphosphate (ATP)-binding
cassette) (MILENKOVIC et al., 2011).

As antocianinas fazem parte de um grupo de flavonoides conhecidos como

antocianidinas, que, estruturalmente, se diferenciam apenas em relacdo a dois radicais. As
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antocianidinas mais comuns sdo pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina
e malvidina. Essas antocianidinas estdo invariavelmente conjugadas a agucares (glicosideos)
no vegetais, sendo chamadas de antocianinas (WALLACE e GIUSTI, 2015; KHOO et al., 2017).
Esses compostos sdao produzidos e acumulados em diferentes 6rgaos de plantas
(principalmente nas flores, frutas e folhas), em resposta a fatores genéticos e ambientais
(por exemplo, temperatura), sendo responsaveis pela coloracdo de muitos vegetais e
também por protegé-los de agressores ambientais (LANDI et al., 2015). Estudos in vitro e in
vivo demonstraram ampla variedade de efeitos bioldgicas exercidos pelas antocianinas
(KHOO et al., 2017), incluindo atividade antioxidante (QIAN et al., 2017) e anti-inflamatoria
(VENDRAME e KLIMIS-ZACAS, 2015), aumento da secregao de insulina (SUANTAWEE et al.,
2017) e melhora da resisténcia a a¢do da insulina (TAKIKAWA et al., 2010) e do metabolismo
lipidico (WANG et al., 2012).

A cianidina-3-O-glicosideo (C3G) representa a antocianina em maior concentracdo em
laranjas sanguineas (KAFKAS et al., 2009). Em comparag¢do com outras variedades de laranja
sanguinea, a laranja sanguinea Moro, geralmente, tem concentracdo mais elevada de C3G e,
por consequéncia, apresenta uma coloracdo mais intensa (BUTELLI et al., 2012; GROSSO et
al., 2013). Diversos beneficios a saude sdo atribuidos a C3G (OLIVAS-AGUIRRE et al., 2016),
como a atenuacgado da resposta inflamatdria induzida por LPS em fibroblastos humanos (SUN
e LI, 2018) e o controle da massa corporal e melhora da tolerancia a glicose, do perfil lipidico
e das fungGes cardiacas e hepaticas em camundongos (BHASWANT et al., 2015). Além disso,
o acido protocatecuico (PCA), um metabdlito intestinal da C3G, apresentou efeito
antiaterogénico, diminuindo a expressdo do miR-10b, o que favoreceu o aumentou da
expressao de ABCA1 (do inglés, ATP binding cassette sub-family A member 1) e ABCG1 (do
inglés, ATP-binding cassette sub-family G member 1), possibilitando maior efluxo de

colesterol a partir de macréfagos (WANG et al., 2012).

Os carotenoides sdao um grupo importante de pigmentos naturais lipossoluveis,
compreendendo mais de 600 compostos, divididos em trés classes de xantofilas (por
exemplo: violaxantina, luteoxantina, luteina, mutatoxantina, zeaxantina, criptoxantina e
anteraxantina), carotenos (por exemplo, a-caroteno e B-caroteno) e licopeno. Embora sejam
amplamente difundidos na natureza, sendo sintetizados em vegetais, fungos e bactérias,

apenas cerca de 40 carotenoides estdo usualmente presentes na dieta humana, dos quais 20
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foram encontrados em tecidos e fluidos biolégicos (MILANI et al., 2017). A
biodisponibilidade dos carotenoides é favorecida quando associada a ingestdao de lipidios
devido a caracteristica lipossoluvel desses compostos. Entre os carotenoides, o B-caroteno

tem o maior potencial pré-vitamina A (QIAN et al., 2012).

In vitro foi relatado que derivados de carotenoides podem se ligar a IKKB, o que
acarreta em reducdo da fosforilagdo da IkKBa e, consequentemente, em diminuicdo da
dissociagdao deste inibidor do complexo NF-kB, ao mesmo tempo em que carotenoides
também s3o capazes de ser ligar a subunidade p65, o que atenua a translocacao do NF-kB
para o nucleo celular (LINNEWIEL-HERMONI et al., 2014). Da forma semelhante, a luteina
pode se ligar ao fator de transcricdo denominado NRF2 (do inglés, NF-E2-related factor 2), o
que promove a sua translocagao para o nucleo e a ativacao da expressao génica de proteinas
antioxidantes (FREDE et al.,, 2017). Estudos epidemioldgicos mostraram uma melhora da
atividade antioxidante e uma correlagdao entre alta ingestdao de carotenoides na dieta e
menor risco de ocorréncia de degeneracdo macular, de doencas cardiovasculares e de
cancer de mama, cervical, de ovario, colorretal e de préstata (TAPIERO et al., 2004; MILANI

et al.,, 2017).

Por outro lado, os estudos em animais e humanos com a ingestdo do suco de laranja
sanguinea sugerem que os efeitos observados nao podem ser explicados apenas pelo
conteudo de fitoquimicos, mas pelo sinergismo entre todos os componentes nutricionais
(TITTA et al., 2010; SALAMONE et al., 2012; CARDILE et al., 2015; AZZINI et al., 2017). Entre
0s micronutrientes presentes nos citricos sobressai o conteddo de vitamina C, um
importante antioxidante intracelular, que desempenha diversas funcdes no organismo,
sobretudo, na sintese de colageno, catecolaminas e carnitina, na melhora da fun¢do imune e
no aumento da absorgao intestinal de ferro nao heme (OUDEMANS-VAN STRAATEN et al.,
2014). A vitamina C mostrou-se potente em diminuir a ativacdo da via de sinalizacdo do NF-
KB induzida por TNF-a, por meio da inibicdo da fosforilacdo de IkBa (CARCAMO et al., 2002).
Esse micronutriente também desempenha importante funcdao na regulacdo da expressao
génica, induzindo a desmetilacdo do DNA por meio da ativacdo de metilcitosina dioxigenases

(Tet) (LINDSEY et al., 2019).

A ingestdo de sucos de fruta natural e integral, sem adicdao de aglcar ou adogante,

retém a maioria dos nutrientes e compostos bioativos da fruta in natura, e pode contribuir
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com a manutencdo da saude (HYSON, 2015). A ingestdo de sucos de fruta integral associada
a uma refeicao proé-inflamatdria estd entre as estratégias nutricionais indicadas por alguns
estudos que avaliam o efeito pro-inflamatério de uma dieta hiperlipidica, sugerindo um
efeito protetor dos compostos fendlicos e dos nutrientes presentes nas frutas sobre a
resposta inflamatdria gerada no periodo pds-prandial (BURTON-FREEMAN, 2010). Em
humanos, a ingestao de suco de laranja integral comercial atenuou o estresse oxidativo e o
efeito proé-inflamatoério de uma refeicdao hiperlipidica e de alto indice glicémico apds a
refeicdo, evitando o quadro de endotoxemia metabdlica e o aumento da SOCS-3 e da
expressao génica dos receptores TLR4 e TLR2 em células mononucleares do sangue
periférico, sendo este efeito do suco de laranja atribuido aos flavonoides, naringenina e

heperidina (GHANIM et al., 2010).

Estudos in vivo, também tém demonstrado os efeitos benéficos do suco de laranja
sanguinea, principalmente, sobre o controle da massa corporal. Em camundongos
alimentados com ragado hiperlipidica, a ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro, durante
doze semanas, inibiu o acimulo de gordura no tecido adiposo (TITTA et al.,, 2010), ao
mesmo tempo em que limitou o ganho de massa corporal (SALAMONE et al., 2012). Em
humanos com excesso de peso, a administracdo de 400 mg/dia de extrato suco de laranja
sanguinea Moro, resultou em redugao do IMC apds 12 semanas de suplementacdo (CARDILE
et al., 2015). Por outro lado, 11 individuos obesos que ingeriram, diariamente, durante 12
semanas, 500 mL de uma mistura comercial dos sucos das laranjas Moro, Torocco e
Sanguinello, ndo apresentaram redug¢ao da massa corporal; todavia, verificou-se reducao da
concentracdo plasmatica de colesterol total e de LDL-colesterol e aumento da glicemia
(AZZINI et al., 2017). Além disso, a ingestdo de 200 mL/dia de suco de laranja sanguinea por
2 semanas melhorou a funcdo endotelial por meio do aumento da biodisponibilidade do

oxido nitrico em homens com sobrepeso e obesidade (LI et al., 2020).

Portanto, considerando o potencial nutricional da laranja sanguinea, em especial
da variedade Moro, entende-se que a ingestdo continua dessa laranja, respeitando as
necessidades nutricionais individuais, seja na forma in natura ou pelo suco integral da
fruta, pode contribuir com a saude humana (GROSSO et al., 2013), ainda que como parte

de um padrao dietético ocidental (GHANIM et al., 2010; HYSON, 2015).
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1.5 JUSTIFICATIVA

O padrao dietético ocidental esta fortemente associado a inflamagao metabdlica, a
qual atua na etiologia de diferentes DCNT. Por outro lado, estudos in vitro e in vivo indicam
que uma dieta saudavel, especialmente com maior ingestao de frutas ricas em flavonoides,
carotenoides, vitaminas, minerais e fibras, pode auxiliar na redu¢ao do risco e no tratamento
de DCNT, modulando diversos mecanismos envolvidos na inflamag¢do metabdlica induzida
pelo padrdao de dieta ocidental, em especial na modulagdao da expressdo de miRNA
envolvidos no processo inflamatdrio. Nesse contexto, estudos com a ingestdo de alimentos
gue apresentam potencial para modular a expressaio de miRNA e de biomarcadores
inflamatdrios em individuos com sobrepeso, permite gerar novos conhecimentos acerca dos
mecanismos envolvidos na inflamagcdo metabdlica. Além disso, o estudo de alteragdes
moleculares em células mononucleares do sangue periférico, em resposta a suplementacao
dietética, pode auxiliar no entendimento dos mecanismos subjacentes aos beneficios dos

componentes dietéticos.

A laranja se destaca pelo seu potencial nutricional e econémico, sendo a segunda
fruta mais consumida pela populagdo brasileira. Em paralelo, constata-se maior consumo de
suco de fruta integral pela populacdo, ao mesmo tempo em que estudos em humanos tém
demonstrado, principalmente, um efeito anti-inflamatdrio apds a ingestdao crénica do suco
de laranja integral. Entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos nesse processo anti-
inflamatério ainda ndo foram completamente elucidados, especialmente quanto ao
consumo do suco de laranja sanguinea que apresenta alta concentra¢cdao de antocianinas.
Consequentemente, novos estudos que investiguem os mecanismos de interacdo dos
componentes nutricionais presentes no suco de laranja sanguinea Moro com o
desenvolvimento da inflamagcdo metabdlica e a expressao de miRNA em individuos com
sobrepeso, poderdao fornecer bases para o entendimento dos efeitos dessa fruta na
manutencdo da saude e na reducdo do risco de DCNT, além de incentivar o consumo de

laranja pela populacdo e fortalecer a fruticultura.
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1.6 HIPOTESE DO ESTUDO

A ingestdo cronica de suco de laranja sanguinea Moro modula o perfil de expressao
de miRNA no plasma e em células mononucleares de sangue periférico podendo reduzir a
concentragdo plasmatica de biomarcadores pré-inflamatdrios e de LPS em mulheres com

sobrepeso.
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2 OBIJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito cronico da ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro sobre o
perfil de expressdao de miRNA no plasma e em células mononucleares de sangue periférico e
a concentragdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios (IL-6, 1L-10, TNF-a, MCP-1,

sICAM-1 e sVCAM-1) e de LPS em mulheres com sobrepeso.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da ingestdo crénica de suco de laranja sanguinea Moro sobre:

a) A concentracdo plasmatica de insulina, glicose, triacilglicerois, colesterol, HDL-

colesterol e LDL-colesterol;

b) A concentracdo plasmatica de LBP e sCD14;

c) A expressao de genes (TNF, NFKB1, RELA, NFKBIA, IL1, IL6, IL10, TLR2 e TLR4) e o

conteudo e a fosforilacdo de proteinas (TAK1, IKKB, JNK, IkBa, NF-kB) envolvidas com a via

de sinalizagao do fator de transcricao NF-kB em células mononucleares de sangue periférico.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo é intervencional e cronico.

3.1 POPULACAO DO ESTUDO

A populagdo do estudo foi composta por mulheres, com idade entre 18 e 40 anos e
IMC entre 25,0 e 29,9 kg/m? (sobrepeso) (WHO, 1995). O nimero de participantes foi
calculado para fornecer um poder estatistico de 80% (B de 10%), com o intuito de detectar
uma diferenga de 30% na concentragao plasmatica de TNF-a apds a ingestdo cronica do suco
de laranja sanguinea Moro, considerando a de 5% bilateral. Neste sentido, foi estimado um
tamanho de amostra de 19 individuos para testar a hipdtese primadria relacionada a
concentragdo plasmatica de TNF-a. Todavia, considerando um percentual médio de 25% de
desisténcia de participacdo do protocolo experimental por parte das voluntarias, foi adotado

um tamanho de amostra de 20 individuos (n = 20).

As participantes foram recrutadas por meio da fixagdo de cartazes e anuncios em
redes sociais (Anexo 1), sendo as interessadas convocadas para uma entrevista no Centro de
Saude Escola Geraldo de Paula Souza, localizado nas dependéncias da Faculdade de Saude
Pdblica (FSP), na Avenida Dr. Arnaldo, 925. Na entrevista, as voluntarias receberam
instrucdes a respeito do delineamento do estudo, sendo esclarecidas as duvidas e aplicado
um questionario para a caracterizacdo e a confirmacdo da adequac¢do das interessadas

quanto aos critérios de inclusdo e nao-inclusdo (Anexo 2).

Os critérios de inclusdao foram: (a) sexo feminino; (b) idade entre 18 e 40 anos; (c)
IMC entre 25,0 e 29,9 kg/m?; (d) estar disposta a aderir ao protocolo de estudo; e (e) estar
disposta a fornecer por escrito o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os
critérios de ndo inclusdo foram: (a) sexo masculino; (b) idade inferior a 18 anos e superior a
40 anos; (c) IMC < 25,0 kg/m? ou = 30,0 kg/m?; (d) ser atleta; (e) diagndstico de diabete
melito; (f) fazer uso de medicacdo prescrita para controlar inflamagdo, perfil lipidico
plasmatico, glicemia e pressdo arterial sistémica; (g) fazer uso de suplemento nutricional; (h)

habito de consumo frequente de suco de laranja; (i) ser tabagista; (j) possuir algum problema
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gastrointestinal crénico (por exemplo, doenca inflamatéria intestinal, doenca celiaca,
cancer); (k) estar gestante; (l) estar participando de outro estudo; e (m) estar seguindo dieta

alimentar especifica (por exemplo, dieta para emagrecimento ou ganho de massa corporal).

As voluntdrias que atenderam os critérios de inclusdo e aceitaram participar,
receberam e assinaram o TCLE (Anexo 3). Em seguida, foram agendadas trés datas para a
colheita de sangue, com intervalo de 2 semanas, ou seja, cada participante foi seu proprio
controle. Além disso, as voluntarias foram orientadas a ndo praticarem exercicio fisico no
periodo de 48 horas antecedentes as colheitas, ndo ingerirem bebida alcodlica 1 semana
antes e ficar em jejum 12 horas antes. Todas essas informag¢des foram disponibilizadas

através de um cronograma entregue as voluntdrias (Anexo 4).

O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da FSP da
Universidade de Sdo Paulo (USP) (CAAE: 69382217.9.0000.5421) e registrado na plataforma
de Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) (UTN: U1111-1241-4665).

3.1.1 Caracterizacao das participantes

A massa corporal foi aferida utilizando balanca plataforma digital, com precisao
minima de 100 g. O equipamento foi posicionado em superficie lisa e nivelada. A estatura foi
aferida em estadiometro com precisdo de 0,5 cm. A participante foi avaliada descalga, ereta
e sem adornos e acessoérios. As medidas foram realizadas duas vezes e o valor considerado
foi a média entre as duas medidas. A partir dos dados de massa corporal e estatura foi
calculado o IMC e classificado segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1995). A
circunferéncia da cintura e do quadril foram aferidas utilizando uma fita métrica flexivel e
ineldstica. A circunferéncia da cintura foi medida com a voluntdria ereta, bracos relaxados ao
lado do corpo, pés juntos e abdémen relaxado e a regido medida livre de roupas. O ponto de
medic¢do utilizado foi o ponto médio entre a uUltima costela e a crista iliaca. A circunferéncia
do quadril foi aferida no maior perimetro da regido glutea. A pressao arterial foi aferida em
Monitor Digital de Pressdo Arterial Automdtico Braco Omron HEM-7113 (Omron
Corporation, Kyoto, Japdo) com a voluntaria sentada e com o braco apoiado, sendo o

resultado obtido pela média entre trés medidas.



44

3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

As colheitas de sangue e as coletas de dados, também foram realizadas no Centro de
Saude Escola Geraldo de Paula Souza, em trés dias denominados: Basal (periodo inicial antes
da ingestdo de suco), Tempo 1 (apds 2 semanas de ingestdo de suco) e Tempo 2 (apds 4
semanas de ingestdo de suco). Nesses dias foram inicialmente aferidas a pressao arterial e a
glicemia capilar por meio do sistema de monitorizagio de glicemia Accu-Chek Active (Roche,
Basel, BS, Suica). Em seguida, foram coletados 30 mL de sangue e oferecido o desjejum para
a voluntaria. Além disso, foram aferidas a massa corporal, a circunferéncia da cintura e do
quadril e aplicado um recordatdrio alimentar de 24 horas (RA24h) (Anexo 5) (SELEM et al.,
2014). A ingestdo de macro e micronutrientes foi analisada por meio da Tabela Brasileira de
Composicao dos Alimentos (UNICAMP, 2011), da base de dados de composicao de alimentos
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2019) e de rétulos de alimentos
industrializados. A estimativa da necessidade energética total das participantes foi feita por
meio das equacdes propostas pelo instituto de medicina (IOM) — (do inglés, Institute of

Medicine) - para mulheres a partir de 18 anos (IOM, 2002).

No Basal, cada voluntaria recebeu o numero de garrafas correspondente ao
consumo didrio de 500 mL de suco de laranja sanguinea para ser ingerido durante 2 dias.
Posteriormente, foi entregue em domicilio o restante do suco para completar a ingestao de
4 semanas de intervencdo. Todas as colheitas de sangue foram posteriores ao jejum
alimentar de 12 horas. O tempo 2 foi realizado no dia posterior a ingestao da uUltima garrafa
de suco, sendo esse o ultimo dia de colheita de sangue e coleta de dados, completando 4

semanas de intervencao (Figura 3).

12 Colheita de 22 Colheita de 32 Colheita de
i Sangue e Coleta de ?.n Sangue e Coleta de ?,' Sangue e Coleta de
Entrevista
: dados ’ei (# 8 dados ’ei @ dados
> : : >
500 mL/dia : 500 mL/dia : Tempo
Recrutamento Basal Tempo 1 Tempo 2
(2 semanas) (4 semanas)

Figura 3. Delineamento do estudo.
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3.3 SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO

Um Unico lote de suco de laranja sanguinea Moro, sem adi¢cdo de agua, aglcar e
conservantes, foi adquirido da Fundecitrus® (Araraquara, Sao Paulo, Brasil). Para otimizar a
biossintese e o acumulo de antocianinas na polpa da fruta (CARMONA et al., 2017), apds a
colheita, todo o lote de laranja usado foi armazenado a 9 °C por 21 dias, ao abrigo daluz e a
uma umidade relativa de 90 a 95%. O suco foi extraido com um espremedor industrial e
filtrado através de uma peneira metalica com um poro de 0,8 milimetros, pasteurizado entre
85 e 95 °C, por 30 segundos, seguido de 30 segundos de resfriamentos a 0 °C e entdo
distribuido em garrafas plasticas de 1 litro. Em seguida, o suco foi transportado sobre
refrigeracdo para o Laboratério de Gendmica Nutricional e Inflamac¢do (GENUIM) da FSP/USP

(Sao Paulo, capital) e foi acondicionado em freezer (-18 °C) durante todo o estudo.
3.3.1 Caracterizacdo do suco de laranja sanguinea Moro

As amostras do suco foram analisadas no Departamento de Alimentos e Nutricao
Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, S3ao Paulo, capital, em
triplicata nos seguintes parametros:

a) Quantificacdo de sélidos soluveis - Grau Brix (°Brix)

O teor de sélidos soluveis (TSS °Brix) foi avaliado com refratdmetro digital portatil

(modelo DR 201-95) (Kriiss Optronic, Hamburgo, Alemanha).

b) Determinacdo do pH

Foi utilizado pHmetro modelo Metrohm 827 pH Lab Meter Swissmade (Metrohm AG,

Herisau, Suica).
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c) Acucares totais

Amostras dos sucos foram filtradas em filtros PTFE (Millipore Ltda., Bedford, USA) de
0,45 um de poro e posteriormente analisados por sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplado a um detector pulsoamperométrico (Dionex, DX500, Sunnyvale,
CA, USA). Foi utilizado uma coluna PA1 (250 x 4 mm, Dionex, Sunnyvale, CA, USA) e fase
movel constituido de NaOH 18 mM, em modo isocratico, por 25 min. O fluxo através da
coluna foi de 1 mL/min. As amostras foram injetadas em duplicata e os acgucares
identificados pelo tempo de retencdo em comparagdo a padrdes externos de sacarose,
frutose e glicose (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) foram utilizados para a construcdo de
uma curva de calibragdo com cinco pontos de concentracdo e aplicados em triplicata

(GOMEZ et al., 2002). Os resultados foram expressos como g/100 mL de suco.

d) Determinacdo de fenélicos totais

O método utilizado foi o descrito por Swain e Hillis (1959), utilizando o reagente de
Folin-Ciocaulteau e 4dcido gdlico como padrao. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (Hewleett Packard, modelo 8453) no comprimento de onda de 765 nm.
Os resultados foram expressos como miligramas (mg) de equivalente de acido galico (AG)

por 100 mL de suco.

e) Acidos organicos

As amostras de suco foram filtradas em filtros PTFE (Millipore Ltda., Bedford, USA) de
0,45 um de poro. 200 pL de amostra foram diluidas em 800 pL de dgua nanopura. Em
seguida, 5 uL da amostra de suco diluida foram injetados em sistema de CLAE com detector
de arranjo de diodo (DAD) (Hewlett-Packard 1100, Agilent), em coluna pBondpack C18 (300
mm x 3.6 mm i.d., Waters, Milford, MA), com fase mdvel de acido fosférico a 0,1% e com um
fluxo de 0,5 mL/min. O monitoramento foi feito a 210 nm. As amostras foram injetadas em
triplicatas e os resultados expressos em mg/100 mL de suco. Os acidos organicos foram
identificados a partir do tempo de retencdo e similaridade do espectro de absor¢do em

comparacdo aos padroes comerciais. Os padroes dos acidos malico, succinico, citrico,
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ascorbico e tartarico foram utilizados para a construcdo das curvas de calibracdo utilizando

cinco pontos de concentragao e aplicados em triplicata (PASTERNAK et al., 2005).

f) Fibras alimentares

O teor de fibra alimentar total e fragdes foram medidos de acordo com o método
descrito pela Associagdao de Quimicos Analiticos Oficial, do inglés, Association of Official

Analytical Chemists (AOAC) (AOAC 991.43) (AOAC, 1995).

g) Capacidade antioxidante

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de capacidade de
absorcdo do radical oxigénio (Oxygen radical assay capacity - ORAC) (PRIOR et al., 2003), as
solucdes de fluoresceina 40 nM e 2,2’-azobis 153 mM (2-amidinopropano) dihidrocloreto
(AAPH) foram preparadas em tampao fosfato 75 mM, pH 7,1. Aliquotas de 25 pL de tampao
(branco) ou 25 pL de solugcdo Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,6,8-tetrametilcromam-2-
carboxilico) (curva de calibragdo) ou 25 pL de amostra do suco, devidamente diluidas, foram
distribuidas em microplaca de poliestireno de fundo chato com 96 pogos seguidas da adi¢ao
de 150 pL de solucdo de fluoresceina e incubadas a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, a
reacao foi iniciada pela adicao de 25 puL de AAPH. A leitura da intensidade de fluorescéncia
(485 nm de excitacdo/525 nm de emissdo) foi realizada a cada 1 minuto durante 60 minutos
de reacdo, utilizando-se leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT,
USA). A capacidade antioxidante foi calculada pela area abaixo da curva de uma amostra
subtraindo-se a area correspondente a do branco (solu¢dao tampao). Foi utilizada curva de
calibracdo tendo o Trolox como padrdo, efetuada a cada ensaio, nas concentracdes de 6,25 a

100 puM. Os resultados foram expressos em pmol de equivalentes de Trolox/100 mL de suco.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de capitacdo do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995), foi preparada uma
solucdo de DPPH (0,05 mM) em metanol. A analise foi realizada em microplaca de
poliestireno de fundo redondo com 96 pocos, no qual cada poco foi preenchido com 200 plL

da solucdo de DPPH, 40 pL de metanol (branco), ou o mesmo volume para a solucdo de
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Trolox (curva de calibracdo), nas concentracbes entre 20 e 70 uM, ou amostras,
devidamente diluidos, quando necessario. A leitura de absorbancia a 517 nm foi realizada
em leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT, USA) apds 20
minutos de incubagdo ao abrigo da luz. A capacidade antioxidante foi calculada a partir da
seguinte férmula: % descoramento do DPPH = [A (Branco) - A (Amostra) + A (Branco)] x 100.
Os resultados foram expressos em pmol Trolox equivalente/mL amostra. Onde, A (Branco)

refere-se a absorbancia do branco e A (Amostra) refere-se a absorbancia da amostra.

h) Identificacdo e caracterizagao de flavonoides

Amostras de suco integral foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 15 minutos, a 4 °C.
O sobrenadante foi eluido em coluna de 1 g de poliamida (CC 6, Macherey-Nagel), preparada
em seringa prépria de 6 mL (HPLC Technology), previamente pré-condicionadas pela
passagem de metanol seguido por dgua deionizada. Apds a passagem do extrato, a coluna
foi lavada com agua deionizada e a eluicdo dos compostos foi realizada com metanol e
posteriormente com metanol:NH3 (99,5:0,5, v/v). Os eluatos foram completamente secos
por meio de rotaevaporacao (Rotavapor, RE 120, Biichi, Flawil, Suica), sob vacuo, a 40 °C. As
amostras foram ressuspendidas com metanol acidificado com acido acético 5%, em seguida
foram filtrados em filtros PTFE (Millipore Ltda., Bedford, EUA) de 0,45 um de poro. No
precipitado foram adicionados 20 mL de dimetilsulféxido (DMSQ), em seguida, as amostras
foram mantidas sobre agitacdo em temperatura ambiente overnight. Posteriormente foi
filtrado em filtros PTFE (Millipore Ltda., Bedford, EUA) de 0,45 um de poro. Os compostos
fendlicos foram identificados por cromatografia liquida com detecc¢do por espectrometria de
massas em tandem e ionizagdo por electrospray (LC-ESI-MS/MS) e quantificados por CLAE-

DAD.

A identificagdo de compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS foi conduzida em um
espectrometro de massa tipo ion trap, modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics, Alemanha),
acoplado a um cromatdgrafo liquido modelo Prominence (Shimadzu, Japdo) e interface de
ionizacdo por electron spray (ESI). As condi¢cdes de separacdo foram as mesmas utilizadas
para CLAE-DAD. Apds a passagem pelo DAD, o fluxo foi alterado para 0,2 mL/min para a

passagem no espectrometro de massa. O ESI foi mantido em modo positivo para
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antocianinas e modo negativo para os demais flavonoides. O detector de massas foi
programado para realizar full scan entre m/z 100-1000. A energia de ionizagdo foi de 3000-
3500 V. Os compostos foram identificados pela comparacdo do espectro de massas obtido

com os padrdes comerciais e/ou dados da literatura.

A quantificacao de flavanonas citricas foi realizada por CLAE em equipamento Agilent
2100 e detector de DAD. Para a detec¢do de flavanonas foi utilizada a coluna Prodigy 5 p
ODS3 (250 x 4,60 mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido) com fluxo de 1 mL/min, a 25 °C. A
eluicdo foi realizada com gradiente de solventes constituido por (A) 0,5% acido formico em
agua e (B) 0,5% acido formico em acetonitrila. O gradiente de concentragdo dos solventes
constituiu em 8% de B no inicio, 10% em 5 min, 17% em 10 min, 25% em 15 min, 50% em 25
min, de 90% em 30 min, 50% em 32 e 8% em 35 min — o tempo total de corrida foram de 35

minutos. O comprimento de onda para a leitura foi de 280 nm.

Quanto a detecgao de antocianinas, foi utilizada a coluna Prodigy 5 p ODS3 (250 x
4,60 mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido), com fluxo 0,8 mL/min, a 25 °C. A eluicdo
realizada com gradiente de solventes constituidos por (A) dgua/ acido féormico/ acetonitrila
(96:1:3 v/v/v) e (D) dgua/ éacido férmico/ acetonitrila (48:1:51 v/v/v). O gradiente de
concentrac¢do dos solventes constituiu em 10% de D no inicio, 25% em 10 min, 31% em 15
min, 40% em 20 min, 50% em 30 min, 100% em 40 min, 10% em 45 min e 10% em 50 min — o
tempo total de corrida foi de 50 minutos. O comprimento de onda para a leitura foi de 525
mn. A quantificagao foi realizada utilizando curva de calibragao com padrdes de flavonoides

e acidos fendlicos identificados.

i) Identificacdo e caracterizacao de carotenoides

Aproximadamente 2 g de suco de laranja e 10 g de sobrenadante foram extraidos
exaustivamente (cinco vezes) com acetona de acordo com o método descrito por De Rosso e
Mercadante (2007). Na,COs foi usado para prevenir a formacdo de componentes nao
desejaveis durante as analises (PETRY e MERCADANTE 2018). Os extratos foram transferidos
para éter de petrdleo/éter dietilico e saponificados overnight com KOH a 10% em metanol.
Os extratos saponificados foram lavados com agua destilada até pH 7, o solvente foi

evaporado e os extratos foram armazenados a -35 °C até serem analisados.



50

Os carotenoides foram separados por CLAE -DAD-MS/MS em uma coluna C30 YMC (5
pm, 250 mm x 4,6 mm), usando um gradiente de eluicdo de metanol e éter tert-metil
butilico e as condi¢des descritas por Petry e Mercadante (2018). O equipamento consistia
em um CLAE Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado com um mdédulo composto por duas bombas
(LC-20AD), desgaseificador (DGU-20A3R), injetor automatico (SIL-20A HT), acoplado em série
a um DAD (SPDM20A), e um espectrometro de massa com um analisador de armadilha de
ions usando uma fonte de ionizacdo quimica de pressdo atmosférica (APCI) (AmaZon Speed
ETD, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As condi¢des de MS foram as mesmas descritas
por Chisté e Mercadante (2012). Os espectros de UV-Vis foram obtidos entre 250 e 600 nm,
e os cromatogramas foram processados em 450 nm, 400 nm, 348 nm e 286 nm. Os

espectros de massa foram adquiridos com faixa de varredura de m/z 100 a 650.

Os carotendides foram identificados de acordo com as caracteristicas dos espectros
de UV-Vis e MS/MS e comparacdo com padrdes especificos. A quantificacdo foi feita por
curvas de calibracdao de (all-E)-luteina, (all-E)-zeaxantina, (all-E)-B-criptoxantina e (all-E)-B-
caroteno. Os isbmeros Z foram quantificados usando a curva do isdmero correspondente
(all-E), (all-E)-violaxantina, (all-E)-antheraxantina, (all-E)-luteoxantina, mutatoxantina e seus
(2)-isomeros foram quantificados usando a curva de luteina. A curva de (all-E)-B-caroteno foi

usada para quantificacao de fitoeno, fitoflueno e {-caroteno.

3.4 PREPARO DO SANGUE

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos sem anticoagulante com
gel de separagcdao e em tubos contendo anticoagulante EDTA K3 e citrato de sédio. Apds a
colheita, o sangue foi homogeneizado vertendo os tubos com anticoagulante
cuidadosamente 8 a 10 vezes. Parte do sangue coletado nos tubos com anticoagulante EDTA
K3 foi usado para a dosagem automatizada da concentracdo de hemoglobina por sistema
automatizado (Horiba ABX®, Montpellier, Franca). A concentracdo de hemoglobina menor
que 12 g/dL foi adotada como critério de inviabilidade de participa¢do no estudo, uma vez
gue pode estar relacionada com a presenca de anemia (CHAUDHARY et al., 2017). Os tubos

sem anticoagulante foram deixados em temperatura ambiente até formac¢ao do coagulo. Os
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tubos foram centrifugados a 1200 x g na centrifuga HimacCT6E (Hitachi, Tokyo, Japao), por
15 minutos em temperatura ambiente para obtencdo do plasma e do soro. O plasma obtido
a partir do tubo de EDTA K3 foi aliquotado e utilizado para a avaliacdo de miRNA, LPS, LBP,
sCD14, insulina, leptina, adiponectina e biomarcadores inflamatérios. O plasma obtido a
partir do tubo de citrato foi aliquotado e utilizado para a avaliacdo da concentracao
plasmatica de fibrinogénio. O soro obtido a partir do tubo sem anticoagulante foi utilizado
para a avaliacdo do perfil lipidico, PCR, gama glutamil transferase (GGT); alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), amilase, ureia, creatinina e

minerais.

3.4.1 Separacgao das células mononucleares

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) — do inglés, Peripheral Blood
Mononuclear Cells — sdo constituidas principalmente por linfocitos (células T e células B) e
mondcitos, sendo facilmente coletadas por meio da colheita de sangue venoso. Essas células
estao envolvidas nas respostas imune e inflamatdria (SEN et al., 2017). As PBMC circulam
por todo o corpo e estdao expostas aos tecidos metabdlicos, como o figado e o tecido adiposo
e, portanto, podem refletir a sadde sistémica e os efeitos das modificacdes dietéticas em
nivel da express3o génica e contetido proteico (DE MELLO et al., 2012; TOME-CARNEIRO et
al., 2013). Diante desses fatos, optou-se por utilizar as PBMC para a andlise de expressao
génica e o conteldo e a fosforilacao de proteinas envolvidas na via de sinalizagdao do NF-kB e

MAPK.

Para a obtencdo de PBMC apds a retirada do plasma, o sangue remanescente nos
tubos de EDTA K3, foi reconstituido com o mesmo volume de solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) estéril e homogeneizado cuidadosamente. Em tubo de 50 mL ACCUSPIN™
System—Histopaque®—1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), o sangue reconstituido, foi
adicionado lentamente com o auxilio de uma pipeta pasteur sobre a membrana do tubo. Em
seguida, foi feita a centrifugacdo a 1000 x g, por 10 minutos, a 4°C. Apds a centrifugacdo, foi
possivel observar a separacao das fases: o plasma reconstituido, as PBMC acima da
membrana e, abaixo dessa, o Histopaque®1077 junto com as células vermelhas. Com o

auxilio de uma pipeta pasteur, a fase contendo as PBMC foi retirada e colocada lentamente
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em um tubo de 50 mL. Posteriormente, 10 mL de PBS foram adicionados para lavagem das
células. A solugao com as células foi centrifugada a 250 x g, por 10 minutos. O sobrenadante
foi removido e, por duas vezes, 5 mL de PBS foram adicionados para lavagem das células. Por
fim, 3 mL de PBS foi utilizado para ressuspender o pellet. 20 uL da suspensao de células foi
adicionado em 380 pL (1:20) de solucdo de azul de trypan a 0,4%, e homogeneizado. Em
seguida, 10 pL dessa solugao foi adicionado em camara de Neubauer para contagem das
células vidveis. Apds a contagem, a suspensdo de células foi distribuida da seguinte maneira:
4 x 10° células para extracdao de miRNA; 1 x 10° células para extracdao de mRNA e o restante

para extracao de proteinas. As amostras foram mantidas em -80 °C até analises futuras.

3.4.2 Andlises biogquimicas

Glicemia de jejum foi dosada em glicosimetro portatil (Accu-Chek® Active, Basel,
Switzerland). A insulinemia foi determinada por meio de kit de imunoensaio enzimatico
(ELISA) (Insulin Accubind Elisa Kit; Monobind Inc, Lake Forest, EUA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. A sensibilidade do tecido a insulina foi avaliada pelo modelo de
avaliacdo de homeostase (HOMA). A glicemia e a insulinemia foram utilizadas para calcular o
indice de sensibilidade a insulina (HOMA-IR), utilizando a seguinte equacdo: HOMA - IR =

glicose x insulina + 22,5.

A concentragdao plasmatica de LPS foi analisada por meio de kit comercialmente
disponivel [Cambrex Limulus Amebocyte Lysate (LAL) kit; Lonza Inc, Walkersville, MD]. As
concentracdes plasmaticas de LBP e sCD14 foram analisadas pelos kits ELISA HK320-02 e
HK315-02 (Hycult Biotech, Uden, Holanda), respectivamente. As concentra¢des plasmaticas
de IL-6, IL-10, TNF-a, MCP1, sVCAM-1, sICAM-1, leptina e a adiponectina foram analisadas
por meio de kits DuoSet® ELISA (R&D Systems, Minneapolis, EUA) Human IL-6 DY206, Human
IL-10 DY217B, Human TNF-a DY210, Human CCL2/MCP-1 DY279, Human VCAM-1/CD106
DY809, Human ICAM-1/CD54 DY720, Human Leptin DY398 e Human Adiponectin/Acrp30
DY1065, respectivamente. Essas analises foram feitas por meio de ensaio colorimétrico em

espectrofotébmetro, conforme a orientacdo dos fabricantes.

As concentragcOes séricas de colesterol total, LDL, HDL, triacilglicerol, PCR,

fibrinogénio, D-dimero, ALT, AST, GGT, amilase, ureia, creatinina e minerais foram avaliadas
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por um sistema de dosagem automatizado (Roche, Cobas® 6000 analyzer, Basel,
Switzerland) no Laboratdrio de Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade de

S3o Paulo. Os valores de referéncia sdao apresentados em anexo (Anexo 6).

O risco cardiovascular foi avaliado pela concentragao de colesterol ndo-HDL e indice
de Castelli 2. O colesterol nao-HDL foi calculado usando o colesterol total subtraido pelo HDL
(VERBEEK et al., 2015) e o indice de Castelli 2 foi calculado pela relagdo colesterol LDL/HDL,
sendo o valor maior que 2,9 indicativo de risco cardiovascular (MILLAN et al., 2009). A
relagdo AST/ALT foi calculada e incluida como indice para avaliagdo hepatica. Na doenca

hepdtica alcodlica o indice AST/ALT, na maioria das vezes, é superior a 2, enquanto na

esteatohepatite nao-alcodlica este indice tende a ser inferiora 1 (HALL e CASH, 2012).

3.4.3 Andlise da expressao de mRNA em PBMC por RT-gPCR

1x10° células foram lisadas em tampdo RLT (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha)
suplementado com p-mercaptoetanol e transferidas para homogeneizacdo na coluna
Qiashredder” (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). Em seguida, o homogeneizado foi purificado
a partir do Mini kit RNeasy (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha), sendo transferido para coluna
Rneasy® na qual o mRNA foi extraido e tratado com DNAse (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha)
para a remoc¢do de DNA. Por fim, o mRNA extraido foi eluido em 30 a 50 uL de agua livre de
RNase. 1 pl foi utilizado para a dosagem de mRNA em espectrofotdbmetro NanoVue Plus (GE
Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, EUA), e o restante foi utilizado para a sintese de DNA
complementar (cDNA). A sintese de cDNA foi feita a partir do mRNA extraido por transcricao
reversa. Uma reacdo catalisada pela enzima transcriptase reversa, utilizando o kit de
Transcricdo Reversa de cDNA de alta capacidade com inibidor de RNase (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). Para realizar a transcricdo reversa o Research PTC-100
Thermal Cycler (MJ Research, St. Bruno, QC, Canada) foi programado conforme as
especificacdes de tempo e temperatura indicadas no manual do produto. Concluida a
reacao, os microtubos contendo cDNA foram armazenados a - 40 °C para posterior utilizacdo

na técnica de reacdo em cadeia da polimerase, quantitativa, em tempo real (RT-gPCR).

1 pL de cDNA (10 ng/ul) foi adicionado em 5 pL de TagMan® Fast Advanced Master
Mix (2x), 0,5 pL de TagMan® Gene Expression Assay (FAM-MGB/20X), acrescido com &agua
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livre de RNase para um volume final de 10 uL por poco. Cada TagMan® Gene Expression
Assay contém um par de primers e uma sonda especificos para o gene de interesse. Foi
analisada a expressdo dos seguintes genes: RELA (Hs01042014_m1), NFKB1
(Hs00765730_m1), NFKBIA (Hs00153283_m1); TNF  (Hs00174128_m1), IL1
(Hs01555410_m1), /L6 (Hs00174131_m1), IL10 (Hs00961622_m1), TLR2 (Hs00152932_m1) e
TLR4 (Hs00152939 _m1) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). O gene RNA18S5
(Hs03928990 g1) foi utilizado como gene enddégeno. A amplificacdo foi realizada no
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
conforme as especificagées de tempo e temperatura indicadas no manual dos produtos. Os
resultados foram analisados com base no valor do ciclo limiar (do inglés, Ct, cicle threshold).
O célculo de expressao relativa dos genes foi normalizado pela diferenca entre ACt das
amostras (Ct do gene alvo — Ct do gene enddgeno constitutivo) e a média obtida do ACt no
baseline, resultando nos valores de AACt de cada amostra. O calculo da expressao de cada
gene avaliado foi feito com base na equacdo descrita por Livak e Schmittgen (2001):

Expressdo relativa = 2(-Delta Delta C(T)) (2-AACt).

3.4.4 Andlise da expressao de miRNA no plasma e em PBMC

As andlises de extracdo e expressao de miRNA foram realizadas em parceria com o

laboratdrio Exigon A/S Company, Vedbak, Dinamarca.

a) Extracdo de miRNA do plasma e de PBMC

O RNA total foi extraido e purificado a partir de 200 uL de plasma utilizando o kit de
isolamento de RNA miRCURY™ para fluidos bioldgicos (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha) e a
partir de 4x10° células utilizando o Mini Kit Qiagen miRNeasy® (Qiagen, Hilden, ME,
Alemanha). O RNA total obtido em ambos os processos foi eluido em 50 plL de 4dgua livre de
RNase adicionados no final da extracdo a membrana da coluna dos respetivos kits. Antes de
iniciar a extracdo e purificacdo do RNA, em uma subamostra (n = 8), foi adicionado um mix
de RNA spike-in (UniSp2, UniSp4, UniSp5) ao tampao de lise, de acordo com o protocolo para
RNA Spike-In Kit, For RT (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). As amostras contendo o RNA

purificado foram armazenadas a - 80 °C até analises futuras.
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b) Analise de miRNA por RT-gPCR

A identificacdo de miRNA por RT-gPCR foi feita a partir do sistema miRCURY LNA™
Universal RT microRNA PCR (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha), em que 2 uL de RNA extraidos
do plasma e 10 ng de RNA extraidos das PBMC, foram transcritos de modo reverso a partir
do kit Universal Il para sintese de cDNA. Em cada reagao de transcri¢dao reversa foi incluindo
uma amostra de RNA artificial (UniSp6), conforme o protocolo para RNA Spike-In Kit, For RT
(Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). O cDNA plasmatico foi diluido 50x e o celular 100x e as
reacoes de RT-gPCR foram realizadas de acordo com o protocolo para miRCURY LNA™
Universal RT microRNA PCR; cada miRNA foi analisado uma vez por RT-qPCR usando kit
EXILENT SYBR® Green master mix (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). Inicialmente, para
verificar o aumento ou diminuicdo da expressdao de miRNA apds a intervencdo com o suco de
laranja sanguinea Moro, foram analisados dois painéis da Exiqon©: um de miRNA
plasmaticos com 179 miRNA (Anexo 7) e outro de miRNA oriundos de leucécitos com 137
miRNA (Anexo 8). Os miRNA de cada painel que apresentaram alteracao significativa (p <
0,05) (n = 8) e alguns que estdo envolvidos com o processo inflamatério (FOLEY e O'NEILL,
2012; MA et al., 2018; XU et al., 2013; ZHU et al., 2013), mas ndo foram diferencialmente
expressos, tiveram suas concentragdes analisadas no plasma e em PBMC nas demais
participantes do estudo (n = 12). Controles negativos foram realizados e identificados
conforme as amostras. A amplificacdo foi realizada em LightCycler® 480 Real-Time PCR
System (Roche, Basel, BS, Suica) em placas de 384 pocos. Antes de iniciar o experimento, em
uma subamostra (n = 12), foi adicionado RNA artificial (UniSp3), de acordo com o protocolo
para RNA Spike-In Kit, For RT (Qiagen, Hilden, ME, Alemanha). As curvas de amplificacdo
foram analisadas utilizando o software LC Roche, tanto para a determinacdo de Cq (do
inglés, Cycle of quantification) pelo método da segunda derivada e para a analise da curva de

melting.
c) Controle de qualidade das amostras por andlise de RNA spike-in
RNA spike-in sdo RNA transcritos sintéticos ndo encontrados na amostra analisada e

utilizados para a (i) calibracdo da extracdo do RNA (UniSp2, UniSp4, UniSp5), (ii) controle da

sintese de cDNA (UniSp6) e (iii) verificacdo do processo de amplificacdo por RT-gPCR inter-
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placas (UniSp3). Sua utilizagdo permite constatar a presenga de inibidores na sintese de
cDNA e no RT-qPCR, bem como a presenca de nucleases (BLONDAL et al., 2013). Para analise
da expressdo de RNA spike-in foi utilizado o RNA Spike-In Kit, For RT (QIAGEN, Hilden,

Alemanha) de acordo com as instrucdes do fabricante.

d) Controle de qualidade das amostras por andlise de hemdlise

Uma importante fonte de variagdo nas amostras de plasma e soro é a potencial
contaminacao de miRNA derivado de células, especialmente por hemdlise. Para verificacao
de hemadlise nas amostras de plasma foram utilizados dois miRNA. Um que é expresso em
eritrécitos (miR-451a), e outro que é relativamente estavel no soro e no plasma e ndo é
afetado pela hemdlise (miR-23a-3p). A relacdo entre esses dois miRNA se correlaciona com o
grau de hemdlise. As amostras com propor¢des acima de 7,0 apresentam um risco maior de
serem afetadas pela hemodlise. Amostras com proporcdes menores geralmente ndo sdo
afetadas pela hemdlise. Estes nimeros referem-se a amostras humanas e podem variar
entre espécies e doencas estudadas. Esta andlise deve, portanto, ser interpretada com

cautela (BLONDAL et al., 2013).

e) Processamento e analise estatistica dos dados de miRNA

As analises de dados obtidos por RT-qPCR foram realizadas para ensaios com valores
de Cq entre 5 e 37 ciclos de amplificacdo. Os dados brutos foram normalizados por
normalizacdo global, incluindo ensaios detectados em todas as amostras. MiRNA
diferencialmente expressos entre controles e grupos de quatro semanas foram
determinados com o pacote R/Bioconductor LIMMA (RITCHIE et al., 2015). O calculo dos
coeficientes parciais foi aplicado considerando os ensaios com menos de 6 leituras com falha
por grupo. O nivel de significancia estatistica foi definido como p valor < 0,05 e variacao

absoluta do cut-off do fold change (FC) > 1,25.
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f) Analise de redes génicas

Apds obtermos o padrdao de expressdo de miRNA, foram analisados os principais
mRNA alvos, envolvidos na cascata de sinalizacao inflamatdria. Foi utilizado o software
Ingenuity Pathways Analysis (IPA) v8.0-2602 (Ingenuity® Systems) que permitiu examinar
interacdes miRNA-mRNA preditos e/ou demonstrados experimentalmente (priorizando alvos
baseados no contexto bioldgico relevante para o processo inflamatdrio) e visualizar as
interacdes moleculares entre estes miRNA e seus mRNA alvos e o impacto bioldgico
relacionado. Para isso foi feito um processo de filtragem que utiliza os bancos de dados de
alvos de miRNA: TarBase (alvos que foram determinados experimentalmente) e o
TargetScan (alvos preditos), onde podemos selecionar o nivel de confianca (se foi testado
experimentalmente ou ndo e se a predicdo possui alta ou moderada confiabilidade), o
contexto bioldgico, tipo de célula ou tecido e doenca. Redes inflamatdrias foram construidas
para permitir a visualizacdo das interacdes moleculares entre os miRNA e seus mRNA alvos

(experimentalmente validados, altamente preditos e moderadamente preditos).

3.4.5 Andlise de proteinas por Western Blotting

As PBMC foram lisadas em tampao RIPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
suplementado com o inibidor de fosfatase [ortovanadato (10 mM)] e protease [coquetel
inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), flureto de sddio (NaF) 1M e
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 22,96 mM]. O conteldo proteico foi dosado a partir do
kit para analise de proteinas Pierce™ BCA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), por

ensaio colorimétrico em espectrofotometro conforme orientacdo do fabricante.

10 pg de proteinas totais de PBMC foram resolvidas por eletroforese em gel de
policrilamida (PolyAcrilamide Gel Electrophoresis - PAGE), TGX™ (Tris-Glycine eXtended)
FastCast™ Acrylamide Solutions, 10% (BioRad, Hercules, CA, EUA), utilizando equipamento
tipo Mini-PROTEAN® Tetra Handcast Systems com cuba Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell (com capacidade para até quatro géis) (BioRad, Hercules, CA, EUA). Apds
eletroforese as proteinas separadas no gel foram transferidas eletricamente para

membranas de nitrocelulose por 10 minutos no aparelho Power Blotter System® (Life
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Technologies, Shanghai, China). Em seguida as membranas foram coradas com solucdo
vermelho ponceau (0,1% Ponceau S; 5% acido acético) e digitalizadas para a verificagdao do

processo de resolugao das proteinas no gel durante a eletroforese.

A ligagao inespecifica de anticorpos a membrana foi diminuida pela incubagao das
membranas com solugdao bloqueadora de Albumina Bovina Sérica (BSA), 5% diluida em
solucdo salina tamponada com Tris e suplementada com detergente Tween® a 0,1% (TBST)
(Tris 10 mM, NaCl 1.5 mM e Tween® 20). Posteriormente, as membranas foram incubadas
por 4 horas em temperatura ambiente com anticorpos especificos da via de sinalizacdo da
MAPK e do NF-kB [TAK1 (#5206), fosfo-TAK1 Thr184/187 (#4508), IKKB (#8943), fosfo-
IKKat/B Serl76/180 (#2697), JNK (#3708), fosfo-SAPK/INK Thr183/Tyr185 (#4668), IkBa
(#9242), fosfo-IkBa Ser32 (#2859), NF-kB e fosfo-NF-kB p65 Ser536 (#3031)] e B-actina
(#8457) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA). Os anticorpos foram diluidos
(1:2000) em TBST com 3% de BSA. Apds incubagao as membranas foram lavadas com
tampado TBST e incubadas com o anticorpo secunddrio adequado, conjugado com peroxidase
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) por 60 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida as membranas foram incubadas com solu¢do contendo reagentes de
guimioluminescéncia, Clarity™ Western ECL Substrate (BioRad, Hercules, USA). As
membranas foram reveladas e tiveram a intensidade de colora¢do determinada por
densitometria no fotodocumentador ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences,
Chicago, IL, EUA). A intensidade das bandas foi normalizada pela B-actina para determinar a

expressao relativa da proteina.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados em média e erro padrdao médio (X £ EPM). Os tempos
2 e 4 semanas foram avaliados em relacdo ao momento basal por meio do software
GraghPad Prism® 7. Todas as varidveis continuas foram testadas para a adesao a distribuicdo
normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para as varidveis que apresentaram distribuicao
normal, a diferenca entre as médias dos tempos foi avaliada pelo teste One-way ANOVA

para amostras dependentes, com pds-teste para multiplas comparacdes de Tukey e correcao
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de Geisser-Greenhouse. Para as varidveis que nao tiveram distribuicdo normal, a diferenga
entre as médias dos tempos foi avaliada pelo teste de Friedman, com pds-teste para
multiplas comparag¢des de Dunn. Foi adotado um valor p < 0,05 para rejeicao da hipdtese de

nulidade.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGCAO DA POPULACAO DO ESTUDO

Foram entrevistadas 40 mulheres, dentre as quais foram recrutadas 25 voluntarias
que atendiam aos critérios de inclusdo. As voluntarias apresentavam sobrepeso (IMC de 25,0
a 29,9 kg/m?), risco elevado de complicacdes metabdlicas (circunferéncia da cintura > 80 cm)
(WHO, 2008) e indicativo da presenca de resisténcia a insulina (HOMA-IR > 2,70) (GELONEZE
et al., 2009). A caracterizacdo das voluntdrias estd descrita na tabela 2. No decorrer do
estudo, houve o desligamento de duas voluntarias que apresentaram hemoglobina inferior a
12 g/dL, inviabilizando a doagdo de sangue, e de uma voluntdria que relatou o uso de
medicamento anti-inflamatdrio (Ilbuprofeno). Além disso, duas voluntdrias ndo concluiram as

trés colheitas de sangue.

Tabela 2. Caracterizacdo das participantes no periodo basal do estudo.

Caracterizacao

Idade (anos) 27,5+1,5
Massa corporal (kg) 74,4+1,4
Estatura (m) 1,64 + 0,02
Indice de massa corporal - IMC (kg/mz) 27,8+0,3
Necessidade energética total (kcal/dia) 2277 £ 122
Circunferéncia da cintura (cm) 89,1+1,1
Razdo cintura-quadril (RCQ) 0,83+0,01
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 113 +2

Pressdo arterial diastdlica (mmHg) 69,7+1,8
HOMA-IR 3,05+0,34
Hemoglobina (g/dL) 13,6 0,3

Valores sdo médias e EPM, n = 20. Abreviacbes: HOMA-IR, modelo de avaliagdo da
homeostase de resisténcia a insulina.



4.2 COMPOSIGAO DO SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO

A caracteriza¢dao do suco de laranja sanguinea Moro é apresentada na tabela 3. O
suco apresentou maior concentracao de sacarose em relacdo aos outros acucares sollveis
analisados, contribuindo com a ingestdo de 52,6 g/dia de agucares e 249,6 kcal por dia. Em
relacdo aos acidos organicos analisados o suco apresentou maior concentra¢do de acido
citrico em relacdo aos outros acidos. No que se refere ao conteddo de fibra alimentar,
embora o suco seja integral, a bebida apresentou pequena concentragao de fibras soltuvel e
insoluvel. O suco também apresentou um pH acido, um teor de 6,5% de sélidos soluveis,
uma concentracdo de fendlicos totais de 45,75 mg/100 mL e uma capacidade antioxidante

de 856,73 umol eq. Trolox/100 mL pelo método de ORAC e percentual de inibi¢do de 50,70

para o DPPH.

Tabela 3. Parametros de qualidade, fendlicos totais, acidos organicos, fibra alimentar
e capacidade antioxidante do suco pasteurizado de laranja sanguinea Moro.

Suco de laranja

s , .1
Agucares Soluveis

Sacarose 4,84 + 0,03
Frutose 2,96 £ 0,03
Glicose 2,73 +0,04
Total 10,52
pH 4,14 + 0,00
TSS (°Brix) 6,50 £ 0,00
Fendlicos Totais? 45,7+ 0,0
ORAC* 857 +2
DPPH’ 50,7+0,6

Acidos Organicos>
Acido Citrico
Acido Malico
Acido Succinico
Acido Ascérbico
Acido Tartéarico

Fibra Alimentar®
Fibra Insolavel
Fibra Soluvel
Total

Suco de laranja

1245+ 16
1934
ND
47,4+1,0
ND

0,20+ 0,02
0,11 +0,00
0,31

Valores expressos como média + EPM. valores expressos em g/100 mlL; 2 valores expressos
em mg de acido gélico/100 mL; ® valores expressos em mg/100 mL; “valores expressos em
pmol de equivalentes de Trolox/100 mL de suco; *percentual de inibicdo. Abreviagdes: ORAC,
capacidade de absor¢do do radical oxigénio, DPPH, 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; TSS, teor de

solidos soluveis; ND, ndo detectado.
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Na tabela 4 e figura 4 estao apresentados os principais flavonoides identificados do

suco de laranja sanguinea Moro por LC-ESI-MS/MS.

Tabela 4. Espectro de massas de flavonoides de suco de laranja sanguinea Moro,
obtido por LC-ESI-MS/MS, modo negativo.

TR [M - H]- MS/MS

Composto identificado Pico (min) (m/2) (m/z)
Apigenina 6,8-di-C-glucosideo (Vicenin-2)* 1 8.1 593 473/353
Quercetina-3-0O-rutinosideo (Rutina)* 2 12.6 609 563/301
Naringenina-7-O-rutinosideo (Narirutina)* 3 16.6 579 271
Hesperitina-7-O-rutinosideo (Hesperidina)* 4 19.0 609 301
Quercetina-3-0-glucosideo™ 5 21.6 463 301
Isosakuranetin 7-rutinosideo (Didimina)* 6 24.6 593 285

*|dentidade confirmada com padrdo externo. Abreviacdo: TR, tempo de retencgao.
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Figura 4. Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS de suco de laranja sanguinea Moro
em modo negativo.

Na tabela 5 e figura 5 sdo apresentadas as principais antocianinas identificadas no

suco de laranja sanguinea Moro por LC-ESI-MS/MS.
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Tabela 5. Espectro de massas de antocianinas do suco de laranja sanguinea Moro obtido

por LC-ESI-MS/MS, modo positivo.

. - . TR Amax [Mm]* MS/MS
Composto identificado Pico (min) (nm) (m/z) (m/z)

Delfinidina-3-0O-glicosideo 1 11.6 523 465 303
Cianidina-3-0-galactosideo 2 12.5 449 287
Cianidina-3-0-glicosideo* 3 13.3 280/516 449 287
Peonidina-3-0-glicosideo 4 15.9 463 301
Petunidina-dihexosideo-ramnosideo 16.1 787 641/479/317
Delfinidina-malonyl-glicosideo 16.2 551 465/303
Cianidina-3-0-(6"-malonyl glicosideo) 16.2 535 287
Cianidina-3-0-(6"-dioxyalyl) glicosideo 5 17.3 593 287
Cianidina-3-0-(6"-malonyl glicosideo) 6 18.1 280/517 535 449/287
Cianidina-3-0-(6"-dioxyalyl glicosideo) 7 19.1 520 593 287
**ND 8 20.3 520 607 301/287
Cianidina 3-sulforosideo 20.4 611 449/303
Derivado de cianidina 9 21.3 520 549 449/287
Derivado de cianidina 10 21.8 520 679 287
Derivado de cianidina 607 287
Derivado de delfinidina 11 24.0 693 465/303
Derivado de cianidina 12 24.6 693 593/287/257

*|dentidade confirmada com padrdo externo. Abreviacdo: TR, tempo de retencgao.
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Figura 5. Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS de suco de laranja sanguinea Moro em

modo positivo.
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Na tabela 6 é apresentada a quantificacdo de flavonoides encontrados no suco. A
ingestdo do suco forneceu 291 mg/dia de flavonoides totais. O flavonoide com maior

concentragao foi a hesperidina, seguida da antocianina cianidina-3-O-glicosideo (C3G).

Tabela 6. Conteudo de flavonoides no suco de laranja sanguinea Moro.

Compostos Suco de laranja
Total Percentual (%)
Narirutina 4,19+0,72 7,20
Hesperidina 36,5+8,2 62,7
Didimina 1,90 £ 0,49 3,26
Naringina 0,33+£0,01 0,57
Naringenina 0,11+£0,01 0,19
Hesperitina 0,09+0,01 0,15
Cianidina-3-0-glicosideo (C3G) 12,2+1,0 21,0
Cianidina-3-0-(6"-malonyl glicosideo) 2,89+ 0,66 4,96
Flavanonas totais 43,1 74,0
Antocianinas totais 15,1 26,0
Flavonoides totais 58,2 100

Valores expressos em mg/100 mL de suco (média £ EPM).

A tabela 7 apresenta uma compilacdo geral do conteddo de carotenoides
majoritarios e dos isdbmeros identificados no suco de laranja sanguinea Moro. Os valores
apresentados sdo uma somatdria dos isbmeros identificados. A ingestdo do suco forneceu
2541,5 pg/dia de carotenoides, sendo que o componente com maior concentragdo foi o

caroteno total, seguido dos derivados luteoxantina, mutatoxantina e luteina.

Tabela 7. Conteldo de carotenoides no suco de laranja sanguinea Moro.

Compostos Total
Violaxantina ((all-E) + (92)) 66,1
Luteoxantina ((all-E) + (92) or (9'2)) 77,2
(all-E)-luteina 66,5

continua
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Tabela 7. Conteudo de carotenoides no suco de laranja sanguinea Moro.

continuagéo

Compostos Total
Mutatoxantina (epimer 1+ epimer 2+ epimer 3) 72,3
(all-E)-zeaxantina 31,6
(all-E)-B-criptoxantina 59,0
(92)-anteraxantina 40,8
Caroteno total ((all-E) + ¢-caroteno isomero 1 e 2) 94,8
Carotenoides totais 508,3

Valores expressos em pg/100 mL de amostra extraida do suco.

4.3 EFEITO DA INGESTAO DO SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO SOBRE O
PADRAO DIETETICO

O padrdo dietético das participantes, analisado a partir do RA24h, é apresentado na
tabela 8. Conforme é observado no padrdo de dieta ocidental (CHRIST et al., 2019), a
ingestdo de colesterol e AGS foi superior ao recomendado, ou seja, inferior a 300 mg/dia e
menor que 10% do VCT, respectivamente (WHO, 2003). Além disso, a ingestdo de fibras
estava abaixo dos 25 g/dia recomendados para mulheres adultas (IOM, 2002). Por outro
lado, a ingestao do suco de laranja aumentou a ingestao de vitamina C (p < 0,001), sem

alterar a ingestao de calorias, macronutrientes, colesterol e fibra alimentar.

Tabela 8. Estimativa da ingestdo didria de calorias, macronutrientes, fibras alimentares e
vitamina C das participantes, no periodo basal e 2 e 4 semanas apds a ingestdo diaria de
500 mL de suco de laranja sanguinea Moro.

Basal 2semanas 4 semanas p valor
Valor caldrico total (VCT) (kcal) 2227 +122 2287 +88 2309+ 89 0,52
Proteina (g) 86,249 91,0+70 88,3%16,5 0,84
Proteina por kg de massa corporal (g) 1,17+0,08 1,23+0,10 1,18+0,08 0,84
Lipidio (g) 82,9+6,7 81,4+51 84,6+74 0,94
% de AGS em relacdo ao VCT 11,8+0,1 12,0+x0,7 11,8%+0,1 0,96
Carboidrato (g) 305+18 299 + 16 289 +12 0,75
Colesterol (mg) 358 + 45 322 +40 357 +58 0,77

Continua
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Tabela 8. Estimativa da ingestdo didria de calorias, macronutrientes, fibras alimentares e
vitamina C das participantes, no periodo basal e 2 e 4 semanas apds a ingestao diaria de
500 mL de suco de laranja sanguinea Moro.

continuagéo
Basal 2semanas 4semanas p valor
Fibras alimentares (g) 20,7+2,0 18,7+1,8 15,4+1,5 0,11
Vitamina C (mg) 55,5+17,6 293+18* 268+12* <0,001

Valores sdao média £ EPM, n = 20. * p < 0,05 vs basal. Analisado por One way ANOVA com pds-teste
de Tukey ou Dunn. Abreviagdes: AGS, acido graxo saturado; VCT, valor caldrico total.

4.4 EFEITO DA INGESTAO DO SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO SOBRE 0OS
PARAMETROS ANTROPOMETRICOS E PRESSAO ARTERIAL

Na tabela 9 sdo apresentados os valores relativos a antropometria e a afericdo da
pressao arterial no periodo basal e 2 e 4 semanas apds a ingestdo de suco do laranja
sanguinea Moro. A ingestao da bebida ndo resultou em alteragdes significativas sobre os

parametros antropométricos e valores de pressao arterial.

Tabela 9. Composicdo corporal e pressdo arterial avaliados no periodo basal e 2 e 4
semanas apos a ingestao diaria de 500 mL de suco de laranja sanguinea Moro.

Parametro Basal 2semanas 4 semanas p valor
Massa corporal (kg) 74,4 +1,4 74,7+1,4 74,7+ 1,4 0,40
indice de massa corporal (kg/mz) 27,8+0,3 27,9+0,4 27,9+0,4 0,35
Circunferéncia da cintura (cm) 89,1+1,1 88,4+1,0 88,5+1,0 0,51
Razdo cintura-quadril (RCQ) 0,83+0,01 1083+£0,01 0,82%0,01 0,26
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 113+2 110+ 2 111+2 0,17

Pressdo arterial diastélica (mmHg) 69,7 +1,8 67,8+2,0 67,9+1,4 0,61

Valores sdo média £ EPM, n = 20. Analisado por One way ANOVA com pds-teste de Tukey ou
Dunn.
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4.5 EFEITO DA INGESTAO DO SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO SOBRE O PERFIL
BIOQUIMICO

A ingestdo de suco de laranja sanguinea Moro ndo resultou em alteracdes

significativas nos parametros bioquimicos analisados (Tabela 10).

Tabela 10. Perfil metabdlico plasmatico e sérico, avaliado no periodo basal e 2 e 4
semanas apos a ingestdo didria de 500 mL de suco de laranja sanguinea Moro.

Parametro Basal 2 semanas 4 semanas p valor
Glicemia (mg/dL) 80,0+ 2,8 77,1+2,2 75,825 0,70
Insulinemia (nUl/mL) 15,2+1,3 14,4+ 0,9 14,5+1,0 0,95
HOMA-IR 3,05+0,34 2,74+£0,9 2,69+0,19 0,82
Adiponectina (pg/mL) 5,29 £ 0,56 5,20 £ 0,54 5,08 £ 0,51 0,43
Leptina (pg/mL) 4,27 +0,04 4,30 + 0,05 4,28 + 0,03 0,85
Colesterol total (mg/dL) 138+9 143+8 153+7 0,10
HDL-colesterol (mg/dL) 48,4 + 3,3 46,9+2,3 50,9+3,1 0,32
LDL-colesterol (mg/dL) 72,8+6,1 77,8+6,3 81,7+5,0 0,09
Triacilglicerois (mg/dL) 86,5%+9,3 90,8+09,2 95,8+ 10,4 0,68
Colesterol ndo-HDL (mg/dL) 90,0+7,5 95,8+7,6 101,6+6,4 0,07
indice de Castelli Il 1,62+0,17 1,72+0,16 1,77+0,17 0,20
Hemoglobina (g/dL) 13,6 +0,3 13,5+0,3 13,7+0,3 0,35
Lipopolissacarideo (EU/mL) 0,08 + 0,01 0,07 £ 0,01 0,08 + 0,01 0,45
sCD14 (ug/mL) 2,06 + 0,07 2,04 £ 0,07 2,02+ 0,08 0,83
LBP (ug/mL) 13,4+0,9 13,6 +£1,0 13,1+1,0 0,75
PCR (mg/L) 3,65+1,20 3,61+0,72 3,03+0,79 0,33
Fibrinogénio (mg/dL) 287 £ 16 280+ 14 282 +18 0,81
D-dimero (ng/mL) 484 + 63 467 £ 51 442 + 45 0,95
ALT (U/L) 12,8 +1,4 12,6 +1,1 12,7+0,9 0,96
AST (U/L) 15,1+1,1 20,5+2,6 21,3122 0,42
indice AST/ALT 1,62+0,17 1,72+0,16 1,77+0,17 0,20
GGT (U/L) 13,8+1,4 14,4 +1,3 15,1+1,2 0,23
Amilase (U/L) 52,645 51,9+3,6 56,6 £ 3,9 0,83
Ureia (U/L) 20,0+1,3 199+1,2 21,1+1,0 0,59
Creatinina (mg/dL) 0,64 £ 0,05 0,64 £ 0,03 0,68 + 0,04 0,54

continua



68

Tabela 10. Perfil metabdlico plasmatico e sérico, avaliado no periodo basal e 2 e 4

semanas apos a ingestdo didria de 500 mL de suco de laranja sanguinea Moro.

continuagéio
Parametro Basal 2 semanas 4 semanas  pvalor
Sédio (mEq/L) 124 +5 128 +3 123+8 0,67
Potassio (mEq/L) 3,78 +£0,15 3,93 £ 0,08 4,04 +0,12 0,19
Cloro (mEq/L) 88,8+4,2 90,0+2,7 92,2+3,1 0,39
Calcio (mg/dL) 7,93 £ 0,40 8,01+0,27 8,24 +0,28 0,61
Magnésio (U/L) 1,70+ 0,08 1,67 £ 0,05 1,65+ 0,06 0,17
Ureia (U/L) 20,0+1,3 199+1,2 21,1+1,0 0,59

Valores sdao média + EPM, n = 20. Analisado por One way ANOVA com pds-teste de Tukey ou
Dunn. Abreviagées: HOMA-IR, modelo de avaliagdo da homeostase de resisténcia a insulina;
HDL, lipoproteina de baixa densidade; LDL, lipoproteina de alta densidade; sCD14, grupo de
diferenciacdo 14 soluvel; LBP, proteina ligante de lipopolissacarideo; PCR, proteina C reativa;
ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama glutamil

transferase.
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4.6 EFEITO DA INGESTAO DO SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO SOBRE A
EXPRESSAO DE mRNA

A Figura 6 apresenta a expressdo de genes envolvidos com a via de sinalizacdo
inflamatéria em PBMC. A ingestdao de suco de laranja sanguinea Moro ndo alterou

significativamente a expressao dos mRNA analisados.
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Figura 6. Expressdao de mRNA da via inflamatdria em PBMC de mulheres com sobrepeso, avaliada no
periodo basal e 2 e 4 semanas ap6s a ingestdo diaria de 500 mL de suco de laranja sanguinea Moro.
Express3o de NFKBI (A), RELA (B), NFKBIA (C), TLR2 (D), TLR4 (E), TNF (F), IL1 (G), IL6 (H) e IL10 (1). Os
valores sdo média + EPM, n = 12. Analisado por One way ANOVA com pds-teste de Tukey ou Dunn.
AbreviacOes: NFKB1, fator nuclear kappa B subunidade p50; RELA, fator nuclear kappa B subunidade
p65; NFKBIA, inibidor alfa do fator nuclear kappa B; TLR, receptor do tipo toll; TNF, fator de necrose
tumoral alfa; IL, interleucina.
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4.7 EFEITO DA INGESTAO DO SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO SOBRE A
EXPRESSAO DE miRNA

4.7.1 Controle de qualidade da expressdao de miRNA no plasma

O nivel constante dos ensaios a partir da utilizacdo de spike-ins, apresentado nas
Figura 7 e 8, indica que a extracdo de RNA, a sintese de cDNA e o processo de amplificacao
por RT-qPCR, tiveram éxito a partir das amostras de plasma, bem como as amostras nao
foram contaminadas com inibidores. Entretanto, o nivel elevado de UniSp6 para a amostra
18C indica inibicdo da sintese de cDNA, por isso foi necessario remové-la da andlise visando

permitir a normalizagao.
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Figura 7. Valores brutos de Cq obtidos para o controle dos ensaios por RNA
spike-in 2, 4 e 5 em amostras de plasma (n = 8). Abreviacées: Cq, ciclo de
guantificacdo; UniSp, do inglés, synthetic RNA spike-in.
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Figura 8. Valores brutos de Cqg obtidos para o controle dos ensaios por RNA spike-in 3 e 6 em
amostras de plasma (n = 20). Abreviac¢des: Cq, ciclo de quantificacdo; UniSp, do inglés, synthetic
RNA spike-in.

A Figura 9 apresenta a diferenca da razdao dCq entre os miR-23a e miR-451 (n = 8).
Apenas quatro amostras apresentaram diferencas ligeiramente superiores a 7,0, sugerindo

possivel contaminacao de miRNA oriundo de eritrécitos.
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Figura 9. Diferenca entre os valores de Cq (miR-23a - miR-451a) obtidos para
andlise de hemdlise nas amostras de plasma (n = 8). Abrevia¢des: Cq, do
inglés, Cycle of quantification; UniSp, do inglés, synthetic RNA spike-in.
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4.7.2 Controle de qualidade da expressdao de miRNA em PBMC

O nivel constante dos ensaios a partir da utilizacdo de spike-ins, apresentado nas
Figura 10 e 11, indica que a sintese de cDNA e o processo de amplificacdo por RT-qPCR,
tiveram éxito a partir das amostras de PBMC, bem como as amostras ndo foram

contaminadas com inibidores.
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Figura 10. Valores brutos de Cq obtidos para o controle dos ensaios por RNA spike-in 6 em
amostras de PBMC (n = 20). AbreviagGes: Cq, ciclo de quantificacdo; UniSp, do inglés, synthetic
RNA spike-in.
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Figura 11. Valores brutos de Cq obtidos para o controle dos ensaios por RNA
spike-in 3 em amostras de PBMC (n = 12). Abrevia¢des: Cq, ciclo de
quantificacdo; UniSp, do inglés, synthetic RNA spike-in.



73

4.7.3 Expressao de miRNA no plasma

A partir dos 179 miRNA analisados em cada amostra (n = 8), foram detectados, em
média, 147 miRNA por amostra, sendo que 76 estavam presentes em todas as amostras

(Tabela 11).

Tabela 11. Numero de miRNA analisados e detectados nas amostras de plasma

miRNA detectados

miRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR Serum/Plasma

179
Focus panel
miRNA detectados em todas as amostras 76
Média de miRNA detectados por amostra 147

Dentre os miRNA detectados no plasma, sete tiveram alteracao significativa na
expressao génica quando comparada com o periodo basal, sendo que os miR-148b-3p, miR-
106b-5p, o miR-144-3p, miR-30e-5p, miR-15a-5p e hsa-miR-101-3p apresentaram expressao
aumentada, e apenas o miR-125b-5p teve a sua expressdo reduzida (Tabela 12). A analise
completa da diferenca de expressao de miRNA entre o periodo basal e 4 semanas é

apresentada em anexo (Anexo 9).

Tabela 12. Fold change da expressao plasmatica de miRNA que apresentaram
significancia 4 semanas apds a ingestao diaria de 500 mL do suco de laranja
sanguinea Moro (n = 8).

miRNA Fold-change p valor
hsa-miR-148b-3p 2,68 0,003
hsa-miR-106b-5p 1,84 0,009
hsa-miR-125b-5p 0,52 0,014
hsa-miR-144-3p 2,12 0,022
hsa-miR-30e-5p 1,63 0,024
hsa-miR-15a-5p 1,74 0,031

hsa-miR-101-3p 1,52 0,046
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Os miRNA que apresentaram diferenga estatistica foram analisados nas demais
amostras (n = 11), incluindo o hsa-miR-107 (fold-change 1,84 e p = 0,054) e o hsa-miR-150-
5p (fold-change 0,63 e p = 0,059), os quais estdo relacionados a resposta inflamatéria (FOLEY
e O'NEILL, 2012; MA et al., 2018). Considerando ambas as analises (n =8 e n = 11), apenas o
miR-144-3p apresentou alteracdo significativa na expressao génica quando comparada com

o periodo basal (n = 19) (Tabela 13).

Tabela 13. Fold change da expressdao dos miRNA plasmaticos 4 semanas apds a
ingestdo didria de 500 mL do suco de laranja sanguinea Moro (n = 19).

miRNA Fold-change p valor

hsa-miR-144-3p 1,71 0,02

hsa-miR-107 1,60 0,08
hsa-miR-150-5p 0,73 0,10
hsa-miR-125b-5p 0,68 0,13
hsa-miR-30e-5p 1,26 0,18
hsa-miR-106b-5p 1,22 0,29
hsa-miR-15a-5p 1,21 0,34
hsa-miR-148b-3p 1,22 0,59
hsa-miR-101-3p 0,95 0,80

A localizacdo genémica e o cluster de miRNA previsto para o hsa-miR-144-3p sdo

mostrados na tabela 14.

Tabela 14. Localizagdo cromossdmica do miRNA modulado no plasma apds a ingestao
diaria de 500 mL do suco de laranja sanguinea Moro.*

miRNA LocahzaﬂgaP Cluster de miRNA
cromossémica
-miR-1 . _mir- 2: _mir_
hsa-miR-144-3p 17q11.2 hsa-miR-144; hsa-mir-4732; hsa-mir

451b; hsa-mir-451a
*Disponivel em http://www.mirbase.org/ e https://www.genecards.org/
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O heat map supervisionado dos miRNA expressos no plasma (n=19), apresentado na
Figura 12, mostra que ndao houve nenhum padrdo de expressdao de miRNA, se agrupados de
acordo com o momento basal e apds 4 semanas de ingestao do suco. O miR-148b-3p nao é
apresentado no heat map, pois foi analisado a partir do calculo dos coeficientes parciais,

uma vez que nao foi detectado em todas as amostras analisadas.

hsa-miR-106b-5p 1

|

hsa-miR-150-5p
-1

I I ’ hsa-miR-107 i -2
I hsa-miR-101-3p
I I hsa-miR-144-3p

hsa-miR-125b-5p

I hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-30e-5p A, basal
- C, 4 semanas
Figura 12. Diagrama do heat map supervisionado dos miRNA expressos no plasma com

agrupamento do periodo basal e apds 4 semanas da ingestdo diaria de 500 mL do suco de
laranja sanguinea Moro.
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4.7.4 Expressao de miRNA em PBMC

A partir dos 137 miRNA analisados em cada amostra (n = 8), foram detectados em
média 96 miRNA por amostra, sendo que 80 estavam presentes em todas as amostras

(Tabela 15).

Tabela 15. NUmero de miRNA analisados e detectados nas amostras de PBMC

miRNA detectados

miRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR Custom Pick and

137
Mix panel
miRNA detectados em todas as amostras 80
Média de miRNA detectados por amostra 96

Dentre os miRNA detectados em PBMC, sete apresentaram alteracdo significativa na
expressao quando comparada com o periodo basal, sendo que os miR-424-5p, miR-144-3p,
miR-27a-3p, let-7d-5p e miR-130b-3p aumentaram a sua expressao, e apenas os miR-126-3p
e let-7f-5p tiveram sua expressao reduzida (Tabela 16). A andlise completa da diferenca de

expressao de miRNA entre o periodo basal e 4 semanas é apresentada em anexo (Anexo 10).

Tabela 16. Fold change da expressao de miRNA em PBMC que apresentaram
significancia 4 semanas apds a ingestdo diaria de 500 mL do suco de laranja
sanguinea Moro (n = 8).

miRNA Fold-change p valor
hsa-miR-424-5p 1,76 0,0002
hsa-miR-144-3p 1,72 0,003
hsa-miR-126-3p 0,61 0,004
hsa-let-7f-5p 0,61 0,005
hsa-miR-27a-3p 1,26 0,043
hsa-let-7d-5p 1,20 0,046

hsa-miR-130b-3p 1,26 0,048
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Os miRNA que apresentaram diferenga estatistica foram analisados nas demais
amostras (n = 12), incluindo o hsa-mir-142-3p (fold-change 1,21 e p = 0,072) e o hsa-miR-17-
5p (fold-change 1,27 e p = 0,114), os quais estdo relacionados a resposta inflamatéria (XU et
al., 2013; ZHU et al., 2013). Considerando ambas as andlises (n = 8 e n = 12), os miR-424-5p,
miR-144-3p e miR-130b-3p apresentaram expressao aumentada, e os let-7f-5p e miR-126-3p

tiveram sua expressao reduzida em relagao ao periodo basal (n = 20) (Tabela 17).

Tabela 17. Fold change da expressao de miRNA em PBMC 4 semanas apds a
ingestdo didria de 500 mL do suco de laranja sanguinea Moro (n = 20).

miRNA Fold-change p valor
hsa-miR-424-5p 1,62 0,002
hsa-miR-144-3p 1,69 0,006
hsa-let-7f-5p 0,73 0,007
hsa-miR-130b-3p 1,27 0,031
hsa-miR-126-3p 0,70 0,044
hsa-miR-27a-3p 1,22 0,088
hsa-miR-142-3p 1,04 0,678
hsa-miR-17-5p 0,99 0,938
hsa-let-7d-5p 1,00 0,961

A localizagao gendmica e o cluster previsto para os miRNA modulados em PBMC, sdao

mostrados na tabela 18.

Tabela 18. Localizacdo cromossémica dos miRNA modulados em PBMC apds a ingestdo
didria de 500 mL do suco de laranja sanguinea Moro.*

Localizagao

. Cluster de miRNA
cromossdmica

miRNA

hsa-miR-424-5p; hsa-miR-503; hsa-miR-542;
hsa-miR-450a-2; hsa-miR-450a-1; hsa-miR-450b
hsa-miR-144-3p 17q911.2 hsa-miR-144; hsa-mir-4732; hsa-mir-451b; hsa-mir-451a

hsa-miR-424-5p Xg26.3

hsa-let-7f-5p 9g22.32 hsa-let-7a-1, hsa-let-7f-1, hsa-let-7d

continua
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Tabela 18. Localizacdo cromossomica dos miRNA modulados em PBMC apds a ingestdo
didria de 500 mL do suco de laranja sanguinea Moro.*
continuagéo

miRNA miRNA miRNA

hsa-miR-130b-3p 22¢g11.21 hsa-mir-301b; hsa-mir-130b
hsa-miR-126-3p 9g34.3 —

*Disponivel em http://www.mirbase.org/ e https://www.genecards.org/

O heat map supervisionado dos miRNA expressos em PBMC (n=20), apresentado na
Figura 13, mostra que nao houve nenhum padrao de expressao de miRNA, se agrupados de

acordo com o momento basal e apds 4 semanas de ingestdo do suco.

I2

hsa-miR-17-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-let-7d-5p
hsa-miR-130b-3p
hsa-let-7f-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-144-3p

hsa-miR-424-5p A basal

C, 4 semanas
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Figura 13. Diagrama do heat map supervisionado dos miRNA expressos em PBMC com
agrupamento do periodo basal e apds 4 semanas da ingestao didria de 500 mL do suco de
laranja sanguinea Moro.
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4.7.5 Predicao de mRNA alvos

A tabela 19 apresenta o nimero de mRNA identificados no software IPA, para os
miRNA diferencialmente expressos em PBMC apds 4 semanas de ingestdo do suco de laranja

sanguinea Moro. Foi considerado p < 0,05 como nivel de confianc¢a de predicao.

Tabela 19. Numero de mRNA identificados na andlise in silico como alvos
experimentalmente validados, altamente preditos e moderadamente preditos

. Experimentalmente Altamente Moderadamente
miRNA . . .
validado predito predito
hsa-miR-424-5p 202 375 1807
hsa-miR-144-3p 1 115 526
hsa-let-7f-5p 158 341 960
hsa-miR-130b-3p 10 237 862
hsa-miR-126-3p 9 31 106

Na tabela 20, é apresentado apenas o numero de mRNA alvos da via de sinalizacao
inflamatdria identificados no software IPA, para os miRNA diferencialmente expressos em
PBMC apds 4 semanas de ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro. Foi considerado p <

0,05 como nivel de confianga de predicao.

Tabela 20. Nimero de mRNA da via de sinalizacao inflamatéria identificados na
analise in silico como alvos experimentalmente validados, altamente preditos e
moderadamente preditos.

. Experimentalmente Altamente Moderadamente
miRNA . . .
validado predito predito

hsa-miR-424-5p 5 4 17
hsa-miR-144-3p - 4 4
hsa-let-7f-5p 2 6 7
hsa-miR-130b-3p 1 3 9
hsa-miR-126-3p 1 1 -




4.7.6 Analise das redes génicas

80

A figura 14 mostra os alvos dos miRNA diferencialmente expressos em PBMC, obtidos

por meio do software IPA.
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Figura 14. Alvos dos miRNA alterados em PBMC (p < 0,05), apds ingestdo diaria de 500 mL de suco de
laranja Moro por 4 semanas. Legenda: caixa laranja, proteina com possivel maior silenciamento pds-
transcricional; caixa azul, proteina com possivel menor silenciamento pds-transcricional; caixa laranja
e azul, proteina com possivel maior (laranja) e menor (azul) silenciamento pds-transcricional de
acordo com gradiente de coloragdo; caixa cinza, proteina possivelmente ndo modulada; caixa com
contorno soélido, miRNA com expressdo aumentada; caixa com contorno tracejado, miRNA com
expressdo diminuida; miRNA em vermelho, alvo experimentalmente validado; miRNA descrito em
verde, alvo altamente predito; miRNA descrito em amarelo, alvo moderadamente predito. Alvos
obtidos in silico no software IPA. AbreviacGes: ver lista de abreviaturas e siglas.
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4.8 EFEITO DA INGESTAO DO SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO SOBRE O
CONTEUDO E FOSFORILACAO DE PROTEINAS

A andlise do conteldo proteico e da fosforilacdo de proteinas presentes em vias de
sinalizagdo inflamatdria (TAK1, IKKB, JNK, IkBa. e NF-KkB) e da B-actina em PBMC é mostrada
na Figura 15. A ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro aumentou a razao da fosfo-

JNK/INK (p < 0,05) e diminuiu o conteudo proteico celular de NF-kB em PBMC (p < 0,05).
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Figura 15. Efeito da ingestdo de suco de laranja sanguinea Moro sobre o conteldo e a fosforilagdo de
proteinas da via de sinalizacdo inflamatdria. Andlise quantitativa da expressdo da fosfo-TAK1 (A),
TAK1 (B), razdo fosfo-TAK1/TAK1 (C), fosfo-IKK (E), IKK (F), razdo fosfo-IKKB/IKKB (G), fosfo-JNK (l),
INK (J), razdo fosfo-JNK/INK (K), fosfo-IkBa (M), IkBo (N), razdo fosfo-IkBo/IkBa. (O), fosfo-NF-kB(Q),
NF-kB (R), razdo fosfo-NF-kB/NF-kB (S) e imagens da expressdo de proteinas obtidas por Western
Blotting (D, H, L, P, T). A expressdo de proteinas foi normalizada pela expressdo da B-actina. Valores
sdao média = EPM, n = 12. Analisado por One way ANOVA com pds-teste de Tukey ou Dunn.



82

4.9 EFEITO DA INGESTAO DO SUCO DE LARANJA SANGUINEA MORO SOBRE
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS

A tabela 21 mostra a concentracdo plasmatica de citocinas, moléculas de adesdo e
quimiocina nos trés tempos do protocolo experimental. A ingestdo do suco de laranja
sanguinea Moro nao alterou a concentragdao dos biomarcadores inflamatdrios analisados. O
valor de concentragdo identificado para cada metabdlito analisado se encontra dentro da

faixa de concentragdo proposta pela curva padrdo do kit de andlise.

Tabela 21. Citocinas, moléculas de adesdo e quimiocina avaliadas no periodo
basal e 2 e 4 semanas apds a ingestdao diaria de 500 mL de suco de laranja
sanguinea Moro.

Parametro Basal 2semanas 4 semanas p valor
IL-6 (pg/mL) 27,1+7,8 26,6 +7,5 29,5+9,8 0,86
IL-10 (pg/mL) 32,6 4,7 31,3+3,9 35,8+4,7 0,34
TNF-a (pg/mL) 3,81+0,42 3,75+0,38 3,59%0,23 0,89
sICAM (ng/mL) 341+ 20 326+ 18 320+ 18 0,19
sVCAM (ng/mL) 395 + 27 386 £ 25 374 £ 25 0,31
MCP-1 (pg/mL) 16,4+1,2 15,5+1,2 16,2+1,1 0,71

Valores sdo média £+ EPM, n = 20. Analisado por One way ANOVA com pds-teste de
Tukey ou Dunn. AbreviagGes: IL, interleucina; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa;
sICAM, molécula de adesdo intercelular soltuvel; sVCAM, molécula de adesdo celular
vascular soltuvel; MCP-1, proteina quimiotdtica de mondcitos 1, também conhecida
como CCL2.



83

5 DISCUSSSAO

A ingestdo diaria de 500 mL de suco de laranja sanguinea Moro, por 4 semanas,
favoreceu o aumento da ingestdo de flavonoides, carotenoides e vitamina C. No tocante a
avaliagdo de aspectos moleculares em PBMC, a intervengao nutricional em tela promoveu
aumento da razdo fosfo-JNK/JNK, reducdo do contelido proteico da subunidade p65 do NF-
KB, bem como modulou a expressdao de miRNA envolvidos com o controle da expressao de
proteinas da via de sinalizacdo do NF-kB e MAPK. Por outro lado, a ingestdao da bebida nao
resultou em alteracdes significativas na ingestdo caldrica, na expressdo de genes que
codificam proteinas envolvidas com a resposta inflamatéria em PBMC e nos parametros

antropomeétricos e bioquimicos analisados ao final do protocolo experimental.

Corroborando os estudos publicados por Maccarone et al. (1985), dentre os
flavonoides citricos quantificados, o suco de laranja sanguinea Moro utilizado no presente
estudo apresentou alta concentracdo de C3G e hesperidina, que se caracteriza como o
principal flavonoide encontrado em laranjas (GATTUSO et al., 2007; GROSSO et al., 2013).
Além disso, também foi verificada a presenca, em menor concentracdo, de narirutina,
cianidina-3-O-(6"-malonyl glicosideo), didimina, naringina, naringenina e hesperitina. Desse
modo, a ingestdo didria de 500 mL do suco de laranja sanguinea Moro favoreceu a ingestao
diaria de flavonoides citricos, os quais tém sido associados a reducdo do risco de
desenvolvimento de resisténcia a acdo da insulina (PU et al., 2012), doencas
cardiovasculares (ALAM et al., 2013), dislipidemias (ASSINI et al., 2013) e alguns tipos de
cancer (WANG LIW et al., 2014).

Durante a intervencdo, as participantes ingeriram aproximadamente 291 mg/dia de
flavonoides pela ingestdo da bebida. Estima-se que, no Brasil, a populacdo consuma em
média 139 mg/dia de flavonoides (CORREA et al., 2015). Atualmente, ndo existe uma dose
didria recomendada para a ingestdo desses compostos, embora uma ingestdo entre 250 e
400 mg/dia tenha sido proposta como adequada para os flavonoides totais (PELUSO e
PALMERY, 2015). Em vista disso, verifica-se que a ingestdo diaria de 500 mL de suco de
laranja sanguinea Moro, como parte da refeicdo habitual, durante quatro semanas, foi

responsavel pela adequacdo da ingestdo de flavonoides pelas participantes do estudo. Além
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disso, apenas a ingestdo da bebida contribuiu com a ingestdo de 2.541,5 pg/dia de
carotenoides e de 237 mg/dia de vitamina C, cujo valor é significativamente superior a
recomendacdo de ingestdo didria de 75 mg de vitamina C para mulheres adultas. No
entanto, a ingestdo de vitamina C, por meio da ingestdo da bebida associada a ingestao
alimentar didria relatada, ndo ultrapassou o limite superior toleravel de ingestdo

recomendado para este grupo (2.000 mg/dia) (IOM, 2001).

De acordo com os ensaios in vitro, o suco de laranja sanguinea Moro apresentou
importante contribuicdo antioxidante para as participantes. Os ensaios de ORAC e DPPH
mostraram que o suco utilizado em nosso estudo proporcionou maior capacidade
antioxidante quando comparado aos sucos de laranja Cara Cara e Bahia, analisados antes e
apods a pasteurizagdo em um estudo prévio (BRASILI et al., 2017). A capacidade antioxidante
do suco esta provavelmente associada a concentracdo de vitamina C e de fendlicos totais
presentes na bebida. Embora o suco tenha sido pasteurizado, o tratamento térmico ndo
diminui a capacidade antioxidante e o conteudo de vitamina C e de flavonoides da bebida

(ALEGRE, 2015; ARENA et al., 2001).

Todas as voluntdrias iniciaram o protocolo experimental com o indice HOMA-IR
indicando resisténcia a a¢do da insulina. Para brasileiros adultos, com IMC inferior a 30
kg/m?, foi sugerido um indice HOMA-IR superior a 2,70 como indicativo de resisténcia a
insulina (GELONEZE et al.,, 2009). Embora o indice HOMA-IR ndo tenha diminuido
significativamente apds a conclusdo do nosso estudo, as voluntdrias apresentaram, em
média, um valor de HOMA-IR (2,69 + 0,19) inferior aquele indicado para a presenca de
resisténcia a insulina, sugerindo que a ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro possa ter
efeito sobre o metabolismo glicémico. Nesse contexto, estudo em camundongos
alimentados com uma ragao hiperlipidica associada com a suplementacao de suco de laranja
sanguinea Moro, por 12 semanas, ad libitum, verificou melhora da sensibilidade a insulina

(SALAMONE et al., 2012).

No presente estudo, a ingestdo do suco de laranja ndo influenciou a expressao de
genes relacionados a resposta inflamatéria. Corroborando esse resultado, Deopurkar et al.
(2010) também nao observaram alteracGes na expressao génica de TLR2, TLR4 e SOCS3 em
PBMC, de adultos saudaveis, 5 horas apds a ingestdo de 300 mL de suco de laranja. Por

outro lado, a ingestdo do suco por um periodo superior pode levar a alteracdes significantes
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na expressdo de mRNA. Nesse sentido, camundongos que receberam suco de laranja
sanguinea, por um periodo de 15 semanas, apresentaram diminui¢ao da expressao génica de
receptores hepaticos X alfa (LXR-A) e aumento da expressdo génica do receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma alfa (PPARA), o que resultou em reduc¢do da lipogénese e da

esteatose hepatica, respectivamente (SALAMONE et al., 2012).

Em contrapartida, a ingestdo da bebida foi capaz de modular a expressdao de miRNA
no plasma e em PBMC. Os miRNA diferencialmente expressos estdo localizados em
diferentes regides gendmicas, ou seja, nenhum dos miRNA modulados sdo encontrados no
mesmo cluster de miRNA. Estudos evidenciam que diferentes nutrientes e compostos
bioativos presentes em alimentos podem regular a biogénese de miRNA (CHOI e FRISO,
2010; TIFFON, 2018; QUINTANILHA et al., 2020). De modo geral, os componentes dietéticos
também podem modular a expressdao de miRNA por meio de alteragGes epigenéticas, como
a metilacdo do DNA e a modificacdo de histonas (CHOI e FRISO, 2010; TIFFON, 2018). De
forma mais especifica, dentre alguns dos compostos presentes na laranja sanguinea Moro, a
didimina foi relacionada a atenuacdo da atividade do fator de transcricio N-Myc,
responsavel por inibir a expressdo do let-7 (SINGHAL et al., 2017); e a ingestdao dos
carotenoides, luteina e zeaxantina, foi associada a regulacdo da atividade da DICER (KIM et

al., 2019).

No plasma, a ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro aumentou a expressao do
miR-144-3p, um miRNA amplamente expresso em tecidos humanos e fluidos corporais,
sendo abundante em eritrécitos (SUN et al., 2020). A elevada concentracdo plasmatica de
miR-144 pode sugerir um aumento no processo de hemodlise. Todavia, nesse processo,
ambas as fitas 3p (passageira) e 5p (guia) estariam aumentadas no plasma, e ndo apenas a
isoforma 3p, conforme verificado em nosso estudo. Esse resultado indica que a ingestdo do
suco de laranja foi responsavel por aumentar apenas a concentragao plasmatica de miR-144-
3p e que ndo ocorreu hemolise nas amostras experimentalmente testadas, corroborando a

analise de hemdlise previamente apresentada.

A expressdo plasmatica do miR-144 ndo é indicada como biomarcador para a
inflamacao. Por outro lado, diferentes estudos mostraram que a expressao desse miRNA no
plasma e tecidos corporais esta alterada em doencas como o DM2 (ZHU e LEUNG, 2015).

Nesse sentido, a expressdao plasmatica de miR-144 tem sido proposta como biomarcador
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para o DM2 (ZHU e LEUNG, 2015; LIANG et al., 2018). Contudo, na literatura cientifica ha
resultados divergentes sobre a expressdo plasmatica do miR-144 em individuos com DM2.
Por exemplo, em um estudo com individuos diabéticos, a elevada expressdao de miR-144 no
plasma foi associada ao DM2 em suecos, mas ndao em iraquianos (WANG XIA et al., 2014).
Em pacientes diabéticos com disfuncdo cardiaca, a expressdo do miR-144 no plasma foi
encontrada acentuadamente diminuida e o aumento da concentragdo plasmatica de miR-
144 — por meio da administracdo de miR-144 mimic (agomiR) — em camundongos tratados
com estreptozotocina para indugdo de diabete, protegeu o coragao de lesdes induzidas pela

hiperglicemia e promoveu biogénese mitocondrial cardiaca (TAO et al., 2020).

Em PBMC, o miR-144-3p também apresentou o maior fold change em relacdo aos
demais miRNA diferencialmente expressos decorrente da ingestdo do suco de laranja
sanguinea Moro. Embora a analise in silico ndo tenha apontado nenhum mRNA alvo
experimentalmente validado para o miR-144 na via de sinalizacdo inflamatéria, Han et al.
(2018) mostraram, por meio do ensaio de luciferase, que o miR-144 controla a expressao do
CXCL11 por meio da sua ligagao a regido 3’"UTR de seu mRNA. Por outro lado, de acordo com
o software IPA, o miR-144 tem como alvo altamente predito os mRNA que codificam as
proteinas MAP3K8, IL-7, CXCL11 e o membro da superfamilia do TNF (TNFSF)-11, além de
interagir, de forma moderada, com outros alvos da via do fator de transcriciao NF-kB e da
MAPK. O TNFSF11 é responsdavel pela ativagdo da via de sinalizagdao inflamatéria com
aumento da expressao de citocinas pro-inflamatérias, sendo fundamental na regulacao do
recrutamento e ativacdo dos osteoclastos na artrite reumatoide (HAUGEBERG et al., 2003).
O miR-144 mostrou exercer efeito na modulacdo da resposta inflamatdria por meio da
reducdo da expressao do TNFSF11, o que resultou na diminuicdo da expressao de TNF-a, IL-

1B, IL-6, IL-23 em células dendriticas e IL-17 em células Th17 (LI RUI et al., 2018).

A expressdo de miR-424-5p, em PBMC, também foi aumentada apds a ingestdo do
suco de laranja. Dentre os miRNA diferencialmente expressos no final do protocolo
experimental, o mir-424 é o que apresenta o maior numero de alvos experimentalmente
validados no software IPA, sendo indicado os mRNA que codificam as proteinas MEK1,
MKK4, AP-1, COX-2 e TNFSF9. O miR-424 ainda tem, como alvos altamente preditos, os
mRNA que codificam as proteinas IKKB, IL-20 e IL-15, além de poder se ligar de forma

moderada com outros alvos da via do NF-kB e da MAPK.



87

O miR-424 pode estar indiretamente relacionado ao controle da fosforilagdo de
proteinas intracelulares. A andlise in silico no software IPA mostrou que a proteina fosfatase
2A (PP2A) é um alvo experimentalmente validado do miR-424. A PP2A é uma enzima
responsavel por controlar a fosforilagdo de diversas proteinas intracelulares, incluindo os
componentes da via do NF-kB e da MAPK, dentre os quais a PP2A pode desfosforilar a JNK
(CLARK e OHLMEYER, 2019). Desse modo, o aumento da expressao do miR-424 pode reduzir
o conteudo de PP2A e, consequentemente, influenciar em vias de sinalizacdo nas quais a

PP2A atua por meio de mecanismo de desfosforilacdo proteica.

Em nosso estudo, a ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro ndo aumentou a
fosforilacdo de JNK em relacdo ao controle, todavia quando avaliamos a razdao fosfo-
JNK/INK, verificamos aumento da proporc¢do de fosfo-JNK em relagdo ou contetddo de JNK
intracelular. Embora a fosforilacdo de JNK esteja relacionada ao aumento da expressao de
genes inflamatdrios, morte celular e inibicdo da via de sinalizacdo da insulina, a fosforilacao
de JNK também ¢é responsavel por ocasionar ativacdo do fator de transcricio designado
NRF2, o qual modula a expressao génica de enzimas antioxidantes (SU et al., 2015; HU et al.,
2017). In vitro, o tratamento de hepatdcitos e neurbnios com as flavanonas citricas
neosperidina (10 a 30 uM) e hesperitina (50 uM), respectivamente, resultou no aumento da
fosforilagcdo de JNK, sem diminuir a viabilidade celular (HWANG e YEN, 2009; SU et al., 2015).
Além disso, o pré-tratamento de macréfagos com luteina (10 uM) ndo reduziu a fosforilacao
de JNK induzida por LPS, ainda que tenha resultado na diminuicdao do estimulo inflamatério
por meio do bloqueio da fosforilacao induzida por LPS das quinases ERK e p38 e da liberagao
de TNF-a (XAGORARI et al., 2002). Portanto, é possivel que o aumento da proporg¢do de JNK
fosforilada em PBMC, devido a ingestdao do suco de laranja, ndo esteja relacionado ao
aumento do estimulo inflamatdrio ou ao desenvolvimento da resisténcia a insulina, mas
sinalize um dos possiveis mecanismos pelo qual a laranja sanguinea Moro desempenha

protecdo antioxidante ao organismo.

A ingestdao da bebida ainda aumentou a expressdo do miR-130b-3p em PBMC. A
analise in silico indicou o fator estimulador de colonia 1 (CSF1) como alvo
experimentalmente validado e MEK1, CCL1 e o receptor de IL10 (ILIORB) como alvos
altamente preditos do miR-130b, além de outros alvos da via de sinaliza¢do inflamatéria,

com os quais esse mMiRNA pode se ligar de forma moderada. Somado a isso, alguns alvos do
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miR-130b também foram experimentalmente validados em estudos que avaliaram
componentes da via de sinalizagdao inflamatéria. Wang et al. (2017) mostraram que o
aumento da expressdo de miR-130b atenuou a inflamacdo aguda no pulmao de
camundongos induzida pela administragdo de LPS, por meio da ligacdo do miR-130b a regiao
3'UTR do mRNA da MAP3K8 e consequente diminuicdo da expressdo de TNF-qa, IL-6 e E-
selectina, o que resultou em protecdo do endotélio vascular pulmonar. Guo et al. (2021)
mostraram que o miR-130b-3p também inibiu a polarizacdo de macréfagos M1 por meio da
inibicdo do fator regulador de interferon 1 (IRF1), com consequente reducao da expressao

dos genes CCL5, CXCL10, enzima 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) e TNF.

A expressao de miRNA também foi negativamente regulada pela suplementacdo com
o suco de laranja sanguinea Moro. Ao final do protocolo experimental, foi verificada
diminuicdo da expressdo do let-7f-5p em PBMC. De acordo com o software IPA, o let-7f tem
como alvo experimentalmente validado TLR4 e COX-2 e como alvo altamente predito MEK1,
IL-10, CCL3, -7, TNFSF9 e -10, além de se ligar de forma moderada com outros alvos da via do
NF-kB e da MAPK. Dentre os alvos indicados, analisamos apenas a concentracao plasmatica
de IL-10, que ndo apresentou alteracdo apds a ingestdo da bebida, sugerindo que a
diminuicdo da expressdao de let-7f-5p ndo afetou a expressdo de IL-10. Por outro lado, a
reducdo da expressao de let-7f-5p em células dependentes de insulina pode ser benéfica em
DM2, por favorecer a sinalizagao intracelular de insulina, uma vez que o let-7f tem como
alvos: receptor de insulina (INSR); receptor do fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF1R); IRS-2; proteina 1 de interacdo da fosfatidilinositol 3 quinase (PIK3IP1); e proteina
quinase B/Akt 2 (Akt2) (ZHU HAO et al., 2011).

A expressdo dos clusters de let-7 foi identificada como importante fator no controle
da expressao de IL-6. Os let-7adf participam de mecanismos relacionados a secre¢do de IL-6
por macrofagos ativados com LPS e TNF-a, por meio da regulacao negativa da metilcitosina
dioxigenase 2 (Tet2), uma enzima nuclear responsdvel por diminuir a metilacdo do DNA. Por
outro lado, a inibicdo da expressdo de let-7 aumentou a expressdo de Tet2 e diminuiu a
expressao génica e o conteldo de IL-6 em macréfagos. Todavia, é desconhecido como essa
alteracdo na metilacdo pode controlar a expressdo de IL-6 (JIANG et al., 2019). Nesse
sentido, aventa-se que a vitamina C pode colaborar com o controle da expressdo de IL-6,

uma vez que esse micronutriente foi associado a inducdo da atividade de Tet2 (LINDSEY et
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al., 2019). Nesse sentido, a vitamina C e a diminuicdo da expressao de let-7f podem exercer
um efeito anti-inflamatdrio, ainda que nao tenha sido observada alteragdo na concentragao
plasmadtica de IL-6, que, ao longo do nosso protocolo experimental, se manteve abaixo do
valor encontrado em individuos com sobrepeso, nos quais a concentragdo plasmatica de IL-6

foi em média 80 pg/mL (EL-MIKKAWY et al., 2020).

A familia do let-7 também esta relacionada ao controle da via do NF-kB. O aumento
da expressao de let-7f foi relacionado ao aumento da ativa¢do da via de sinalizagdo do NF-
KB, com maior translocacdo do p65 para o nucleo celular (KUMAR et al., 2015). Além disso,
Zhou et al. (2019) demonstraram que o let-7g se liga a regido 3’UTR do homeobox Bl
(HOXB1), um regulador transcricional envolvido com a atenuacdo da expressdo de p50 e
p65. Os pesquisadores mostraram que a inibicdo de let-7g aumentou o HOXB1 em nivel de
MRNA e de proteina, o que coincidiu com a diminuicdo da expressao de p50 e p65, também
em nivel de mRNA e de proteina. Entretanto, ndo foi determinado o mecanismo pelo qual o

HOXB1 pode inibir a expressdo dessas subunidades de NF-KB.

Em nosso estudo, verificamos reducdo do conteddo proteico de p65 associada a
ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro. A analise in silico no software IPA indicou que o
HOXB1 é alvo altamente predito de let-7f-5p e 130b-3p. Esses resultados indicam que a
ingestdo do suco de laranja foi capaz de modular a expressdao de miRNA responsaveis por
controlar indiretamente a expressdao de p50 e p65. Isso pode justificar, em parte, a
diminuicdo do conteldo proteico de p65, uma vez que a expressao de let-7f foi reduzida,
sugerindo maior expressao do HOXB1 e, consequentemente, menor expressao de p65. Por
outro lado, em nosso estudo, ndo verificamos reducdo dos niveis de mRNA do p65,
indicando apenas um controle pés-transcricional no nivel dessa proteina. Sirotkin et al.
(2015) mostraram que os principais inibidores pés-transcricionais da expressdao do p65 sao
miR-1, miR-27a e miR-150. Em nosso estudo, apenas o miR-27a foi analisado em todas as
amostras, mas ndo apresentou aumento significativo da expressao (fold-change 1,22 e p =
0,09) apds a ingestdo do suco de laranja. Desse modo, é desconhecido o mecanismo pelo
qual a ingestdo regular do suco de laranja sanguinea Moro reduziu o conteldo intracelular

de p65 em PBMC.

O miR-126-3p também apresentou menor expressdo em PBMC ao final do protocolo

experimental. A analise in silico no software IPA indicou que o miR-126 tem como alvo
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experimentalmente validado apenas a VCAM-1 e como alvo altamente predito o membro
10b da superfamilia de receptores do TNF (TNFRSF10B), um receptor que contém um
dominio de morte intracelular e esta relacionado a ativacdo da apoptose (NAIR et al., 2014).
Em nossas andlises, a concentragao plasmatica de VCAM-1 ndo apresentou alteragdo apds a
ingestdo da bebida, sugerindo que a diminuicdo da expressdao de miR-126-3p pode nao ter
afetado a expressao de VCAM-1. Por outro lado, YU et al. (2018) mostraram que a inibicao
do miR-126, em condrdcitos, reduziu a inflamacdo induzida por IL-1p e aumentou o
conteudo proteico do regulador de apoptose Bcl-2 (Bcl-2), por meio da inativagdo das vias de
sinalizacdo p38 e JNK, com consequente diminuicdo do conteudo de IL-6, IL-8 e TNF-a. Além
disso, a reducdo da expressdao de miR-126 em células dependentes de insulina pode ser
benéfica em DM2, por favorecer a sinalizagdo intracelular de insulina, uma vez que o miR-

126 tem como alvo IRS-1 (FANG et al., 2017) e IRS-2 (TAO et al., 2016).

Tendo em vista os aspectos observados, entende-se que a modulacdo dos miRNA
supramencionados pode atenuar a resposta inflamatéria por meio do controle pods-
transcricional de proteinas da via de sinalizacdo do NF-kB e da MAPK e, indiretamente, por
meio do controle de fatores de transcricdo e enzimas que podem controlar a expressao e a
atividade de componentes especificos dessa via de sinalizacdo. Embora ndo tenha sido
observada alteracdo na concentracdao plasmatica dos biomarcadores inflamatdrios
analisados, os resultados supramencionados sugerem que as alteracGes observadas em nivel
molecular podem fazer parte dos efeitos iniciais sobre o controle da via de sinalizacao do NF-

KB e MAPK, proporcionados pela ingestdo regular do suco de laranja sanguinea Moro.

Novos estudos sdo necessarios para elucidar se um periodo maior de suplementacdo
pode influenciar positivamente os efeitos moleculares observados em PBMC. Além disso,
embora tenhamos verificado que a ingestao da bebida tenha diminuido o conteludo de p65,
sdo necessarios estudos que identifiquem os mecanismos moleculares responsaveis por essa
modulacdo. Seguramente, isso reforcard o uso da laranja sanguinea Moro em terapias
nutricionais e até mesmo na padronizacdo de extratos e formula¢cbes farmacéuticas, que
poderdo auxiliar na reducdo do risco e tratamento de DCNT. Portanto, embora o estudo
tenha gerado novas perguntas a serem investigadas, é seguro afirmar que, ndo havendo
contraindicacbes, a ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro pode ser associada a

promoc¢ao da saude.



91

6 CONCLUSAO

A ingestdo do suco de laranja sanguinea Moro modula a expressdo de miRNA
envolvidos na regulacdo da resposta inflamatéria em PBMC e no plasma e diminui o
conteudo proteico da subunidade p65 do NF-kB em PBMC, sem alterar a ingestdo caldrica,

os parametros antropométricos e os biomarcadores metabdlicos avaliados.
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ANEXOS

ANEXO 1

Cartaz de divulgagao para recrutamento de voluntarias

RECRUTAM-SE

VOLUNTARIAS

para pesquisa cientifica sobre
Inflamacgao e ingestao de Sucos
de Uva e de Laranja

Requisitos:
s v/ SUCOS FORNECIDOS
@ Sexo feminino (18 a 40 anos) GRATUITAMENTE;
a v ENTREGA DE SUCOS
@ Nao fumante EM DOMICILIO;
_@ Néo ser vegetariana e pE sl cuglbas
N3o ter nenhum problema LABORATORIAIS. 7

de saude

indice de Massa Corporal o ey T
nteressadas ralar com
© (25,0929 g/t - sorepes)

69382117.6.0000.5421/69382217.9.0000.5421)

@ G E N U I N @ FORC Prof. Dr. Marcelo Macedo Rogero - Comité de Etica (CAAE

FACULDADE DE SAUDE PUBLICA - USP Cent
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ANEXO 2

Questionario para a caracterizacdo e a confirmag¢ao da adequacao das interessadas

@& GENUIN

Laboratdrio de Gendmica Mutricional & Inflamacio

[CYH

109

CADASTRO
Nome completo:
E-mail:
Telefones:
Enderego: Bairro: Cidade: CEP:
Ocupacao/Periodo:
Horédrios em casa:
Conhecimento do estudo:
DADOS

Data de nascimento: | /| | Idade: |
Vegetariano? | Sim | | Nao | |
Atleta? lsim | Ingo | |
Pratica exercicio fisico?* Sim | | Nao | |
Quai(s)?
Frequéncia?
*NGo pode ter praticado exercicio fisico 48 horas ontes da realizogso do estudo!
Fuma? Sim Mao
Ex-fumante? (min. 5 anos) Sim Nao
Ingere bebida alcdolica? Sim [ | Nao [ |

Quanto?

Frequéncia?
Ingere com frequéncia suco natural | Sim [ |Nﬁu [ |
de uva? Quanto?

Frequéncia?
Ingere com frequéncia suco natural | Sim [ |N§g. [ |
de laranja? Quanto?

Frequéncia?

Universidade de 530 Paulo - Faculdade de Saude Publica
Av. Dr. arnaldo, 715 / Cergueira César / Tel: (11) 3061-7850



Problemas de salde: Recentemente, teve algum problema de sadde?
HAS Sim Qual?
Diabetes mellitus Nao Ha quanto tempo?

Colesterol alto

LDL elevado Fer alguma cirurgia ha pouco tempo?
TG elevado Sim Qual?
Gastrite MNao Ha quanto tempo?

Problema Gastrointestinal Crénico

Outros (Quais?)

Medicacdo/Suplemento? Sim Quais?
LE
Farer uso de medicacdo prescrita Sim Quais?
para controlar inflamacao? N3o
Gravidez? |Sim | | Mo | |
Data da ultima menstruacdo:
Anticoncepcional ? |5im | [ N3o I I I I

DADOS ANTROPOMETRICOS

Peso (Kg)
Estatura {m) Classificagdo
IMC [kg/m?) Inclusa = entre 25 0 29,9 kg/m*
Circunferéncia da cintura (cm)

Circunferéncia do quadril {cm}

Pressao Arterial (mmHg) Medida 1 Medida 2 Medida 3 Média

Classificagdo:

CUMPRE CRITERIOS DE INCLUSAD BT

| Mao Motivo(s):

oarapamrervencio

DATAS E ENTREGA
12 Coleta de Sangue: 1Entrega: __ f [ Horério:
22 Coleta de Sangue: 2Entrega: __ f [/ Hordrio:
32 Coleta de Sangue:
Endere¢o Entregas: Bairro:
Cidade: CEP: Responsavel: Tel.:

Universidade de 3o Paulo - Faculdade de Saude Publica
Av. Dr. arnaldo, 715 / Cergueira César / Tel: [11) 3061-7850
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: Efeito crénico do suco de laranja sanguinea sobre o perfil de microRNA e resposta
inflamatdria em mulheres com sobrepeso.

INTRODUCAO

Estudos cientificos sugerem que o excesso de gordura corporal pode ocasionar um
estado cronico inflamatério, podendo alterar o perfil lipidico e a concentracdo sanguinea de
alguns marcadores inflamatdrios. Sabe-se hoje, que a inflamacdo é um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento do diabete e das doencgas cardiovasculares. A proposta
deste estudo é avaliar se o suco de laranja sanguinea tem a capacidade de atenuar a
resposta inflamatdria gerada pelo excesso de gordura corporal.

COMO E 0 ESTUDO?

O participante do estudo consumird, no periodo de 4 semanas, 500 mL por dia de
suco de laranja sanguinea. A quantidade total de garrafas do suco a serem consumidas
durante todo o periodo de intervengao serd fornecida aos participantes pelos pesquisadores
apds a assinatura deste termo. A entrega em domicilio sera totalmente custeada pela
pesquisa. Durante o estudo, havera trés coletas de sangue sendo a primeira antes da
intervencdo e as demais apds 2 e 4 semanas do consumo do suco de laranja sanguinea. O
volume de sangue coletado em cada momento sera de 30 mL, o qual serd utilizado para
avaliar a concentracdao de glicose, insulina, perfil lipidico, leptina, adiponectina,
lipopolissacarideos (LPS) e seus ligantes LBP e sCD14, e biomarcadores inflamatérios, bem
como avaliar, de microRNA e proteinas envolvidos na inflamagao.

OUTRAS INFORMACOES

O participante ndo terd nenhum custo por participar da pesquisa.

O Unico risco durante a participacdo deste estudo é a dor da picada da agulha para
coleta do sangue. Esta picada sera realizada uma Unica vez em cada momento. Caso o
senhor tenha algum problema em decorréncia da coleta do sangue, os enfermeiros e
técnicos do Centro de Saude Escola Geraldo de Paula de Souza estardo a disposicdo para
ajuda-lo no que for preciso. Sua participacdo é totalmente voluntaria, podendo desistir e
retirar seu consentimento a qualquer momento durante o decorrer da pesquisa.

Seus dados sdo secretos e sigilosos de acordo com as normas brasileiras. Os
resultados desta pesquisa poderdo ser publicados em revistas cientificas, mas a sua
identidade serd preservada.

A qualquer momento o participante podera esclarecer duvidas por meio dos seguintes
contatos:

Prof. Dr. Marcelo Macedo Rogero — Investigador Principal: fone (11-3061-7850);

Vinicius Cooper Capetini - aluno de doutorado da Faculdade de Saude Publica da USP: fone
(11-3061-7850);
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v Vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Saude Publica da USP (11-30617779) que fica na Av. Dr. Arnaldo, 715 - Sdo Paulo - SP - Brasil
- CEP - 01246-904. O Horario de funcionamento do Comité de Etica da Faculdade de Saude
Publicada USP é das8 has 12 h.

O Comité de Etica em Pesquisa é um comité interdisciplinar, constituido por
profissionais de ambos os sexos, além de pelo menos um representante da comunidade.
Este comité tem como objetivo proteger o bem-estar de individuos que participam de
pesquisas cientificas, bem como orientar e regulamentar pesquisas e atividades prdaticas que
envolvam intervengdes com seres humanos, de modo a garantir e resguardar a integridade e
os direitos dos sujeitos da pesquisa.

COMO PARTICIPAR?

A participacdo neste estudo é inteiramente voluntdria. Para isso o participante deve
assinar esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, bem como o responsavel por este
estudo. As assinaturas devem ser realizadas em duas cépias. Uma fica com o participante e a
outra fica com o responsavel pela pesquisa.

Declaro que li o termo de consentimento livre e esclarecido para esse estudo e aceito
participar voluntariamente desse estudo. Ainda, declaro que recebi todos os
esclarecimentos necessdrios para compreender o estudo e tive tempo suficiente para decidir
minha participa¢ao no estudo.

Nome Completo do Participante:

Assinatura do Participante:

Data: / /

Investigador:

Assinatura do Investigador:

Data: / /




ANEXO 4

Cronograma das coletas e instrugdes entregue as voluntdrias

PN 7z e ™
-9 GENUIN Calendario do Projeto
Y A Entrevista para inclusdo no estudo
N3ao ingerir bebida alcodlica 7 dias antes da colheita de sangue
Cuidados

Pré-colheita de Sangue

N3ao praticar atividade fisica 48 horas antes da colheita de sangue

Jejum alimentar por 12 horas antes da colheita de sangue

S A

Local: Centro de Saude
Escola Geraldo de Paula
Souza (CSEGPS) —

12 Colheita de sangue
Entrega de Fezes

Aplicagao de questionario sobre o consumo alimentar

Faculdade de Saude Avaliagdo Antropométrica
Publica ——
" Entrega de 2 litros de Suco
Y A Entrega de 7 litros de suco pelo motoboy para ingestao de 14 dias
N3do ingerir bebida alcodlica 7 dias antes da colheita de sangue
Cuidados

Pré-colheita de Sangue

Nao praticar atividade fisica 48 horas antes da colheita de sangue

Jejum alimentar por 12 horas antes da colheita de sangue

S A —

Local: Centro de Satde
Escola Geraldo de Paula
Souza (CSEGPS) —

22 Colheita de sangue
Entrega de Fezes

Aplicacao de questionario sobre o consumo alimentar

Faculdade de Satide Avaliagdo Antropométrica
Publica
'~ Entrega de 2 litros de Suco
Y A Entrega de 7 litros de suco pelo motoboy para ingestdo de 14 dias
N3do ingerir bebida alcodlica 7 dias antes da colheita de sangue
Cuidados

Pré-colheita de Sangue

N3do praticar atividade fisica 48 horas antes da colheita de sangue

Jejum alimentar por 12 horas antes da colheita de sangue

S

Local: Centro de Satde
Escola Geraldo de Paula
Souza (CSEGPS) —
Faculdade de Satde
Publica

32 Colheita de sangue
Entrega de Fezes
Aplicagao de questionario sobre o consumo alimentar

Avaliagao Antropométrica

2. DOV s o O
Observagdo: Duvidas entrar em contato com Bruna (11) 955599891 ou Vinicius (11) 942871072 @@ FORC

Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Satide Publica

Centro de Pasquis

Av. Dr. Arnaldo, 715 / Cerqueira César / Tel: (11) 3061-7850

113



ANEXO 5

Recordatdrio alimentar de 24 horas

Nome: Data: 7 [ Coleta: 1 2° ¥
Horario - . Medidas Medidas
Local Drescrigdo do Alimento casairas = /ml Ohs.:
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ANEXO 6

Valores de referéncia das analises bioquimicas — Hospital Universitario da USP

ANALISE VALOR DE REFERENCIA
Amilase 28 a 100 U/L

ALT Até 33 U/L - mulheres

AST Até 32 U/L - mulheres

Calcio 8,6 a 10 mg/dL- 18 a 59 anos

Colesterol total

LDL colesterol

Colesterol ndo HDL

HDL colesterol
GGT
Magnésio
Triacilglicerol
Ureia
Creatinina
Sédio
Potassio
Cloreto

Proteina C reativa

Proteina C reativa

D-dimero
Fibrinogénio

Hemoglobia

Glicemia

Adiponectina

Leptina

Desejavel: < 190 mg/dL - 20 a 150 anos

Categoria de risco: Baixo < 130 mg/dL

(20 a 150 anos) Intermediério < 100 mg/dL
Alto < 70 mg/dL
Muito alto < 50 mg/dL

Categoria de risco: Baixo < 160 mg/dL

(20 a 150 anos) Intermediario < 130 mg/dL
Alto < 100 mg/dL
Muito alto < 80 mg/dL

Desejavel: > 40 mg/dL— 20 a 150 anos

5a 36 U/L— mulheres

1,7 a 2,2 mg/dL (13 a 20 anos)
1,6 a 2,6 mg/dL (21 a 59 anos)

Desejavel: < 150 mg/dL — 20 a 150 anos

17 a 49 mg/dL

0,5 a 0,9 mg/dL — mulheres acima de 15 anos
136 a 145 mEq/L

3,5a5,1 mEg/L

98 a 107 mEq/L

< 8 mg/dL — Inflamacgdo

Risco cardiaco: Baixo < 1,0 mg/dL
Médio 1,0 a 3,0 mg/dL
Alto > 3,0 mg/dL

<500 ng/mL
200 a 393 mg/dL

12,0 a 16,0 g/dL

Normal < 99 mg/dL;

Alterada: 100 a 125 mg/dL;
Hipoglicemia: < 70 mg/dL.
Diabetes: > 126 mg/dL;

5a 28 ug/mL—IMC 25 a 29,9 kg/m’

3,70 A 11,10 ng/mL — mulheres
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miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Custom Pick and Mix Panel Plasma — Exiqon

miRNA

Sequéncia Genética

miRNA

Sequéncia Genética

hsa-miR-652-3p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-221-3p
hsa-let-7f-5p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-374b-5p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-200a-3p
hsa-miR-484
hsa-miR-106a-5p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-185-5p
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-324-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-miR-139-5p
hsa-miR-375
hsa-miR-451a
hsa-let-7a-5p
hsa-miR-128
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-485-3p
hsa-let-7b-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-33a-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-miR-152
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-197-3p
hsa-miR-99b-5p
hsa-miR-30e-5p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-107
hsa-miR-148b-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-186-5p

AAUGGCGCCACUAGGGUUGUG
AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG
CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU
AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA
UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
CGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUGU
UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU
UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA
AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA
GUCAUACACGGCUcCUcCcucucu
CUAUACAACCUACUGCCuUCCC
CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA
GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
UCAGUGCAUGACAGAACUUGG
UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
UUCACCACCUUCUCCACCCAGC
CACCCGUAGAACCGACCUUGCG
UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU
UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU

hsa-let-7i-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-320b
hsa-miR-590-5p
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-99a-5p
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-151a-5p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-423-5p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-365a-3p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-215
hsa-miR-320a
hsa-miR-338-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-331-3p
hsa-miR-142-3p
hsa-let-7d-3p
hsa-miR-605
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-144-3p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-148a-3p
hsa-miR-10b-5p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-192-5p
hsa-miR-18b-5p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-204-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-502-3p
hsa-miR-339-3p
hsa-miR-409-3p

UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCAA
GAGCUUAUUCAUAAAAGUGCAG
CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC
UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU
UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
UGAGGGGCAGAGAGCGAGACUUU
UACAGUACUGUGAUAACUGAA
UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUAU
AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
AUGACCUAUGAAUUGACAGAC
AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA
UCCAGCAUCAGUGAUUUUGUUG
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
GCCCCUGGGCCUAUCCUAGAA
UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
CUAUACGACCUGCuUGCccuuucu
UAAAUCCCAUGGUGCcCuucuccu
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
UACAGUAUAGAUGAUGUACU
UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
UCAGUGCACUACAGAACUUUGU
UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAG
UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU
UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
AAUGCACCUGGGCAAGGAUUCA
UGAGCGCCUCGACGACAGAGCCG
GAAUGUUGCUCGGUGAACCCCU
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miRNA

Sequéncia Genética

miRNA

Sequéncia Genética

hsa-miR-154-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-92b-3p
hsa-miR-505-3p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-1
hsa-miR-382-5p
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-133b
hsa-let-7d-5p
hsa-miR-133a
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-328
hsa-miR-532-3p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-532-5p
hsa-miR-194-5p
hsa-miR-660-5p
hsa-miR-574-3p
hsa-miR-551b-3p
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-28-5p
hsa-miR-497-5p
hsa-miR-425-3p
hsa-miR-132-3p
hsa-let-7c
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-136-5p
hsa-let-7i-3p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-15b-3p
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-296-5p
hsa-miR-326
hsa-miR-421
hsa-miR-223-5p
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-205-5p
hsa-miR-339-5p
hsa-miR-500a-5p

UAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCG
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
UACCACAGGGUAGAACCACGG
UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCC
CGUCAACACUUGCUGGUUUCCU
AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG
UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
GAAGUUGUUCGUGGUGGAUUCG
UAUUGCACAUUACUAAGUUGCA
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
CUGGCCCucucuaGccecuuccau
CCUCCCACACCCAAGGCUUGCA
UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
CAUGCCUUGAGUGUAGGACCGU
UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA
UACCCAUUGCAUAUCGGAGUUG
CACGCUCAUGCACACACCCACA
GCGACCCAUACUUGGUUUCAG
CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
AAGGAGCUCACAGUCUAUUGAG
CAGCAGCACACUGUGGUUUGU
AUCGGGAAUGUCGUGUCCGCCC
UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
ACUCCAUUUGUUUUGAUGAUGGA
CUGCGCAAGCUACUGCCUUGCU
UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
CGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUA
CAUAAAGUAGAAAGCACUACU
AGGGCCCCCCCUCAAUCCUGU
CCUCUGGGCCCUUCCUCCAG
AUCAACAGACAUUAAUUGGGCGC
CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU
UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU
UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG
UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG
UAAUCCUUGCUACCUGGGUGAGA

hsa-miR-378a-3p
hsa-miR-425-5p
hsa-miR-346
hsa-miR-193b-3p
hsa-miR-885-5p
hsa-miR-127-3p
hsa-miR-208a
hsa-miR-16-2-3p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-130b-3p
hsa-miR-20a-3p
hsa-miR-629-5p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-501-3p
hsa-miR-423-3p
hsa-miR-376a-3p
hsa-miR-22-5p
hsa-miR-2110
hsa-miR-361-3p
hsa-miR-93-3p
hsa-miR-144-5p
hsa-miR-210
hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-766-3p
hsa-miR-584-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-363-3p
hsa-miR-374a-5p
hsa-miR-190a
hsa-miR-29a-5p
hsa-miR-18a-3p
hsa-miR-151a-3p
hsa-miR-28-3p
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-182-5p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-106b-3p
hsa-miR-29¢-3p
hsa-miR-95
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-30e-3p
hsa-miR-543

hsa-miR-29b-2-5p

hsa-miR-495-3p

ACUGGACUUGGAGUCAGAAGG
AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA
UGUCUGCCCGCAUGCCUGCCUCU
AACUGGCCCUCAAAGUCCCGCU
UCCAUUACACUACCCUGCcUcU
UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU
AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU
CCAAUAUUACUGUGCUGCUUUA
CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU
ACUGCAUUAUGAGCACUUAAAG
UGGGUUUACGUUGGGAGAACU
UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
AAUGCACCCGGGCAAGGAUUCU
AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU
AUCAUAGAGGAAAAUCCACGU
AGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUA
UUGGGGAAACGGCCGCUGAGUG
UCCCCCAGGUGUGAUUCUGAUUU
ACUGCUGAGCUAGCACUUCCCG
GGAUAUCAUCAUAUACUGUAAG
CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA
CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC
ACUCCAGCCCCACAGCCUCAGC
UUAUGGUUUGCCUGGGACUGAG
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
AAUUGCACGGUAUCCAUCUGUA
UUAUAAUACAACCUGAUAAGUG
UGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGU
ACUGAUUUCUUUUGGUGUUCAG
ACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGG
CUAGACUGAAGCUCCUUGAGG
CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA
ACUGCCCCAGGUGCUGCUGG
UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU
UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
CCGCACUGUGGGUACUUGCUGC
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
UUCAACGGGUAUUUAUUGAGCA
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC
AAACAUUCGCGGUGCACUUCUU
CUGGUUUCACAUGGUGGCUUAG
AAACAAACAUGGUGCACUUCUU
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miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Custom Pick and Mix Panel PBMC — Exigon

miRNA

Sequéncia Genética

miRNA

Sequéncia Genética

hsa-let-7a-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-let-7¢-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-100-5p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-107
hsa-miR-10b-5p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-124-3p
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-128-3p
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-130b-3p
hsa-miR-1324
hsa-miR-133a-3p
hsa-miR-133b
hsa-miR-1-3p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-144-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-149-5p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-181c-5p
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-182-5p
hsa-miR-182-5p

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG
UACAGUACUGUGAUAACUGAA
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA
UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU
CCAGACAGAAUUCUAUGCACUUUC
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
UACAGUAUAGAUGAUGUACU
GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
UCUGGCUCCGUGUCUUCAcCUCCC
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU
AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU
AACAUUCAUUGUUGUCGGUGGGU
UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU
UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU

hsa-miR-183-5p
hsa-miR-185-5p
hsa-miR-186-5p
hsa-miR-18b-5p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-202-3p
hsa-miR-206
hsa-miR-208a-3p
hsa-miR-208b-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-210-3p
hsa-miR-211-5p
hsa-miR-214-3p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-224-5p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-29¢c-3p
hsa-miR-300
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-301b-3p
hsa-miR-302a-3p
hsa-miR-302b-3p
hsa-miR-302c-3p
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-30d-5p

UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA
CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU
UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAG
UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
AGAGGUAUAGGGCAUGGGAA
UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU
AUAAGACGAACAAAAGGUUUGU
UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA
UUCCCUUUGUCAUCCUUCGCCU
ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
CAAGUCACUAGUGGUUCCGUU
AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
UAUACAAGGGCAGACUCUCUCU
CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC
CAGUGCAAUGAUAUUGUCAAAGC
UAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGA
UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAG
UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG
UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
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miRNA Sequéncia Genética miRNA Sequéncia Genética
hsa-miR-30e-5p UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG hsa-miR-93-5p CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
hsa-miR-31-5p AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU hsa-miR-9-5p UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
hsa-miR-320a AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA hsa-miR-98-5p UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU

hsa-miR-328-3p
hsa-miR-340-5p
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-365a-3p
hsa-miR-372-3p
hsa-miR-373-3p
hsa-miR-374a-5p
hsa-miR-378a-3p
hsa-miR-381-3p
hsa-miR-410-3p
hsa-miR-423-3p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-449a
hsa-miR-449b-5p
hsa-miR-451a
hsa-miR-454-3p
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-494-3p
hsa-miR-497-5p
hsa-miR-499a-5p
hsa-miR-511-5p
hsa-miR-513b-5p
hsa-miR-519¢-3p
hsa-miR-519d-3p
hsa-miR-520d-3p
hsa-miR-520e
hsa-miR-524-5p
hsa-miR-543
hsa-miR-545-3p
hsa-miR-548c-3p
hsa-miR-548d-3p
hsa-miR-548e-3p
hsa-miR-590-5p
hsa-miR-607
hsa-miR-655-3p
hsa-miR-656-3p
hsa-miR-7-5p
hsa-miR-875-3p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-182-5p

CUGGCCCUcCucCuGCcccuuccau
UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU
UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUAU
AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU
GAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGU
UUAUAAUACAACCUGAUAAGUG
ACUGGACUUGGAGUCAGAAGGC
UAUACAAGGGCAAGCUCUCUGU
AAUAUAACACAGAUGGCCUGU
AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU
CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA
UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU
AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC
AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
UAGUGCAAUAUUGCUUAUAGGGU
UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG
UGAAACAUACACGGGAAACCUC
CAGCAGCACACUGUGGUUUGU
UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU
GUGUCUUUUGCUCUGCAGUCA
UUCACAAGGAGGUGUCAUUUAU
AAAGUGCAUCUUUUUAGAGGAU
CAAAGUGCCUCCCUUUAGAGUG
AAAGUGCUUCUCUUUGGUGGGU
AAAGUGCUUCCUUUUUGAGGG
CUACAAAGGGAAGCACUUUCUC
AAACAUUCGCGGUGCACUUCUU
UCAGCAAACAUUUAUUGUGUGC
CAAAAAUCUCAAUUACUUUUGC
CAAAAACCACAGUUUCUUUUGC
AAAAACUGAGACUACUUUUGCA
GAGCUUAUUCAUAAAAGUGCAG
GUUCAAAUCCAGAUCUAUAAC
AUAAUACAUGGUUAACCUCUUU
AAUAUUAUACAGUCAACCUCU
UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU
CCUGGAAACACUGAGGUUGUG
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU

hsa-miR-99a-5p

AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG




ANEXO 9

120

Fold-change da expressdo génica de todos os miRNA plasmaticos 4 semanas apds a
ingestdo didria de 500 mL do suco de laranja sanguinea Moro (n = 8).

miRNA Fold-change p valor miRNA Fold-change p valor

hsa-miR-148b-3p 2,68 0,003 hsa-miR-320b 0,83 0,286
hsa-miR-106b-5p 1,84 0,009 hsa-let-7d-3p 0,80 0,306
hsa-miR-125b-5p 0,52 0,014 hsa-miR-106a-5p 1,24 0,306
hsa-miR-144-3p 2,12 0,022 hsa-miR-122-5p 0,67 0,327
hsa-miR-30e-5p 1,63 0,024 hsa-miR-27b-3p 0,80 0,334
hsa-miR-15a-5p 1,74 0,031 hsa-miR-24-3p 0,82 0,347
hsa-miR-101-3p 1,52 0,046 hsa-miR-320a 0,84 0,354
hsa-miR-107 1,84 0,054 hsa-miR-18b-5p 1,25 0,354
hsa-miR-150-5p 0,63 0,059 hsa-miR-99b-5p 0,76 0,364
hsa-miR-451a 1,68 0,060 hsa-miR-126-5p 1,21 0,370
hsa-miR-425-5p 1,47 0,066 hsa-miR-29a-3p 1,22 0,383
hsa-miR-22-3p 1,56 0,066 hsa-miR-30d-5p 0,85 0,399
hsa-miR-342-3p 0,67 0,078 hsa-miR-19b-3p 1,19 0,434
hsa-miR-152-3p 0,59 0,083 hsa-miR-30b-5p 0,86 0,484
hsa-miR-19a-3p 1,45 0,087 hsa-miR-361-5p 0,87 0,506
hsa-let-7a-5p 0,73 0,089 hsa-miR-423-3p 1,24 0,512
hsa-miR-126-3p 0,71 0,095 hsa-let-7i-5p 1,13 0,514
hsa-miR-15b-3p 0,69 0,104 hsa-let-7c-5p 0,86 0,539
hsa-miR-25-3p 0,69 0,107 hsa-let-7d-5p 1,18 0,571
hsa-miR-26b-5p 1,37 0,108 hsa-miR-484 0,91 0,608
hsa-miR-23a-3p 0,71 0,120 hsa-miR-185-5p 1,09 0,656
hsa-miR-16-5p 0,69 0,124 hsa-miR-146a-5p 0,91 0,662
hsa-miR-23b-3p 0,72 0,132 hsa-miR-660-5p 0,90 0,663
hsa-miR-223-3p 0,73 0,145 hsa-miR-181a-5p 0,90 0,666
hsa-miR-30c-5p 0,77 0,149 hsa-miR-222-3p 1,08 0,685
hsa-miR-93-5p 1,33 0,152 hsa-miR-320d 1,09 0,695
hsa-miR-140-3p 0,74 0,154 hsa-miR-191-5p 0,92 0,714
hsa-miR-15b-5p 1,33 0,163 hsa-miR-197-3p 1,09 0,721
hsa-miR-103a-3p 1,46 0,164 hsa-miR-92a-3p 0,93 0,736
hsa-miR-142-3p 1,47 0,166 hsa-miR-423-5p 1,06 0,745
hsa-miR-151a-3p 0,69 0,186 hsa-miR-145-5p 0,94 0,758
hsa-miR-363-3p 1,40 0,186 hsa-miR-320c 0,95 0,775
hsa-let-7g-5p 1,30 0,195 hsa-miR-18a-5p 1,06 0,785
hsa-miR-125a-5p 0,74 0,227 hsa-miR-199a-3p 0,93 0,800
hsa-let-7b-5p 0,80 0,236 hsa-miR-27a-3p 1,06 0,812
UniSp3 IPC 0,76 0,238 hsa-miR-26a-5p 0,95 0,820
hsa-miR-20a-5p 1,25 0,249 hsa-miR-324-3p 1,04 0,841
hsa-miR-652-3p 1,36 0,252 hsa-let-7f-5p 0,96 0,861
hsa-miR-486-5p 0,76 0,269 hsa-miR-151a-5p 1,04 0,895
hsa-miR-192-5p 0,74 0,271 hsa-miR-21-5p 0,99 0,961
hsa-miR-221-3p 1,38 0,283
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Fold-change da expressao génica de todos os miRNA em PBMC 4 semanas apds a ingestao
diadria de 500 mL do suco de laranja sanguinea Moro (n = 8).

miRNA Fold-change p valor miRNA Fold-change p valor
hsa-miR-424-5p 1,76 0,0002 hsa-miR-125b-5p 0,91 0,458
hsa-miR-144-3p 1,72 0,003 hsa-miR-210-3p 1,11 0,462
hsa-miR-126-3p 0,61 0,004 hsa-miR-23b-3p 0,92 0,466
hsa-let-7f-5p 0,61 0,005 hsa-miR-30b-5p 0,93 0,484
hsa-miR-27a-3p 1,26 0,043 hsa-miR-107 0,92 0,489
hsa-let-7d-5p 1,20 0,046 hsa-miR-125a-5p 0,95 0,521
hsa-miR-130b-3p 1,26 0,048 hsa-let-7a-5p 0,95 0,547
hsa-miR-103a-3p 0,85 0,064 hsa-miR-30c-5p 0,96 0,573
hsa-miR-142-3p 1,21 0,072 hsa-miR-26a-5p 1,06 0,584
hsa-miR-29b-3p 1,16 0,074 hsa-miR-185-5p 0,94 0,591
hsa-miR-15a-5p 1,20 0,079 hsa-miR-186-5p 1,06 0,604
hsa-miR-128-3p 1,23 0,089 hsa-miR-328-3p 0,96 0,605
hsa-miR-20a-5p 1,16 0,097 hsa-miR-140-5p 1,06 0,621
hsa-miR-155-5p 1,15 0,112 hsa-miR-98-5p 0,93 0,625
hsa-miR-17-5p 1,27 0,114 hsa-miR-342-3p 0,96 0,631
hsa-miR-181a-5p 0,86 0,134 hsa-miR-143-3p 1,08 0,652
hsa-miR-301a-3p 1,25 0,150 hsa-let-7i-5p 0,96 0,677
hsa-miR-221-3p 0,84 0,169 hsa-miR-19a-3p 0,97 0,711
hsa-miR-29c-3p 1,14 0,175 hsa-miR-18b-5p 0,95 0,719
hsa-miR-145-5p 0,81 0,181 hsa-miR-374a-5p 1,06 0,748
hsa-miR-222-3p 0,87 0,191 hsa-let-7b-5p 0,97 0,748
hsa-miR-423-3p 1,10 0,201 hsa-miR-23a-3p 1,03 0,758
hsa-miR-365a-3p 1,18 0,204 hsa-miR-378a-3p 0,97 0,770
hsa-miR-340-5p 1,16 0,231 hsa-miR-27b-3p 0,96 0,794
hsa-miR-486-5p 0,80 0,245 hsa-miR-24-3p 1,02 0,800
hsa-miR-101-3p 1,13 0,251 hsa-let-7e-5p 1,03 0,823
hsa-miR-181b-5p 0,87 0,283 hsa-miR-22-3p 1,03 0,824
hsa-let-7g-5p 0,90 0,314 hsa-miR-30d-5p 0,98 0,832
hsa-miR-31-5p 1,10 0,322 hsa-miR-320a 0,98 0,840
hsa-miR-19b-3p 1,07 0,335 hsa-miR-16-5p 0,98 0,854
hsa-miR-106b-5p 1,09 0,337 hsa-miR-223-3p 1,03 0,865
hsa-miR-150-5p 0,93 0,367 hsa-miR-15b-5p 1,03 0,873
hsa-miR-130a-3p 0,83 0,374 hsa-miR-99a-5p 0,99 0,885
hsa-miR-30e-5p 0,91 0,401 hsa-miR-29a-3p 0,98 0,893
hsa-miR-199a-5p 0,87 0,411 hsa-miR-25-3p 1,01 0,928
hsa-miR-454-3p 1,11 0,418 hsa-miR-146a-5p 0,99 0,939
hsa-let-7c-5p 1,19 0,437 hsa-miR-93-5p 1,00 0,956
hsa-miR-92a-3p 0,94 0,451 hsa-miR-21-5p 1,00 0,969
hsa-miR-26b-5p 1,11 0,452 hsa-miR-451a 0,99 0,987
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