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RESUMO 

 
Diversos estudos apontam que o consumo de laranja, por ser fonte de compostos 

bioativos, pode exercer importante papel na redução do risco de doenças crônicas 

não transmissíveis. O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da ingestão de suco de 

laranja Moro e suco de laranja Pera sobre o perfil proteômico do fígado de 

camundongos submetidos ao modelo de resistência à insulina induzida por 

obesidade. Ambos os sucos foram extraídos de laranjas do mesmo lote e fornecidos 

pela Fundecitrus, Araraquara - SP. A hesperidina e a narirutina foram identificados 

como compostos majoritários em ambos os sucos e a presença predominante da 

antocianina cianidina 3-glicosídeo no suco de laranja Moro. Camundongos C57BL/6 

foram divididos em quatro grupos que, ao longo de 15 semanas, foram alimentados 

ad libitum com a dieta controle AIN 93-G ou dieta hiperlipídica e leite condensado. 

Concomitantemente, dois grupos receberam suco de laranja Moro ou Pera ad libitum, 

em substituição à água, no bebedouro. O ganho de peso, consumo de ração, água e 

sucos foram acompanhados durante todo o protocolo. O ipITT e o ipGTT foram 

realizados nas duas semanas que antecederam à eutanásia. A ração hiperlipídica 

somada ao leite condensado reduziu a sensibilidade à insulina e o suco de laranja 

Pera aumentou a sensibilidade a insulina e melhorou a tolerância à glicose, efeitos 

que não foram observados no suco de laranja Moro. Tanto o suco Pera e Moro 

reduziram o acúmulo de gordura hepática. No estudo proteômico do fígado, o suco de 

laranja Pera e Moro modularam down-regulated várias enzimas do metabolismo de 

carboidratos (via glicolítica e do piruvato) e do metabolismo de lipídeos, com redução 

da lipogênese de novo, reduzindo o acúmulo de gordura hepática.  Assim, o suco de 

laranja Pera e Moro apresentaram ação benéfica sobre a resistência à insulina 

induzida pela obesidade e distúrbios metabólicos associados.  

 

Palavras-chave: suco de laranja, obesidade, resistência à insulina, metabolismo de 

lipídeos, proteoma, tecido hepático.  



 

 

8 

SIQUEIRA, MSB. Impact of orange juices (Var. Pera and Moro) on the 

proteome of mice liver feed with high fat high carbohydrate diet . 71f. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, 

2022. 

 

ABSTRACT 

 
Orange juice is rich in bioctive compounds and their consumption has been 

associated with reduction of several chronical diseases. We investigated the potential 

for the orange juices, variety Pera (PO) and Moro (MO), to attenuate obesity 

associated metabolic disorders and the effect on the liver proteome. Three groups of 

mice (C57Bl/6) were fed with a high-fat diet and high carbohydrate (condensed milk) 

diet (HLLC) for 13 weeks. Concomitantly to the diets, two groups received Pera and 

Moro orange juices (HLLC-PO and HLLC-MO, respectively) in replacement of water. 

The flavonoids hesperitin and narirutin were the main flavanones in both juices. In 

addition, cyanidin 3-glucoside was the major anthocyanin in Moro orange juice, 

responsible for the purple color of the fruit. The consumption of high-fat and high 

carbohydrate diet promoted body weight gain, insulin intolerance and glucose, 

observed in ipITT and ipGTT, respectively, and insulin resistance.  Orange juice cv. 

Pera attenuated metabolic parameters such as glycemic response and insulin 

sensitivity. In hepatic tissue, both orange juices were able to reduce triglyceride 

accumulation. The proteomic analysis identified 1,506 proteins. In HLLC-PO group 48 

and 8 proteins were found down- and up-regulated, respectively. In HLLC-MO group 

80 and 4 proteins were found down- and up-regulated, respectively. The pathway 

analysis suggested stimulation of peroxisomal β -oxidation, and inhibition of de novo 

lipogenese (Acetil-CoA carboxylase e Fatty acid synthase down-regulation) and 

glycolysis and pyruvate pathyways in both orange juices treated groups. Our results 

indicate that both orange juices induced metabolic hepatic adjustment, mitigating the 

harmful effects of a high-fat and high-carbohydrate diet, improving the insulin 

resistance and lipid hepatic accumulation, with significant modification on hepatic 

proteome.  

 
Keywords: Orange juice, obesity, insulin resistance, lipid metabolism, proteome, 
liver tissue 
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1. INTRODUÇÃO  

A exposição à fatores de risco relacionados ao estilo de vida, como as dietas 

hipercalóricas, o cigarro, o álcool, a radiação, os poluentes e os agentes infecciosos 

induzem a um complexo processo de inflamação generalizada e subclínica, que 

quando persistente, pode causar alterações metabólicas e teciduais, com 

consequente aumento do risco de desenvolvimento de doenças crônicas não 

transmissíveis (DCNT), entre elas o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenças 

cardiovasculares, câncer e outras doenças com características inflamatórias.  

Os efeitos pró-inflamatórios da obesidade podem induzir a resistência à 

insulina, por alterar a via de sinalização deste hormônio, prejudicando suas ações 

anabólicas, caracterizando a intolerância à glicose e dislipidemia, fatores que em 

conjunto aumentam o risco do DM2. Diversos estudos têm sugerido que o consumo 

de compostos bioativos, tais como os flavonoides, podem diminuir o risco de DCNT 

por seus efeitos positivos em aumentar a sensibilidade à insulina dos tecidos 

periféricos, prevenir a dislipidemia e hipertensão arterial.  

Neste contexto a laranja, por ser fonte de flavonoides e outros compostos 

bioativos, se apresenta como um alimento com potencial na melhora nos fatores de 

risco associados as DCNT. Os principais compostos flavonoides da laranja são a 

hesperidina e a narirutina, pertencentes à classe das flavanonas, além da antocianina 

cianidina 3-O-glucosídeo que está presente nas laranjas sanguíneas, sendo estes 

compostos conhecidos por suas atividades anti-inflamatória e antioxidante. Em adição 

aos possíveis efeitos biológicos dos componentes da laranja, o Brasil é o principal 

produtor da fruta e sua aceitação é ampla pelos brasileiros, tanto no consumo in natura 

ou suco processado, o que torna interessante a investigação dos efeitos do seu 

consumo sobre as disfunções metabólicas associadas à obesidade, cujo aumento da 

prevalência está relacionado ao crescente número de casos de DCNT, bem como 

sobre o processo inflamatório e via de sinalização à insulina.  
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CITRUS SINENSIS  

 
A laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) é a fruta cítrica mais produzida no 

mundo, sendo possivelmente, o suco de fruta mais reconhecido e aceito pelos 

consumidores (FAO, 2014). Essa espécie abrange as variedades mais importantes, 

do ponto de vista econômico, e podem ser classificadas em três grupos conforme sua 

coloração: laranja clara ou branca, laranja sanguínea e a laranja falsa-sanguínea 

(BITTERS, 1961; XU et al., 2006). 

O cultivo de laranjas no Brasil, o maior produtor mundial da fruta e o principal 

exportador do suco processado, é predominantemente das cultivares de laranja clara, 

destacando-se as variedades Pera, Valência, Natal e Hamlin (FAO, 2014; NEVES, 

2010). Já a laranja sanguínea é típica da região da Sicília, Califórnia e Espanha, 

representando, na Itália, 70% da produção de laranja doce, cujos principais cultivares 

são a Tarocco, Moro e Sanguinello (GROSSO et al., 2013; RAPISARDA et al., 2003).  

As laranjas claras e as laranjas sanguíneas, além de serem ricas em vitamina 

C são fontes de compostos bioativos, como os carotenoides e os compostos fenólicos. 

Dentre os compostos fenólicos, se sobressaem os ácidos hidroxicinâmicos, que 

incluem os ácidos ρ-cumárico, ferúlico, sinápico e o cafeico, e os flavonoides, cuja a 

atividade antioxidante e anti-inflamatória vem sendo demonstradas em vários estudos 

(PROTEGGENTE et al., 2003; GROSSO et al., 2013; COELHO et al., 2013).  

No Brasil, estudo de consumo de fenólicos pela população mostrou que os 

ácidos hidroxicinâmicos são a principal classe de fenólicos consumidos (299 mg/dia), 

seguido pela classe de flavanonas (86,5 mg/dia), onde o suco de laranja é o principal 

contribuinte de flavanonas (CARNAUBA et al., 2020), o que configura um fator 

importante para impulsionar pesquisas sobre o impacto do consumo de diferentes 

variedades de laranja na redução do risco de desenvolvimento das DCNT. 

A subclasse majoritária dos flavonoides nas laranjas é representada pelas 

flavanonas, principalmente, a hesperidina (hesperitina-7-O-rutinosídeo) e a narirutina 

(naringenina-7-O-rutinosídeo) (Figura 1), que são compostos glicosilados a um 

dissacarídeo, no caso a rutinose, nas agliconas hesperitina e naringenina, 

respectivamente (KHAN et al.,2014; GIORDANO et al., 2012; PROTEGENTTE et al, 

2003; RAPISARDA et al., 2008). No organismo, as flavanonas glicosiladas não são 

hidrolisadas pelas glicosidases endógenas e alcançam o colón onde são hidrolisadas 

pelas  -ramnosidases e β-glicosidases bacterianas liberando as agliconas e 
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posteriomenete absovidas pelos colonócitos. Ainda no colonócito, e posteriormente 

no fígado, são metabolizados pelas enzimas de fase II onde sçao conjugados a ácido 

glicurônico e sulfatos. Ainda, as agliconas podem ser metabolizadas a ácidos fenólicos 

e também serem absorvidos.  Assim, principais compostos circulantes são conjugados 

glicuronidados ou sulfatados de naringenina e hesperitina e os ácidos fenólicos (3’-

hidroxifenilacetico, 4’-hidroxifenilacético, e 3(4-hidroxifenil) propiônico) (CORREA et 

al., 2019; NISHIOKA et al., 2021; FRAGA et al., 2021)). 

 

 

Figura 1.  Estruturas das agliconas naringenina e hesperitina e seus principais respectivos glicosídeos 
encontrados na laranja: narirutina e hesperidina.  

Fonte: Adaptado de KHAN et al. (2014). 

 

A laranja sanguínea também é caracterizada pela presença das antocianinas 

(Figura 2), uma subclasse de flavonoides que confere uma intensa cor violácea a essa 

fruta (TITTA et al., 2010). O principais compostos dessa subclasse presentes na 

laranja sanguínea são a cianidina 3-O-glucosídeo (C3G) e cianidina 3-(6´´malonil)-

glicosídeo que constituem mais de 75% do total de antocianinas, seguidas dos 

derivados glicosilados de delfinidina, peonidina e traços de petunidina 

(HILLERBRAND et al., 2004; LEE et al., 2002; PROTEGGENTE et al., 2003; 

KELEBEK et al., 2008). A cor e o sabor característicos das laranjas sanguíneas, 

somados aos seus possíveis efeitos biológicos, fazem com que estas apresentem 

grande potencial para uso comercial no mercado brasileiro, onde o nível de aceitação 

do suco de laranja clara já é alto (NEVES, 2010). 
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Figura 2. Estrururas das antocianinas encontradas no suco de laranja sanguínea. 

Cianidina 3,5-diglicosídeo (1), delfindina 3-glicosídeo (2), cianidina 3-soforosídeo (3), cianidina 3-
glicosídeo (4), delfinidina 3-(6”-malonil glicosídeo) (5), cianidina 3-(6”-malonil glicosídeo) (6), 
cianidina 3-(6”- dioxalil glicosídeo) (7) e peonidina 3-(6”-malonil glicosídeo) (8). 

Fonte: HILLEBRAND et al. (2004). 

 

RESISTÊNCIA À INSULINA INDUZIDA POR OBESIDADE  

A obesidade está associada a resistência insulínica, dislipidemia, redução da 

tolerância à glicose e hipertensão arterial, tais distúrbios metabólicos aumentam o 

risco de desenvolvimento das DCNT, como o DM2, contribuindo para as altas taxas 

de morbidade e mortalidade (REAVEN, 2010  

A resistência à insulina precede a manifestação do DM2 e é acompanhada por 

hiperinsulinemia compensatória, a qual quando prolongada resulta no início da 

disfunção das células β do pâncreas, prejudicando, assim, a homeostase da glicose, 

com consequente manifestação da hiperglicemia crônica, que determina a instalação 

do DM2 e as complicações associadas a ela (SRINIVASAN et al., 2005). A obesidade 

está intimamente relacionada com a diminuição das respostas dos tecidos periféricos 

à ação da insulina em concentrações fisiológicas, prejudicando, primariamente, a 

captação de glicose pelas células do tecido muscular e adiposo e a inibição da 

produção de glicose pelo fígado. Para compensar a resposta deficiente dos tecidos 

periféricos à insulina, observa-se a presença da hiperinsulinemia com o objetivo de 
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manter a tolerância à glicose dentro da normalidade (CHEN et al., 2013; KAHN; HULL; 

UTZSCHNEIDE, 2006).  

A insulina é fundamental na manutenção da normoglicemia por regular o 

metabolismo da glicose, bem como o metabolismo de lipídeos. No período pós-

prandial, a insulina, um hormônio polipeptídico endógeno, atua como regulador 

primário da homeostase da glicose no sangue, pois estimula a captação da glicose 

nos tecidos muscular e adiposo e inibe a sua produção pelo fígado, através da 

supressão da glicogenólise e gliconeogênese e do aumento da síntese de glicogênio 

hepático e muscular. Nos tecidos periféricos a insulina também estimula a lipogênese 

e inibe a lipólise, promovendo, desta forma, o armazenamento de lipídeos (RASK-

MADSEN; KAHN, 2012; SALTIEL & KAHN, 2001). 

As células  pertencentes às ilhotas de Langerhans são responsáveis pela 

síntese e liberação da insulina. A glicose é o principal substrato estimulador da 

secreção deste hormônio, cujo mecanismo é iniciado com a sua entrada na célula , 

através do transportador de glicose (GLUT) desta célula, o GLUT2 em humanos e o 

GLUT1 em roedores (DE VOS et al., 1995).  

Para promover os efeitos metabólicos nos tecidos muscular, hepático e 

adiposo, a insulina secretada pelas células  pancreáticas se liga a um receptor 

específico, localizado na membrana das células destes tecidos, denominado receptor 

de insulina (IR). Essa ligação ativa o IR e, consequentemente, inicia-se uma cascata 

de fosforilações/desfosforilações de proteínas que são responsáveis por diferentes 

efeitos metabólicos, como a captação de glicose (SALTIEL & KAHN, 2001). 

A partir da ligação da insulina ao IR, ocorre a fosforilação dos substratos do 

receptor de insulina (IRS) em resíduos de tirosina, formando sítios de ligação para 

proteínas com domínios com homologia Src 2 (SH2), como a enzima fosfatidilinositol 

3-quinase (PI3K) (Figura 3). A PI3K desencadeia fosforilações de diversas proteínas 

até a ativação da proteína quinase B (Akt /PKB), sendo esta via responsável pelo 

aumento da captação de glicose pelas células, por estimular a translocação das 

vesículas contendo o transportador de glicose 4 (GLUT 4) para a membrana celular 

no tecido muscular e adiposo (HOLMAN & KASUGA, 1997). A via PI3K/ Akt também 

estimula a síntese de glicogênio no tecido hepático e muscular e inibe a produção e 

liberação de glicose hepática (SALTIEL & KAHN, 2001). 
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O equilíbrio energético também envolve a regulação do metabolismo de 

lipídeos pela insulina. A glicose captada pelos hepatócitos é convertida em glicogênio 

e o excesso é direcionado para a glicólise, que fornecerá carbono para a síntese de 

ácidos graxos e triglicerídeos. A insulina aumenta a expressão de enzimas envolvidas 

na síntese de ácidos graxos por regular a transcrição e ativação do fator de transcrição 

denominado SREBP-1c (proteína 1c ligadora do elemento regulatório de esterol), o 

qual estimula a expressão de genes lipogênicos importantes (SHIMOMURA et al., 

2000).  

Um componente central para o acometimento da resistência à insulina é o 

estabelecimento de um estado inflamatório crônico de baixa intensidade. Hotamisligil 

et al. (1995) mostraram um aumento da expressão da citocina pró-inflamatória TNF–

α em tecido adiposo de indivíduos obesos e sua influência direta na resistência à 

insulina induzida pela obesidade. A obesidade está associada a expansão do tecido 

adiposo devido ao acúmulo de lipídeos nos adipócitos, que se tornam hipertrofiados 

e passam a produzir citocinas/ quimiocinas pró-inflamatórias, como a proteína 

quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) (SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007; KERN 

et al., 2001). A adipocina MCP-1 induz a infiltração de macrófagos no tecido adiposo, 

que secretam altas quantidades de mediadores pró-inflamatórios, como o TNF–α e as 

interleucina-6 e -1  (IL-6 e IL-1), permitindo que este recrutamento de macrófagos, 

fortemente relacionado com o grau de obesidade, esteja associado à inflamação 

sistêmica e resistência à insulina (ESSER et al., 2014; WEISBERG et al., 2003). TNF–

α e IL-6 ativam as cascatas pró-inflamatórias relacionadas à resistência à insulina, por 

estimular as vias de sinalização inflamatória IkB quinase- (IKK-)/fator de transcrição 

nuclear ҡB (NF- ҡB) e da via c-Jun aminoterminal quinase (JNK). (DONATH et al., 

2011; KANDA et al., 2006; LUCA & OLEFSKY, 2008; UYSAL et al., 1997). A ativação 

das proteínas IKK- e Jnk1 pode prejudicar a transdução do sinal da insulina por 

induzir a fosforilação das proteínas IRS em resíduos de serina, reduzindo as 

fosforilações em resíduos de tirosina e, promovendo, dessa forma, a resistência 

insulínica em diversos tecidos (Figura 3).  (HIROSUMI et al, 2001; CAI et al., 2005). 

As vias de sinalização do processo inflamatório NF- ҡB/ IKK- e JNK/PAI-1 

também são ativadas, através do receptor de membrana Toll-like 4 (TLR 4) estimulada 

tanto por lipopolissacarídeo (LPS), uma endotoxina liberada por bactérias gram-

negativas, como também pelos ácidos graxos livres (AGL), ambos presentes em 
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concentrações elevadas em obesos, resultando na expressão e secreção de 

citocinas/quimiocinas pró-inflamatórias, como TNF–α, IL-6 e MCP-1 (LUCA & 

OLEFSKY, 2008; SHI et al., 2006). 

 

Figura 3. Interferência direta das vias inflamatórias na sinalização da insulina.  
Fonte: LUCA & OLEFSKY (2008). 

 

A resistência à insulina uma vez instalada provoca uma redução da capacidade 

desse hormônio em suprimir a lipólise, liberando ácidos graxos que incitam a resposta 

inflamatória e aumenta os níveis de citocinas, o que agrava o quadro de resistência 

insulínica e, consequentemente, acelera a manifestação do DM2 (LI et al., 2006; 

HIRAI et al., 2010). Além disso, a hiperinsulinemia que acompanha a resistência 

insulínica aumenta o estímulo à lipogênese, que se mantem sensível à insulina, 

elevando o acúmulo lipídico no fígado, característica da doença hepática gordurosa 

não alcoólica (DHGNA) (MADSEN; KAHN, 2012). 

 

AÇÃO BIOLÓGICA DA LARANJA 

Diversos mecanismos estão relacionados as propriedades biológicas dos 

polifenóis na promoção à saúde, incluindo a modulação de enzimas do sistema 

antioxidante (Anhê et al. 2015; Diaz-Rubio et al., 2015), da via de sinalização 

inflamatória, regulação de genes do metabolismo lipídico, da lipogênese de novo, da 

oxidação de ácidos graxos, redução no acúmulo de triglicerídeo hepático (Shimoda et 
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al., 2009  ; Anhê et al., 2017; Song et al., 2016), controle da glicemia e melhora na 

sensibilidade a insulina e melhora da tolerância a glicose (Aranaz et al., 2019; Teixeira 

et al., 2021).   

A laranja doce, incluindo a laranja sanguínea, podem modular a resposta 

inflamatória por regular a via de sinalização do NF-ҡB, reduzindo a quantidade de 

citocinas inflamatórias, como IL-6 e TNF-α (BARRECA et al., 2014; BONINA et al., 

2002; BUSCEMI et al, 2012; CARDILE et al., 2010; KELEBEK et al., 2008; 

PROTEGGENTE et al., 2003). Por conseguinte, é possível que o consumo dessas 

frutas possa aumentar a sensibilidade insulínica, reduzindo a hiperinsulinemia e a 

dislipidemia associadas à resistência à insulina, e assim retardar ou evitar o 

desenvolvimento do DM2 (CHEN at al., 2013; LI et al., 2006). Em nosso grupo de 

pesquisa foi demonstrado que a ingestão concomitante de suco de laranja com uma 

dieta hiperlipídica, além do controle glicêmico (CHAVES et al., 2027), modulou a 

expressão de microRNAs plasmáticos associado a função celular de células β-

pancreática, como a miR-375 (QUINTANILHA et al., 2022), podendo ser um dos 

mecanismos de proteção dos bioativos do suco de laranja. 

A laranja pode modular a resposta inflamatória por outro mecanismo 

identificado por Ghanim et al. (2010) que avaliaram o efeito da ingestão de suco de 

laranja na inflamação pós-prandial, em indivíduos saudáveis, e observaram que o 

suco diminuiu a concentração da endotoxina LPS, além de suprimir a expressão do 

receptor TLR-4, receptor de membrana desta endotoxina. O LPS, assim como o TNF–

α, quando ligados a um receptor, ativam a resposta inflamatória do organismo, através 

do estímulo da via de sinalização do NF-κB, elevando, dessa forma, a quantidade de 

mediadores inflamatórios que estão relacionados com a instalação e progressão da 

resistência à insulina até culminar no DM2 (BASTOS; ROGERO; ARÊAS, 2009; 

PRASATH; SUNDARAM; SUBRAMANIAN, 2013).  

Estudo em nosso grupo de pesquisa também demonstrou que o suco de laranja 

(500 mL) modula o perfil proteômico de células de sangue periférico aumentando 

significativamente a expressão de diversas proteínas, principalmente a proteína 

promielocítica; e também reduzindo a expressão de proteínas da via de sinalização 

de citocinas inflamatórias (Chaves et al., 2017). A proteína promielocítica pode reduzir 

o processo inflamatório atenuando a ativação do sistema inflamassoma, que regula a 

ativação da pro-IL-1β e IL-18 (Maarifi et al., 2014). Ainda, estudo transcriptômico 

demonstrou que o suco de laranja, e especificamente a hesperitina, modulou 
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positivamente a expressão de diversos genes em células de sangue periférico 

envolvidos em processos de quimiotaxia, adesão, infiltração e de transporte de 

lipídeos (MILENKOVIC et al., 2011). 

O interesse pela laranja sanguínea é crescente por apresentar excelente 

qualidade sensorial e por desempenhar atividades biológicas in vitro e in vivo 

significativas, relacionadas ao alto conteúdo de fenólicos, incluindo as antocianinas. 

Resultados interessantes sobre o efeito anti-inflamatório da laranja sanguínea foram 

encontrados por Buscemi et al. (2012), nos quais, após a ingestão do suco por 

indivíduos com alto risco cardiovascular, houve uma redução nas concentrações dos 

marcadores proteína-C reativa, IL-6 e TNF-α, o que pode ter atenuado a sinalização 

da via de sinalização inflamatória com potenciais efeitos benéficos na progressão da 

aterosclerose. 

Vale destacar que a laranja sanguínea, diferentemente da laranja clara, 

caracteriza-se por conter altas concentrações de antocianinas, com o predomínio da 

C3G. Provavelmente esta é a antocianina mais conhecida e investigada, podendo ser 

encontrados estudos que demonstraram sua capacidade na regulação da via de 

sinalização da insulina, auxiliando, dessa forma, na prevenção e controle de doenças 

associadas à resistência insulínica (SCAZZOCCHIO et al., 2011; TITTA et al., 2010). 

Em concordância com esses relatos, a C3G foi relacionada à melhora do quadro de 

obesidade e de intolerância à glicose, em roedores, prevenindo o acometimento do 

DM2 (SALAMONE et al., 2012; TSUDA et al., 2008; TITTA et al., 2010). 

 Estudos com flavonoides de citrus, tais como a hesperitina, nobiletina e 

eridictiol, demonstram que estes podem reduzir o acúmulo de lipídeos em células 

HepG2, o qual foi associado a modulação da expressão de dos microRNA miR-122 e 

miR-33; supressão da síntese de ácidos graxos; e aumento da expressão da carnitina 

palmitoil transferase 1 (SU et al., 2019), enzima esta responsável pelo transporte de 

ácidos graxos de cadeia longa para a matriz mitocondrial; além de aumentar a 

expressão de enzimas chaves da β-oxidação (CHENG et al., 2019).   

 Em nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que o consumo de suco de 

laranja aumentou as acil carnitinas de cadeia curta plasmática, sugerindo um aumento 

da β-oxidação de ácidos graxos peroxisomal e mitocondrial (MOREIRA et al., 2018). 
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2.  OBJETIVO 

Tendo em vista que: 

(1) O consumo crônico de dietas hipercalóricas ricas em gordura e açúcares 

simples é um dos fatores determinantes na promoção da obesidade e demais 

disfunções metabólicas associadas a ela, que incluem resistência à insulina, 

intolerância à glicose, dislipidemia, hipertensão arterial e esteatose hepática;  

(2) O suco de laranja possui diversos compostos bioativos, atenção especial às 

flavanonas, com propriedades biológicas; 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ingestão de suco de laranja Moro 

e suco de laranja Pera sobre o perfil do proteoma de fígado em camundongos 

submetidos ao modelo de resistência à insulina induzida por obesidade. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 AMOSTRA 
 

Os sucos pasteurizados das laranjas (C. sinensis) sanguínea do cultivar Moro 

e clara do cultivar Pera foram fornecidos pelo Fundo de Defesa da Citricultura 

(Fundecitrus) situada em Araraquara, SP (Figura 4).  

Estas amostras foram armazenamento a -20 °C e depois descongeladas e 

centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos a uma temperatura de 4 °C para a 

caracterização e uso no ensaio biológico.  

 

 

 

Figura 4. Suco de laranja Pera (esquerda) e suco de laranja Moro (direita) fornecidos pela 
FUNDECITRUS, SP. 
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3.2 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS SUCOS DE LARANJA 
 

3.2.1 Preparo das Amostras 

Amostras de 10 ml de suco Pera e Moro foram centrifugadas a 4000 rpm por 

10 minutos e os sobrenadantes foram reservados para as análises de caracterização, 

que incluem quantificação de açúcares solúveis, ácidos orgânicos e de flavonoides. 

 

 

3.2.2 Identificação e Quantificação de Flavonoides  

 

3.2.2.1 Extração em fase sólida (SPE) 

As amostras centrifugadas foram eluídas em colunas de 1 g de Poliamida (CC 

6, Macherey-Nagel), preparada em seringa própria de 6 mL (HPLC Technology) e pré-

condicionadas com 20 ml de metanol seguida de 50 ml de água deionizada. Após a 

passagem das amostras, as colunas foram lavadas com água deionizada e a eluição 

dos flavonoides foi realizada com metanol (suco de laranja Pera) e metanol acidificado 

com HCl 0,3% (suco de laranja Moro). Os eluatos foram concentrados, através de 

rotaevaporação (Rotavapor, RE 120, Büchi, Flawil, Suíça) a vácuo a 40 °C, até a 

completa remoção dos solventes, para em seguida, serem ressuspendidos em 

metanol grau cromatográfico ou metanol acidificado (suco de laranja Moro) e então, 

filtrados em membranas de PVDF (0,45 µm) para análise por CLAE/DAD. 

 

3.2.2.2 Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector com arranjo 

de diodo (CLAE-DAD)  

A identificação e quantificação dos flavonoides foram realizadas por CLAE em 

cromatógrafo (Infinity 1260, Agilent Tchnologies) com injetor automático e equipado 

com detector de diodo (DAD). A coluna utilizada foi a Prodigy 5 µ ODS3 (250 x 4,60 

mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido) com fluxo de 1 mL/min, 25 °C, e a eluição foi 

realizada com gradiente de solventes constituído por A: ácido fórmico 0,5% em água 

e B: ácido fórmico 0,5% em acetonitrila. Para a identificação e quantificação de 

antocianinas o fluxo foi de 0,8 mL/min e a fase móvel foi estabelecida por A: 

água/ácido fórmico/acetonitrila (96:1:3, v/v/v) e B: água/ácido fórmico/acetonitrila 

(48:1:51, v/v/v). As corridas foram monitoradas nos comprimentos de onda de 270 nm 
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e 525 nm. Os picos foram identificados por comparação do tempo de retenção e 

similaridade dos espectros de absorção dos padrões comerciais, previamente 

inseridos nos métodos. A quantificação foi realizada a partir de curvas de calibração 

preparadas comos padrões de flavonoides narirutina, hesperidina, didimina (Sigma-

Aldrich) e cianidina 3-O-glucosídeo (Extrasynthese, Genay, France) e os resultados 

expressos em mg flavonoide/L de suco. 

 

3.2.3 Identificação e quantificação de ácidos orgânicos 

Os sobrenadantes do suco Pera e Moro foram filtrados em membrana 

Millipore® de 0,45 µm e diluídos uma vez com ácido metafosfórico para análise. As 

amostras foram analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência (Hewlett 

Packard Series 1100) utilizando coluna SUPELCOGEL C-610H (30 cm x 7.8 mm) e 

fase móvel em condição isocrática composta por por ácido fosfórico 0,1 % (w/v), com 

fluxo de 0,5 mL/minuto. A detecção foi realizada a 210 e 240 nm. A quantificação e 

identificação foram realizadas a partir das curvas de calibração dos ácidos ascórbico, 

cítrico e málico. Os resultados foram expressos em mg/100 mL suco. 

 

3.2.4 Quantificação de açúcares 

Os açúcares solúveis (glicose, frutose e sacarose) foram quantificados de 

acordo com a metodologia descrita por Cordenunsi, Shiga e Lajolo (2008). Os 

sobrenadantes do suco pera e moro foram filtrados em membrana Millipore® de 0,45 

µm e diluídos em água deionizada para a detecção dos açúcares por cromatografia 

de troca aniônica de alta eficiência – HPAEC (Dionex, DX500) com detecção 

amperométrica pulsada (PAD), utilizando-se uma coluna PA1 (Dionex). A fase móvel 

foi constituída de 100% de NaOH 20 mM com fluxo constante de 1,0 mL/min a 30 °C. 

A quantificação foi realizada a partir de curvas de calibração de glicose, frutose e 

sacarose e os resultados expressos em mg/mL de suco. 

 

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

3.3.1 Autorização Ética 

Todos os procedimentos realizados em animais descritos neste estudo foram 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Ciências 
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Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (CEUA/FCF/USP, protocolo número 

525), que segue as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 

 

3.3.2 Animais 

Camundongos machos C57Bl/6 (3 a 4 semanas de idade, 11,74  0,52 g), 

obtidos do Biotério da FCF-USP, foram mantidos em condições ambientais 

controladas, em salas com temperatura entre 23 a 25C, umidade relativa de 55 ± 

10% e ciclo de iluminação 12h claro/12 h escuro.  

 

3.3.3 Grupos experimentais 

Quarenta camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais 

contendo dez animais cada, e estes foram distribuídos em três gaiolas por grupo. Os 

animais foram alimentados com a dieta controle (carboidrato: 64% da composição 

energética, sendo 10 % sacarose), descrita pelo American Institute of Nutrition, AIN 

93-G (REEVES et al., 1993) ou com a dieta hiperlipídica (gordura: 45% das calorias 

da dieta)  e  leite condensado (carboidrato: 72% da composição energética, sendo 

55% sacarose) (Nestlé), cujo conteúdo de vitaminas e minerais foram corrigidos 

semanalmente com o mix correspondente da AIN  93-G. As composições das dietas 

estão descriminadas na Tabela 1.  

Concomitantemente, dois grupos experimentais da dieta hiperlipídica e leite 

condensado receberam suco de laranja Moro ou Pera em substituição à água. Os 

sucos foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 min e os sobrenadantes foram 

oferecidos aos camundongos. A ração, a água e os sucos de laranja foram ministrados 

ad libitum durante 15 semanas. Os camundongos que receberam ração hiperlipídica 

tiveram livre acesso ao leite condensado, que foi colocado em potes de vidro dentro 

das gaiolas. 

Os quatro grupos, portanto, consistem em: 

1) Grupo CON (dieta controle): camundongos alimentados com a dieta 

controle (CON) AIN 93-G e de administrado água; 

2) Grupo HLLC (dieta obesogênica): camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica (HL) e leite condensado (LC) e administrado de água; 
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3) Grupo HLLC + suco Pera: camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica (HL) e leite condensado (LC) e administrado de suco de 

laranja Pera (SP); 

4) Grupo HLLC + suco Moro: camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica (HL) e leite condensado (LC) e administrado de suco de 

laranja Moro (SM) 

 

Tabela 1. Composição da dieta controle (AIN-93G), da dieta hiperlipídica e do leite 
condensado 

Dieta 
AIN-93G 

(CON) 

HIPERLIPÍDICA 

(HL) 

LEITE 
CONDENSADO 

(LC) 

Macronutrientes % Kcal % Kcal % Kcal 

Proteína  20,5  20,2  9  

Carboidrato  63,6 10 (sacarose) 34,9 5 (sacarose) 72 55 (sacarose) 

Gordura  15,9  44,9 29,2 (banha 
de porco) 

19  

Ingredientes    
(em 100 g de dieta) 

(g) (g)  

Amido de milho 39,75 25,98  
Maltodextrina 13,20 8,63  
Sacarose 10,00 6,54  

Banha de porco 0,00 15,28  
Óleo de soja 7,00 8,23  

Caseína 20,00 23,52  
L-cisteína 0,30 0,35  
Celulose 5,00 5,88  
Mix de minerais  3,50 4,12  
Mix de vitaminas 1,00 1,18  
Bitartarato de 
colina 

0,25 0,30 
 

Energia 3,96 kcal/g 4,71 Kcal/g 3,13 Kcal/g 

 

 

Os camundongos eram pesados 3 vezes por semana. O peso das rações, do 

leite condensado, da água e dos sucos de laranja eram registrados a cada 2 dias, e 

em seguida, substituídos. O ganho de peso dos animais foi calculado pela diferença 

entre o peso final e inicial do experimento. O consumo das rações e leite condensado 

[alimento reposto (g) - alimento remanescente (g)], o consumo de água e sucos de 
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laranja Pera e Moro [líquido reposto (g) - líquido remanescente (g)] e a ingestão 

calórica [consumo de ração (g) x Kcal/g da CON ou HL] + [consumo de leite 

condensado (g) x Kcal/g de LC] + [ingestão de sucos de laranja (ml) x Kcal/ml de SP 

ou SM], foram calculados por semana para cada grupo experimental. Para o cálculo 

da eficiência alimentar, considerou-se o ganho de peso dividido pelas quilocalorias 

consumidas durante período experimental completo, multiplicado por 100.  

Nas 12 e 13 semanas foram realizados o teste intraperitoneal de tolerância 

à insulina (ipITT) e o teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT), 

respectivamente (Figura 5). A eutanásia de todos os animais ocorreu na 15 semana 

do início do tratamento.  

 

 

 

Figura 5. Protocolo experimental.  

 
 

3.4 TESTE DE TOLERÂNCIA À INSULINA (ITT) E TESTE DE TOLERÂNCIA À 
GLICOSE (GTT) 

 

O ITT foi realizado durante a décima segunda semana do protocolo. Após o 

jejum de seis horas, a insulina (Novolin R, 0,75 U/kg peso corporal) foi injetada, via 

intraperitoneal, e uma gota sangue foi coletada da cauda para a determinação da 
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glicemia nos tempos 0 (basal-antes da aplicação da insulina), 5, 10, 15, 20, 30, 60 e 

90 minutos. A constante de decaimento da glicose (Kitt) foi calculada pela fórmula 

0,693/t1⁄2, em que t1⁄2 é o tempo de meia vida da glicose plasmática calculada pela 

inclinação da curva, obtida durante a fase linear de decaimento da glicose plasmática 

detectada nos tempos de 5 a 30 minutos após infusão de insulina (BONORA et al., 

1989). Quanto mais rápida e intensa for a queda da glicose, maior a sensibilidade a 

insulina.  

Para o GTT, realizado na décima terceira semana de protocolo, os 

camundongos foram mantidos em jejum noturno de 12 horas, recebendo, em seguida, 

injeção intraperitoneal de uma solução de glicose 25% (2g glicose/kg peso corporal). 

Após esse procedimento, uma gota de sangue foi retirada da cauda para a 

determinação da glicemia nos tempos 0 (basal-antes da aplicação da insulina), 15, 30, 

60, 90 e 120 minutos. O cálculo da área sob a curva (AUC) foi utilizado para avaliar a 

tolerância à glicose. 

A medida das glicemias durante o ITT e GTT foi realizada através do 

glicosímetro Accu-Chek Advantage II (Roche Diagnostics, Basel, Suíça).  

 

3.5 OBTENÇÃO DO MATERIAL BIOLÓGICO 
 

Após 12 horas de jejum, durante a 15 semana do protocolo, todos os 

camundongos foram eutanasiados por decapitação, sendo inicialmente sedados com 

isoflurano. O sangue dos camundongos foi coletado, através da veia caudal 30 min 

antes da eutanásia, centrifugado e retirado o plasma para determinação da glicemia 

e insulina de jejum. 

Para o estímulo de insulina, cinco camundongos de cada grupo experimental 

receberam, 5 minutos antes da eutanásia, 0,75 unidade (U) de insulina regular 

humana (Novolin R) por kg peso corporal.  

O sangue coletado logo após a decapitação foi centrifugado a 3.500 rpm/10 

min/ 4 C para as análises bioquímicas.  O fígado e os tecidos adiposos periepididimal 

e retroperitoneal foram devidamente coletados, dissecados e pesados. O plasma e os 

tecidos foram armazenados em ultrafreezer a -80°C.  
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3.6 ANÁLISES DOS PARÂMETROS SÉRICOS 
 

A glicose e a insulina foram analisadas no sangue dos camundongos, após o 

jejum noturno de 12 horas. Para medir a glicose foi utilizado o glicosímetro Accu-Chek 

Advantage II (Roche Diagnostics, Basel, Suíça). Já a insulina foi dosada por ELISA 

(enzyme-linked immunosorbent assay), através de um kit comercial (#EZRMI 13K; 

Merck Millipore, St. Louis, MO, USA). 

A sensibilidade à insulina foi avaliada através do modelo matemático HOMA-

IR (homeostasis model assessment of basal insulin resistance), que calcula um índice 

a partir do produto entre as concentrações plasmáticas de glicose (mM) e insulina (U) 

em jejum dividido por 22,5. Maior sensibilidade à insulina é indicado por valores mais 

altos de HOMA-IR, enquanto valores mais baixos correspondem a menor 

sensibilidade à insulina, e portanto, resistência à insulina. 

O Colesterol e os triglicerídeos (TG) foram dosados por método colorimétrico, 

utilizando kit comercial (Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, MG, BR). 

 

3.7 TRIGLICERÍDEOS NO TECIDO HEPÁTICO 

 
Os lipídeos hepáticos foram extraídos do homogenato do tecido, preparado 

na concentração de 100mg/mL de tampão fosfato de sódio 10 mM, (pH 7,4, 

adicionado de  mesilato de deferoxamina 100 μM), de acordo com o método methyl 

tert-butyl ether (MTBE), com modificações (MATYASH et al., 2008). Em seguida, o 

extrato lipídico foi analisado para triglicerídeos (TG), por meio do método colorimétrico 

enzimático, utilizando kit comercial (Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, MG, BR). 

 

3.8 ANÁLISE PROTEÔMICA NO TECIDO HEPÁTICO 
 

3.8.1 Preparo das amostras 

Para o preparo dos extratos proteicos, foram homogeneizados 100 mg de 

fígado em tampão Tris-Ureia (Tris 50mM pH 8,1, Urea 8M e NaCl 75mM). O 

homogenato foi, então, centrifugado a 12.000 rpm por 20 min a 4º C, e no 

sobrenadante coletado (extrato proteico), dosou-se o conteúdo de proteínas , por meio 

do Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Em seguida, a fim de proceder 

à digestão de proteínas,  aliquotou-se o volume de sobrenadante referente a 100 μg 

de proteínas e a solução final foi completada para 100 μL com água ultrapura. As 
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proteínas foram precipitadas com acetona P.A. 4:1 (vol. extrato:vol.acetona), 

incubadas a -30º C por 2 horas e centrifugadas a 14.000 rpm a 4º C. O precipitado 

proteico foi dissolvido em 20 μL de ureia 8M, corrigido o pH para estar entre 7 e 8 e, 

em sequencia, reduzido com 0,5 μL de ditiotreitol (DTT) 1M a 56º C por 30 min. Após 

a etapa de redução, as proteínas foram alquiladas com 5 μL de iodoacetamida (IAA) 

200mM em temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos. O quenching da reação 

de alquilação foi realizada adicionando 2 μL de DTT 1M com incubação de 15 minutos 

em temperatura ambiente, na ausência de luz. A fim de reduzir a concentração de 

ureia para 1,6M, as amostras foram diluídas em 1:5 de bicabornato de amônio 

(NH4HCO3) 50mM. Após a adição de cloreto de cálcio (CaCl2) 0,1M, as amostras 

seguiram para a etapa de digestão, para a qual foi utilizada uma solução de tripsina 

(Promega, Fitchburg, WI, USA) 20 ng/μL, na proporção de 1:50 (enzima:substrato), 

sob incubação por 16 horas a 37º C. A digestão foi interrompida, através da adição de 

ácido trifluoacético (TFA) a 0,4% (pH para menor que 2), e as amostras, então, foram 

dessalinizadas em colunas de extração em fase sólida OASIS HLB (Waters), 

evaporadas em Speedy Vac e armazenadas a -20º C para posterior análise em 

espectrometria de massas (MS). 

 

3.8.2 Condições LC-qToF-MS/MS 

A mistura de peptídeos foi dissolvida em 0,1% de ácido fórmico em água e 

analisada em UPLC-Nexera LC-30AD (Shimadzu, Kyoto, Japan) acoplada a 

espectrômetro de massas do tipo QTOF (model Impact II, Bruker Daltonics, Germany) 

e interface com fonte CaptiveSpray nanoBooster (Bruker). As condições 

cromatográficas foram: pré-coluna C18  (Acclaim PepMap RSLC Nano-Trap column; 

3 μm, 100 Å, 75 μm × 20 mm, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ecoluna 

C18 (Acclaim PepMap RSLC column; 2 μm, 100 Å, 75 μm × 150 mm, Thermo Fisher 

Scientific), gradiente linear de7% fase móvel B (80% acetonitrila, 0,1% ácido fórmico) 

para 45% em 50 min, com fase móvel contendo 0,1% de ácido fórmico. O espectro de 

massas foi adquirido a 2 Hz, m/z 50–2200, com seleção de íon precursor entre m/z 

300–2200. O ciclo MS foi fixado em 3,0 s. A energia de colisão foi ajustada entre 23–

65 eV como uma função do valor de m/z. 
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3.8.3 Identificação e quantificação das proteínas 

Os dados brutos de proteômica gerados no espectrômetro de massas foram 

processados, quantitativamente, por meio do software MaxQuant versão 1.6.3.4 (COX 

e MANN, 2008). Para a identificação das proteínas, os espectros MS/MS foram 

utilizados pelo algoritmo Andromeda integrado ao MaxQuant (COX et al., 2011), que 

executou a busca na base de dados universal de sequencias de proteínas Uniprot 

para o organismo Mus musculus (85.159 sequencias em novembro/2018).  As 

configurações padrão do software foram utilizadas, incluindo os seguintes parâmetros: 

especificidade enzimática para tripsina/P com tolerância de duas clivagens não 

digeridas pela enzima, a oxidação de metionina (M) e a acetilação de proteínas N-

terminal foram definidas como modificações variáveis, bem como a 

carbamidometilação de cisteína (C) foi fixada como modificação fixa, e o comprimento 

mínimo do peptídeo foi definido em 7 aminoácidos.  A taxa de falsos positivos (False 

Discoverer Rate, FDR) foi de 1% para peptídeos (peptides spectral match, PSM)  e 

proteínas. A aplicação do método de quantificação livre de marcadores (label-free 

quantification, LFQ), baseada na intensidade normalizada do espectro, gerou valores 

de abundância relativa para todas as proteínas identificadas nas amostras (COX et 

al., 2014). 

 
3.8.4 Análise bioinformática dos dados proteômicos  

O processamento e a análise estatística dos dados de identificação e 

quantificação das proteínas, gerados no MaxQuant, foram executados usando o 

software de bioinformática Perseus versão 1.6.15.0 (TYANOVA e COX, 2018). 

Inicialmente, as proteínas identificadas somente pelo sítio de modificação, pelo banco 

reverso e os contaminantes foram removidas. Os valores de intensidade LFQ foram 

transformados para log2. Para as análises posteriores, foram consideradas as 

proteínas detectadas na triplicata de pelo menos um grupo experimental e os valores 

ausentes foram imputados segundo uma distribuição normal. A fim de comparar os 

quatro grupos amostrais, os dados, então, foram exportados para serem submetidos 

à análise do componente principal (PCA), executada na plataforma online 

MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca). A significância estatística das 

variações na abundância das proteínas entre os grupos amostrais foi medida pelo 

teste t de Student, com valores-p ajustados, através da taxa de falsa descoberta (FDR) 
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baseada no teste de permutação, utilizando FDR a 5%. Foram consideradas, para as 

análises de enriquecimento de vias metabólicas e ontologia genética (Gene Ontology, 

GO), as proteínas diferencialmente expressas (DEPs) que tiveram valores de fold 

changes (FC) maior que 1,3 e menor que 0,769, calculadas no Microsoft Excel e 

visualizadas no gráfico Volcano. Para o hierarchical clusterig, as DEPs foram obtidas 

por meio de uma ANOVA one-way com valor de p0,05. 

A análise de enriquecimento funcional dos processos biológicos, funções 

moleculares e componentes celulares das proteínas diferencialmente expressas 

foram realizados utilizando o Gene Ontology (GO), por meio da plataforma online  

Panther (https://www.pantherdb.org/). O enriquecimento de vias metabólicas foi 

através da plataforma online DAVID (https://david.ncifcrf.gov) utilizando o banco de 

dados do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes) 

(http://www.genome.jp/kegg/). A interação proteína-proteína foi analisada utilizando o 

software String versão 11.5 (https://string-db.org/).  

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Todos os resultados obtidos foram tabulados em planilhas do programa Excel 

(Microsoft Office, EUA) para em seguida, a análise estatística ser realizada no 

programa GraphPad Prism (GraphPad Prism Software Inc., CA, EUA).  

Os resultados de caracterização das amostras foram expressos em média  

desvio-padrão, sendo que as análises foram realizadas em triplicata. Para os 

resultados do ensaio biológico, inicialmente, todas as variáveis foram submetidas ao 

teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, o teste t de Student foi 

executado para comparar dieta HLLC e CON, e a análise de variância de uma via 

(ANOVA) foi utilizada para verificação de diferenças entre os grupos HLLC+SP e  

HLLC+SM com dieta HLLC e em caso de diferença significativa, análises post hoc 

foram realizadas com o teste de Tukey. Em todas as análises o nível de significância 

adotado foi de p0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 COMPOSIÇÃO QUÍMICA E DE FLAVONOIDES DO SUCO DE LARANJA PERA 
E MORO 

 

Os principais açúcares presentes nos sucos de laranja foram a sacarose, 

glicose e frutose, que somados corresponderam a 48,38 g/L e 39,14 g/L no suco de 

laranja Pera e Moro, respectivamente (Tabela 2). A sacarose está presente em maior 

quantidade em ambos os sucos, representando 46% na variedade Pera e 51% na 

variedade Moro. Em menores proporções, a glicose e a frutose juntas compõem o 

perfil de açúcares.  A razão sacarose: glicose: frutose foi de 2:1:1, padrão encontrado 

nos sucos de laranja (LEE & COATES, 2000).  

Dois ácidos orgânicos foram identificados e quantificados nos sucos de 

laranja, o ácido cítrico e o ácido ascórbico (Tabela 2). O ácido cítrico apresentou 

concentração de 10,85 g/L e 12,83 g/L no suco de laranja Pera e Moro, 

respectivamente. Por sua vez, a concentração de ácido ascórbico foi de 240 mg/L e 

300 mg/L para os sucos Pera e Moro, respectivamente. 
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Tabela 2. Composição química e de flavonoides dos sucos de laranja Pera e Moro 

 
*Corresponde a soma da ciaindina-3-O-glucosideo e cianidina 3-O-(6"malonil glicosideo). 
Resultados expresso como média ± DP 
 
 

Flavanona é a principal classe de flavonoides encontrados em citrus. Três 

flavanonas foram identificadas (Figura 6) e quantificadas (Tabela 2) em ambos os 

sucos, a narirutina, hesperidina e didimina. A heperidina foi a flavanona mais 

abundante presente tanto no suco de laranja Pera (199, 7 mg/L) quanto no suco de 

laranja Moro (148,37 mg/L). Em concentração inferior, a narirutina correspondeu a 

19,29 mg/L no suco de laranja Pera e 12,30 mg/L no suco de laranja Moro. As 

antocianinas, responsáveis pela coloração violácea do suco de laranja Moro, foram 

identificadas como cianidina 3-O-glucosídeo (C3G) e cianidina 3-O-(6"malonil 

glicosideo) (Figura 6), correspondendo a um total de 30,49 mg/L (Tabela 2). 

 

 

Compostos Suco de Laranja Pera Suco de Laranja Moro

Açúcares Solúveis (g.L
-1

)

Sacarose 22,05 ± 0,47 19,87 ± 3,25

Glicose 12,18 ± 0,16 9,26 ± 0,86

Frutose 14,15 ± 0,05 10,02 ± 2,01

Total 48,38 ± 0,68 39,14 ± 6,12

Ácidos Orgânicos (g.L
-1

)

Ácido Cítrico 10,61 ± 0,04 12,53 ± 0,14

Ácido Ascórbico 0,24 ± 0,01 0,30 ± 0,01

Total 10,85 ± 0,05 12,83 ± 0,15

Fenólicos Totais (mg.L
-1

) 768,81 ± 23,23 963,94 ± 21,03

Flavanonas (mg.L
-1

)

Narirutina 19,29 ± 1,04 12,30 ± 2,91

Hesperidina 199,7 ± 15,53 148,37 ± 9,61

Didimina 5,4 ± 0,51 13,18 ± 3,57

Total 224,39 ± 17,08 173,85 ± 16,09

Antocianinas (mg.L
-1

)

Cianidina 3-Glicosídeo (C3G)* - 30,49 ± 2,58

Total - 30,49 ± 2,58
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Figura 6. Cromatogramas obtido por CLAE-DAD dos sucos de laranja Pera e Moro. 
Flavanonas identificadas a 270 nm: picos 1. narirutina; 2. hesperidina; 3. didimina no suco 
Pera (A) e no suco Moro (B). Antocianinas identificadas a 525 nm: picos 1. Cianidina 3-O-
glucosídeo; 2. cianidina 3-O-(6"malonil glicosídeo) no suco Moro (C). 

 

4.2 PESO CORPORAL, PESO DOS COXINS ADIPOSOS, INGESTÃO ALIMENTAR 
E EFICIÊNCIA ENERGÉTICA   

 
A dieta hiperlipídica e leite condensado (HLLC) induziu à obesidade, como 

pode ser visto na Tabela 3. O grupo HLLC apresentou ganho de peso corporal 63% 

maior do que os animais que consumiram a dieta controle (CON) (p0,0001), após 

quinze semanas de protocolo experimental. No entanto, entre os grupos HLLC, os 

animais tratados com suco de laranja Pera (HLLC+SP) e suco de laranja Moro 
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(HLLC+SM) não apresentaram diferença significativa no ganho de peso em relação 

aos que beberam água. Igualmente, a dieta hiperlípidica com leite condensado 

também aumentou a adiposidade dos camundongos, que foi constatado pelo maior 

peso dos tecidos adiposos (TA) epididimal, retroperitoneal e mesentérico. Enquanto 

nos grupos tratados com ambos os sucos de laranja, não foi observada diferença 

significativa no peso destes tecidos, comparado ao grupo HLLC (Tabela 3). 

A ingestão de ração pelo grupo HLLC foi menor do que o grupo CON (-72%, 

p0,0001), por outro lado o consumo energético foi similar entre os grupos devido à 

compensação pela ingestão de leite condensado (LC) do grupo HLLC (Tabela 3). Por 

sua vez, o grupo HLLC+SP ingeriu menor quantidade de ração (-14%, p0,05) e, em 

contrapartida, aumentou a ingestão de LC (+15%, p0,001) em relação ao grupo 

HLLC, enquanto o grupo HLLC+SM não apresentou diferença significativa para 

consumo de ração e LC. Dessa forma, o maior consumo energético do grupo 

HLLC+SP (+46%, p0,01) e HLLC+SM (+38%, p0,01) em relação ao grupo HLLC, 

foi devido as quilocalorias dos sucos de laranja consumidas pelos animais desses dois 

grupos. Os camundongos que se alimentaram da dieta HLLC beberam menos água 

do que os alimentados com a dieta CON (-41%, p0,001), assim como o consumo de 

suco de laranja Pera e suco de laranja Moro também foi menor (-17%, p0,001 e -

23%, p0,0001, respectivamente) do que o consumo de água pelo grupo HLLC (Tabela 

3).  

Como observado na Tabela 3, o ganho de peso significativo dos camundongos 

do grupo HLLC em relação ao grupo CONT não seguiu acompanhado do consumo 

energético, e consequentemente, a eficiência alimentar, ganho de peso por 

quilocaloria consumida, também foi maior para esses animais (+54%, p0,001). 

Apesar do maior consumo energético dos animais dos grupos HLLC+SP e HLLC+SM, 

proveniente das quilocalorias dos sucos, os mesmos apresentaram o ganho de peso 

similar ao grupo HLLC, resultando em menor eficiência alimentar em ambos os grupos 

(-36%, p0,0001 e -35%, p0,0001, respectivamente), o que indica que os sucos de 

laranja não provocaram aumento do ganho de peso. 
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Tabela 3. Peso corporal, ingestão alimentar, consumo de líquidos, eficiência energética e 
peso dos tecidos adiposos. 

 

CON, dieta controle AIN 93-G; HLLC, dieta hiperlipídica e leite condensado; HLLC+SP, dieta HLLC 
tratados com suco de laranja Pera; HLLC+SM, dieta HLLC tratados com suco de laranja Moro. Dados 

expressos como média  EPM (n=9-10/grupo). ***p0,001 e ****p0,0001 vs. CON; #p0,05, ##p0,01, 
###p0,001 e ####p0,0001 vs. HLLC. 

 

 

4.3 EFEITOS DA DIETA HIPERLIPÍDICA E LEITE CONDENSADO E DOS SUCOS 
DE LARANJA PERA E MORO SOBRE OS PARÂMETROS BIOQUÍMICOS 
SÉRICOS 

 

O grupo HLLC apresentou glicose de jejum, insulina, HOMA-IR e perfil lip[idico 

maior do que o grupo COM (p<0,0001) (Tabela 4) demonstrando que a dieta high fat 

e leite condensado promoveu a RI. 

A glicemia de jejum do grupo HLLC foi significativamente maior do que os do 

grupo CONT (p0,0001). Por outro lado, o consumo de suco de laranja Pera junto com 

a dieta obesogênica reduziu a glicemia de jejum em comparação ao grupo que HLLC 

(P0,05). 

O grupo tratado com SP (HLLC +SP) promoveu a redução significativa de 

todos os parâmetros bioquímicos (p<0,05), com exceção dos TGs. Observou-se a 

redução do HOMA-IR de 59%, demonstrando que a intervenção com suco Pera 

mitigou os efeitos deletério da dieta obesogênica. Por outro lado, o grupo HLLCC +SM 

apresentou somente redução no colesterol total (Tabela 4). 
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Tabela 4. Parâmetros bioquímicos séricos de animais tratados com dieta hiperlipídica e leite 
condensado e intervenção com suco de laranja Pera e Moro. 

 

CON, dieta controle AIN 93-G; HLLC, dieta hiperlipídica e leite condensado; HLLC+SP, dieta HLLC 
tratados com suco de laranja Pera; HLLC+SM, dieta HLLC tratados com suco de laranja Moro. Dados 

expressos como média  EPM (n=7-10/grupo). ****p0,0001 vs. CON; #p0,05, ##p0,01 vs. HLLC. 

 

4.4 EFEITOS DA DIETA HIPERLIPÍDICA E LEITE CONDENSADO E DOS SUCOS 
DE LARANJA PERA E MORO SOBRE A homeostase da glicose 

 

No teste para avaliar a intolerância à glicose (ipGTT), o grupo HLLC+SP 

apresentou  a curva glicêmica inferior ao grupo HLLC e o HLLC+SM manteve a curva 

entre esses dois grupos (Figura 7A). 

O tratamento com SP reduziu significativamente a AUC do ipGTT (redução de 

duas vezes) aumentando a tolerância a glicose prejudicada pela dieta obesogênica 

(HLLC) (Figura 7B).  

Semelhante ao ipGTT, no teste de tolerância à insulina intraperitoneal (ipITT) 

as curvas de glicemia de ambos tratamentos com suco de laranja ficaram abaixo do 

HLLC, sendo que a curva do grupo tratado com suco Moro permaneceu na posição 

intermediária (Figura 7C)  

Ainda, a velocidade de decaimento da glicose (Kitt) do HLLC foi 

significativamente menor que o CONT. Contudo, no HLLC+SP foi observado o 

aumento no valor de Kitt (p<0,05) (Figura 7D). O mesmo padrão não é observado no 

HLLC+SM. 
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Figura 7. (A) Concentração de glicose sanguínea durante o ipGTT (B) Concentração de 
glicose sanguínea total durante o ipGTT expresso pela AUC. (C) Concentração de glicose 
sanguínea durante o ipITT. (D) Constante de decaimento da glicose sanguínea (Kitt) durante 
o ipITT.  

Dados expressos como média  EPM (n=9-10/grupo). p0,05 vs. CONT; p0,05 vs. HLLC. 

 

 

4.5 EFEITOS DA DIETA HIPERLIPÍDICA E LEITE CONDENSADO E DOS SUCOS 
DE LARANJA PERA E MORO SOBRE O PESO DO FÍGADO E CONTEÚDO 
LIPÍDICO HEPÁTICO  

 

 

Não se observou diferença significativa no peso final dos animais entre HLCC 

e HLLC-tratados com sucos (Figura 8A e Figura 8B). Por outro lado, observou-se 

redução significativa no peso do fígado nos grupos tratados com SP e SM quando 

comparado ao HLLC (Figura 8C).  

O Fígado do HLLC apresentou visível alteração na coloração, mas com visível 

melhora nos animais HLLC+SP e HLLC+SM (Figura 8D), o que é corroborado pela 

redução do acúmulo de TGs hepáticos nestes grupos (Figura 8E). 
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Figura 8. (A) Peso final dos camundongos por grupo. (B) Imagens representativas dos animais 
no dia da eutanásia. (C) Peso do fígado (D) Imagens representativas dos fígados no dia da 
eutanásia. (E) Concentração do triglicerídeo total hepático.  

Dados expressos como média  EPM (n=9-10/grupo). p0,05 vs. CONT; p0,05 vs. HLLC. 
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4.6 EFEITO DA DIETA HIPERLIPÍDICA E LEITE CONDENSADO E DOS SUCOS 
DE LARANJA PERA E MORO SOBRE A EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS 
HEPÁTICAS  

 

 

A análise proteômica quantitativa label-free foi realizada em três amostras de 

fígado de camundongos estimulados para cada grupo experimental. Foram 

identificadas 1506 proteínas, das quais 507 foram validados pelos filtros aplicados no 

tratamento de dados e estes comparadas entre todos os grupos. A PCA mostrou que 

o CON se separa dos demais grupos pelo Componente 1, enquanto os grupos 

tratados com SP e SM de distanciam do HLLC pela componente 2 (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Análise de PCA das 507 proteínas validadas em amostras tratadas com suco de 
laranja Pera e Moro. 

 

Deste total de proteínas consideradas na PCA, 153 proteínas foram 

diferencialmente expressas (p<0,05) nos quatro grupos (Figura 10), agrupando-os em 

perfis CON e HLLC diferentes, e que também difere dos HLLC+SP e HLLC+SM. 

Pelo heatmap observa-se quatro clusters. Os clusters dois e quatro englobam 

o maior número de proteínas diferencialmente expressas. No cluster dois, observa-se 

que o HLLC apresenta proteínas up-regulated comparados ao CON; e os sucos Pera 

e Moro promovem uma redução na expressão destas proteínas. 
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No cluster quatro, não se observa alteração no perfil de expressão de 

proteínas entre o HLLC e CON. Por outro lado, as proteínas foram down-regulated 

pelos sucos Pera e Moro (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10. Hierarchical clustering.  
Padrões de abundância e perfis de expressão das 153 proteínas diferencialmente 
expressas. one-way ANOVA, p<0,05. 

 

 

A análise de abundância das proteínas foi realizada pelo teste t entre os 

grupos. Da comparação entre HLLC e CON, 40 proteínas se apresentaram up- (fold 

change >1,3) e 20 down-regulated (fold change <0,769) com p<0,05 (Figura 11A). 

Ainda, entre HLLC+SP e HLLC foram observadas 45 proteínas down- e 8 up-regulated 

(p<0,1); e quando considerado p<0,05, destes, somente cinco proteínas foram down-

regulated (Figura 11B). Entre HLLC+SM e HLLC foram observadas 75 down- e 4 up-

regulated (p<0,05) (Figura 11C). 
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Figura 11. Volcano plots da abundância das proteínas diferencialmente expressas entre os 
grupos. (A) HLLC versus CON; (B) HLLC+SM versus HLLC; (C) HLLC+SP versus HLLC. No 
gráfico é plotado no eixo x log2 fold changes (FC) e no eixo y log p-valor (teste t de Student 

entre os grupos citados). Pontos vermelhos: proteínas up-regulated (log2 FC  0,378; 

p<0,05). Pontos verdes: proteínas down-regulated (log2 FC  -0,378; p<0,05). Pontos cinzas: 

proteínas que não atenderam esses critérios. 

 

Destas proteínas, quatorze proteínas são comuns às três comparações 

HLLC/CON, HLLC+SP/HLLC e HLL+SM/HLLC. Ainda, 12 (HLLC/CON), 18  

(HLLC+SP/HLLC ) e 40 proteínas (HLL+SM/HLLC ) são específicas para cada grupo 

de comparação (Figura 12). Todas as proteínas aqui consideradas e os respectivos 

fold change estão listados na Tabela 1S (em anexo).  

 

 

 

 

Figura 12. Diagrama de Venn das proteínas diferencialmente expressas considerando fold 
change.  
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Os principais processos biológicos analisados pelo gene ontology (GO) foram, 

na sua maioria, comuns às três comparações. Dentre eles, os de maior relevância 

estão relacionados aos processos metabólicos, envolvendo o metabolismo de 

carboidratos, lipídeos e proteínas, o processo metabólico do ácido carboxílico, 

processo catabólico, processo metabólico celular e processo metabólico de pequenas 

moléculas (Figura 13A). Outros processos importantes que estavam significativamente 

alterados foram processo metabólico de lipídeos e processo biossintético. 

As funções moleculares predominantes foram a catalítica e de oxi-redução 

(Figura 13B). Já os principais componentes celulares estão localizados no citoplasma, 

mitocôndria e peroxissoma (Figura 13C). 
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Figura 13. Análise de enriquecimento funcional do gene ontology (GO) das proteínas 
diferencialmente expressas considerando as comparações dos grupos HLLC/CON, 
HLLC+SP/HLLC e HLL+SM/HLLC. (A) GO processo biológico, (B) GO função molecular, (C) 
GO componente celular. 
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As principais rotas metabólicas analisadas pelo KEEG são, na sua maioria, 

comuns às três comparações, e envolvem: (a) o metabolismo de lipídeos sendo a 

biossíntese de peroxissomos, a degradação/síntese dos ácidos graxos e via de 

sinalização PPAR os mais relevantes; (b) metabolismo de carboidratos, 

glicólise/gliconeogênese e metabolismo do piruvato; e (c) metabolismo de proteínas, 

principalmente a degradação dos aminoácidos valina, leucina e isoleucina (Figura 14). 
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Figura 14. Análise de enriquecimento das vias metabólicas avaliadas pelo KEEG 
considerando as comparações. 
(A) proteínas up-regulated  HLLC/CON, (B) proteínas down-regulated  HLLC+SM/HLLC, (C) 
proteínas down-regulated HLLC+SP/HLLC.   

 

A análise de interação proteína-proteína do grupo HLLC/CON indica que 

dentro do metabolismo lipídico observa-se forte interação das proteínas envolvidas na 

biossíntese de AG insaturados, além da -oxidação. Considerando a biossíntese de 

AGs, duas importantes proteínas se encontram diferencialmente expressas, a Acetil-

CoA carboxylase (Acaca) e Fatty acid synthase (FASN), enzimas chaves na 

lipogênese. Ainda, na biossíntese de AGs insaturados encontra-se a peroxisomal 

acyl-coenzyme A oxidase 1 (ACOX1), 3-ketoacyl-CoA thiolase B, peroxisomal 

(ACAA1B), peroxisomal multifunctional enzyme type 2 (HSD17B4) e non-specific lipid-

transfer protein (SCP2) (Figura 15A). A alteração no fold changes destas proteínas 

está apresentada na Figura 16A e Figura 16B. 

ACAA1B e HSD17B4 também são evidenciadas no grupo HLLC+SP/HLLC e 

HLLC+SM/HLLC (Figura 15B e Figura 15C, respectivamente), SCP2 no grupo do SM e 

3-ketoacyl-CoA thiolase A, peroxisomal (ACAA1A) foi observado somente no SP.  

Além desses, a enzima long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 (ACSL1), envolvida na 

biossíntese do AG foi evidenciada somente no suco Pera. 

No metabolismo de carboidratos evidencia-se enzimas chaves da via 

glicolítica e do metabolismo do piruvato, entre elas a glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase [NAD(+)], cytoplasmic (GPI1), fructose-bisphosphate aldolase B 

(ALDOB) e pyruvate kinase (PKLR) no HLLC/CON (Figura 15A), o qual apresenta forte 

interação com a via da lipogênese (ACACA). Das enzimas chaves da via glicolítica,  a 

GPI1, ALDOB e a  pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial 

(PDHB) foram evidenciadas no HLLC+SM/HLLC, e a phosphoglycerate mutase 1 

(PGAM1) e ALDOB no HLLC+SP/HLLC (Figura 15B e Figura 15C, respectivamente). A 

alteração nos fold changes destas proteínas está apresentada na Figura 16E e Figura 

16F. 
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Figura 15. Interação proteína-proteína das proteínas diferencialmenteexpressas do 
metabolismo lipídico e de carboidratos comuns às três comparações.  
(A) HLLC/CON; (B) HLLC+SM; (C) HLLC+SP. Cores dos nós: verde: biossíntese dos AG; 
amarelo: biossíntese dos AG insaturados; vermelho: glicólise/gliconeogênese; roxo: 

metabolismo do piruvato; rosa: -oxidação. 

 

 

No grupo HLLC observou-se aumento da expressão das proteínas ACAA1B, 

ACOX1, HSD17B4 e peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase (DECR2) relacionadas 

a -oxidação peroxissomal (Figura 16C e Figura 16D). Por outro lado, nos grupos 

HLLC+SM/HLLC e HLLC+SP/HLLC as proteínas desta via se mostraram down-

regulated, sendo essas enzimas as ACAA1B, DECR2, HSD17B4 e peroxisomal 

bifunctional enzyme (EHHADH) para SM, e ACAA1B, ACAA1A, ACSL1 e HSD17B4 

para SP. 
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Figura 16. Fold changes das proteínas diferencialmente expressas das vias metabólicas de 
lipídeos e carboidratos enriquecidas – KEGG. 
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5. DISCUSSÃO 

O consumo crônico de dietas hipercalóricas, que são caracterizadas pela alta 

concentração de gordura e açúcar, é uma das causas do aumento da prevalência da 

obesidade e comorbidades associadas, sendo por isso, muito utilizadas em modelos 

com roedores, mimetizando a gênese e disfunções metabólicas decorrentes da 

obesidade humana (PANDIT et al., 2012; MASI et al., 2017). O presente estudo 

administrou aos camundongos uma dieta hiperlipídica (45% de gordura composta de 

aproximadamente 31% de banha sobre o valor energético total) e leite condensado 

(72% de carboidrato composto de aproximadamente 55% de sacarose sobre o valor 

energético total) que provocaram aumento do peso corporal, depósito de gordura 

retroperitoneal, reduziu a tolerância à glicose e a sensibilidade à insulina, induzindo a 

um quadro de resistência insulínica. 

Os camundongos alimentados com dieta HLLC apresentaram maior ganho de 

peso corporal, mesmo tendo ingerido a quantidade de calorias similar ao grupo que 

consumiu dieta controle, indicando ausência de hiperfagia. Vale ressaltar que vários 

estudos que utilizaram dietas obesogênicas, fontes de açúcares simples e gorduras 

saturadas, apresentaram o ganho de peso expressivo dos animais acompanhado de 

hiperfagia (SAMUELSSON et al., 2008; NIVOIT et al., 2009; YANG et al., 2012; LEE 

et al., 2013). 

Alterações na composição da dieta podem provocar obesidade em animais 

independente do aumento da ingestão calórica, pois induzem o organismo a um 

estado intensamente anabólico, mediado por elevada concentração de insulina 

circulante estimulada pelo alto consumo de carboidratos simples, favorecendo o 

armazenamento no tecido adiposo em detrimento à oxidação das mesmas em tecidos 

metabolicamente ativos como o músculo, coração e fígado (LUDWIG; FRIEDMAN, 

2014; HALL, 2017).  Modelos que utilizam dietas hiperglicídicas, portanto, suprimem 

a lipólise no tecido adiposo e direcionam os ácidos graxos e glicose circulantes para 

serem estocados neste tecido, induzindo a lipogênese e, por conseguinte, ocorre uma 

redução do gasto de energia compensatório à perda de substratos energéticos (HALL, 

2017). Já vários modelos que utilizaram dietas hiperlipídicas demonstraram maior 

ganho de peso, porém com menor ingestão alimentar e similar consumo calórico 

comparados à dieta padrão, devido à densidade energética da dieta composta de alta 

concentração de gordura. Olsen et al. (2016) observaram maior ganho de peso em 
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camundongos C57BL/6 que consumiram dieta hiperlipídica, sem diferença na 

ingestão calórica entre os que consumiram uma dieta equilibrada, evidenciando, 

através da avaliação do gasto energético, que a taxa metabólica basal permaneceu 

inalterada em relação aos camundongos alimentados com dieta controle, enquanto a 

taxa metabólica ativa foi significativamente menor. 

Em contrapartida às dietas obesogênicas, o suco de laranja por conter 

compostos bioativos, como os flavonoides, tem o potencial de minimizar os efeitos 

metabólicos deletérios do desenvolvimento da obesidade. A hesperidina foi a principal 

flavanona encontrada nos sucos de laranja Pera e Moro, seguida da narirutina, 

conforme observado em outros estudos com citrus (KELEBEK; CANBAS; SELLI, 

2008; KELEBEK et al., 2009; GATTUSO et al., 2007; PUPIN; DENNIS; TOLEDO, 

1998). A antocianina predominante na laranja moro foi a cianidina 3-O-glicosídeo 

(C3G), encontrada em concentração quatro vezes menor que a do estudo conduzido 

por Kelebek et al. (2008). Porém, resultados mais próximos ao encontrado pelo 

presente estudo (30 mg/L) também foram observados por Riso et al. (2005) e Scalzo 

et al. (2004), cujos valores de C3G no suco de laranja moro foram de 35 mg/L e 82,5 

mg/L, respectivamente. Diferenças na concentração de antocianinas entre os sucos 

de laranja sanguíneas podem ser devido às condições climáticas da região produtora, 

já que o acúmulo destes compostos nos frutos é fortemente dependente do frio 

(BUTELLI et al., 2012). 

A administração dos sucos de laranja não interferiu no ganho de peso dos 

animais e no acúmulo de gordura nos tecidos adiposos visceral quando comparado 

ao HLLC. Mesmo apresentando maior consumo calórico, a eficiência alimentar foi 

menor nos grupos tratados com suco. Resultado divergente foi observado em um 

estudo com suco de laranja Moro, em que camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica e tratados com esse suco, apresentaram redução do ganho de peso 

excessivo, atribuindo esse resultado, a não somente a presença de antocianinas, mas 

também aos múltiplos componentes presentes no suco que podem agir em sinergia 

para inibir o acúmulo de gordura (TITTA et al., 2010).  

O suco de laranja Pera minimizou os efeitos deletérios da dieta HLLC sobre a 

tolerância à glicose e sensibilidade à insulina, reduzindo também, significativamente, 

a glicemia em jejum, resultados estes não observados pelo consumo de suco de 

laranja Moro, apesar dos valores demonstrarem uma aparente melhora nestes 

parâmetros. 



 

 

55 

Os flavonoides são conhecidos por seu potencial anti-inflamatório, entre outros 

efeitos biológicos. A hesperidina e naringina, também flavonoides de citrus, 

suprimiram a produção de TNF- e IL-6 em ratos com DM2. Essas citocinas pró-

inflamatórias possuem correlação positiva com a resistência à insulina que precede o 

DM2 e, portanto, sua redução significaria aumento da sensibilidade à insulina e 

tolerância à glicose (MAHMOUD et al., 2012). Entretanto, não foi observado em nosso 

ensaio alteração na concentração de citocinas inflamatórias (IL-6, TNF-alfa, IL 1b) e 

anti-inflmatória (IL-1) (dados não apresentados).  

Para investigar os efeitos dos sucos de laranja Pera e Moro na expressão de 

proteínas do fígado de animais alimentados com dieta HLLC, foi realizada a análise 

de proteoma shotgun label-free. Aproximadamente 70% das proteínas 

diferencialmente expressas (DEPs) identificadas no fígado de camundongos obesos 

HLLC foram up-regulated, comparadas ao CON. Baseado nos dados de 

enriquecimento da anotação funcional e identificação dessas proteínas nas vias 

metabólicas enriquecidas, as alterações envolveram, principalmente, o metabolismo 

de lipídeos, carboidratos e proteínas. Dessa forma, para avaliar os efeitos benéficos 

do SP e SM, selecionou-se as proteínas down-regulated (84% e 95% das DEPs, 

respectivamente) quando comparadas com o HLLC, e após as análises de 

enriquecimento, foi observado que essas proteínas também faziam parte, 

predominantemente, dos mesmos metabolismos afetados pela dieta HLLC. 

A dieta HLLC induziu a RI com uma hiperglicemia e hiperinsulinemia. Esta 

sobrecarga acarretou em aumento da expressão de enzimas chaves da via glicolítica 

e do metabolismo do piruvato, que incluem GPI1, ALDOB, ENO1, PKLR e ACACA.  

Este aumento, por sua vez, induziu a lipogênese de novo, também evidenciado pelo 

aumento da expressão de enzimas ACACA e FASN. A maior parte destas enzimas 

up-regulated pela dieta HLLC foram down-regulated nos grupos SP e SM promovendo 

menor lipogênese de novo, e assim reduzindo o acúmulo de gordura hepática, 

evidenciado pela redução na concentração de triglicerídeos hepático e peso do fígado. 

Estes efeitos podem ser um dos mecanismos de melhora da RI observado no suco 

Pera e menos evidenciado no suco Moro.  

A produção de triglicerídeos no fígado a partir de carboidratos simples requer 

diversas vias metabólicas, entre essas a glicólise e a oxidação do piruvato para gerar 

acetil-CoA destinado à síntese lipídica. Na via glicolítica, que ocorre no citoplasma, a 
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GPI (glicose-fosfato isomerase) catalisa a conversão da glicose-6-fosfato em frutose-

6-fosfato, a ALDOB divide, de forma reversível, a frutose-1,6-difosfato em duas trioses 

fosfatadas, a diidroxiacetona-fosfato (DHAP) e gliceraldeído-3-fosfato (GAP), a ENO1 

promove a desidratação da 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato e a PKLR que catalisa 

a conversão da fosfoenol-piruvato em piruvato que é oxidado a acetil-CoA na 

mitocôndria. Essa molécula, então, entra no ciclo de Krebs e se une ao oxaloacetato 

para formar o citrato, que é transportado para o citoplasma, em condições de alta 

oferta de glicose e aumento de concentração de insulina, onde é convertido em 

oxaloacetato e acetil-CoA, que é substrato para a lipogênese de novo (POSTIC E 

GIRARD, 2008).  ACACA e FASN são enzimas chaves da lipogênese de novo, sendo 

a primeira responsável por catalisar a carboxilação da acetil-CoA para formar malonil-

CoA, e a segunda por catalisar a síntese de palmitato a partir da malonil-CoA 

(BERNARD et al., 2016). 

O enriquecimento da via da biossíntese de ácidos graxos foi verificado somente 

para o grupo HLLC+SP/HLLC, porém as duas enzimas principais desta via, ACACA e 

FASN, estavam diferencialmente expressas nos grupos HLLC+SM/HLLC e 

HLLC/CON, o que indica que esta via também estava alterada pelo tratamento com 

suco moro e dieta hiperlipídica. De fato, essa observação é reforçada pelo 

enriquecimento da via da biossíntese de ácidos graxos insaturados estar presente nos 

três grupos. O suco Pera, possivelmente teve essa via significativamente enriquecida, 

pela presença de mais uma terceira enzima diferencialmente expressa down-

regulated, a ACLS-1, que está envolvida na síntese de lipídeos hepáticos, a partir do 

aumento de ácidos graxos livres circulantes, fato que pode ter contribuído para os 

melhores resultados deste suco contra os efeitos deletérios de uma dieta 

obesogênica. Parkes et al.(2006) investigou o papel da ACLS-1 na regulação do 

metabolismo lipídico, através da superexpressão desta enzima em fígado de 

camundongos  e observou um aumento de 95% no acúmulo de TG hepático, 

sugerindo que a ACLS-1 tem papel primordial na regulação da síntese de TG no 

fígado. 

Há poucas evidências que possam atribuir um efeito dos flavonoides na 

obesidade, porém possíveis ações benéficas envolveriam a modulação do 

metabolismo lipídico, na redução da lipogênese hepática e aumento da oxidação de 

ácidos graxos (GALLEANO et al., 2012; MULVIHILL et al., 2009). A melhora da 

sensibilidade à insulina, a maior captação de glicose pelo músculo e o aumento na 
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tolerância à glicose foi observada em camundongos com resistência à insulina 

induzida por dieta hiperlipídica e suplementada de naringenina, devido ao aumento da 

oxidação hepática de ácidos graxos (MULVIHILL et al., 2009). 

Em obesos com resistência à insulina foi observado que as enzimas da via  -

oxidação estavam up-regulated, resposta semelhante foi encontrada por outros 

estudos, o que corrobora os resultados encontrados em nosso experimento 

(EDVARDSSON et. al, 2003; KNEBEL et al., 2018; ZEMBROSKI et al., 2021). Esses 

dados reforçam que a Síndrome Metabólica é acompanhada do aumento da oxidação 

lipídica peroxissomal, a fim de enfrentar a dislipidemia e hipercolesterinemia causada 

pelo acúmulo de lipídeos hepáticos. 

A etapa inicial da síntese lipídica e da -oxidação mitocondrial é a ativação dos 

ácidos graxos de cadeia longa (AGCL) por  à CoA, produzindo moléculas de acil-CoA 

no citoplasma, em uma reação catalisada pelas acil-CoA sintetases (ACSs), que 

também são responsáveis por direcioná-las para a via anabólica ou catabólica  

(MASHEK et al., 2006). Na condição de resistência à insulina, o aumento do influxo 

de AG para o fígado induz a expressão elevada da ACSL-1, a isoforma predominante 

das ACSs neste tecido, que então direcionará as acil-CoA para a síntese de 

triglicerídeos em detrimento à -oxidação mitocondrial (LI et al., 2009; YAN et al., 

2015).  

O presente estudo não identificou diferença na expressão da ACSL-1 no grupo 

HLLC comparado ao grupo CON, ainda que os animais estivessem insulino-

resistentes e com alto conteúdo de TG , porém a via da -oxidação estava aumentada, 

o que sugere que houve um aumento compensatório da oxidação dos AG nos 

peroxissomos, devido à -oxidação mitocondrial estar prejudicada (LI et al., 2009). 

Esse redirecionamento é ratificado pelo enriquecimento da via de sinalização dos 

PPAR, importantes fatores de transcrição, que ativados por AGCL aumentam a 

expressão de genes da oxidação peroxissomal lipídica, como a ACAA1B e ACOX-1, 

presentes up-regulated no grupo HLLC/CON. Neste grupo também é up-regulated 

para -oxidação a enzima DECR2. Os sucos Pera e Moro apresentaram as enzimas 

da -oxidação peroxissomal down-regulated, ACAA1B, ACAA1A, ACSL1 E HSD17B4 

para SP e as proteínas ACAA1B, DECR2, HSD17B4 E EHHADH para SM, 

respectivamente, e uma vez que promoveram a redução da lipogênese poderiam, por 

conseguinte, ter reduzido a oxidação lipídica.   
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6. CONCLUSÃO 

 Os sucos de laranja Pera e Moro não apresentaram efeito protetivo contra a 

obesidade, porém seu consumo não foi relacionado ao ganho de peso corporal, 

devido a reduzida eficiência enérgica ao final do protocolo experimental. O suco de 

laranja Pera diminuiu a hiperglicemia e a hiperinsulinemia, o que acarretou em um 

menor valor de HOMA-IR, promovendo, portanto, melhora na resistência à insulina 

induzida pela dieta obesogênica. De fato, foi observado aumento da tolerância à 

glicose e da sensibilidade à insulina sob estímulo. Esses efeitos foram acompanhados 

por redução do peso do fígado e do conteúdo de triglicerídeos hepático, para ambos 

os sucos. 

Essas alterações fenotípicas foram relacionadas aos efeitos dos sucos de 

laranja no metabolismo de carboidratos e de lipídeos no fígado. Foram identificadas 

mudanças na expressão de enzimas relacionadas à glicólise e lipogênese de novo, 

em que os sucos de laranja reduziram a expressão dessas enzimas, sugerindo que 

esses sucos possam regular vias metabólicas, a fim de mitigar os efeitos metabólicos 

deletérios promovidos pela obesidade associada a resistência à insulina.  
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Tabela 1S. DEP’s no fígado de HLLC vs CON, HLLC+SM vs HLLC, HLLC+SP vs HLLC. up- 
regulated: fold change >1,3 e down-regulated: fold change <0,769 
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Tabela 1S. Continuação 

 

 

 

 


