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RESUMO

MATOS, L. A. Efeito da ingestao do suco de laranja Moro sobre a migragao de leucocitos
em mulheres em sobrepeso. Participacdo da cianidina 3 glicosideo como potencial
modulador do perfil inflamatério e da migracao celular. 2023. 73f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

O aumento da adiposidade corpérea pode gerar diversos mediadores inflamatorios com
capacidade de influenciar a proliferacio e a diferenciagio hematopoética e,
consequentemente, a complexa regulagcdo que envolve os processos de migracao celular. O
recrutamento continuo de leucécitos durante varios estagios do processo inflamatério
apresenta importante papel na génese desse processo. Na literatura, varios estudos
demonstraram a capacidade anti-inflamatoria das antocianinas sobre varios 6rgaos; contudo
poucos estudos avaliam a influéncia das antocianinas sobre a migracao celular.
As antocianinas sdo substancias responsaveis pelas cores azul, violeta e vermelha da
maioria das frutas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do suco de laranja Moro sobre
aspectos da inflamagdo e migragao celular em mulheres com sobrepeso e a participagao da
cianidina 3 glicosideo (C3G), principal antocianina presente nesta laranja, na modulagdo de
mecanismos de migracao celular. Para tanto, esse estudo foi dividido em duas etapas: ()
uma realizada em pacientes com sobrepeso que consumiram 500ml de suco de laranja Moro
durante 28 dias, sendo os dados avaliados no primeiro dia, no 14° dia e no 28° dia; (i) uma
segunda etapa, in vitro, onde foi avaliado o efeito da C3G sobre mecanismos envolvidos na
inflamac¢ao e na modulagdo dos processos de migragdao. Na etapa inicial foram avaliados
parametros antropométricos, bioquimicos, hematoldégicos bem como a expressdo de
moléculas de adesao de células polimorfonucleares do sangue periférico, a quantificagao de
citocinas inflamatorias, alguns fatores de transcricdo envolvidos nos processos de
inflamacgao e proteinas envolvidas na migracdo celular. Na segunda etapa, células C1498
foram tratadas com 50 uM de C3G e estimuladas ou ndo com LPS. Foram avaliados
parametros de inflamac¢do como interleucinas, TNF-a e CCI2, expressdo de fatores de
transcricdo e proteinas envolvidas na migracao celular. Posteriormente, células também
tratadas com 50 uM de C3G, foram estimuladas com LPS e fMLP e avaliada a migracao
quantitativamente. Os resultados in vivo, ndo demonstraram alteracdes nos parametros
avaliados. Ja in vitro, a C3G foi capaz de modular a inflamagdo apds estimulo com LPS e
de modular a migragdo apos estimulo com fMLP. Estes achados podem descrever alguns
dos mecanismos pelos quais as antocianinas sao consideradas anti-inflamatorias, sugerindo
novas abordagens que possam ser promissoras em seu uso como um potencial agente
terapéutico.

Palavras-chaves: Cianidina, NFkB, Inflamagao, Citocinas, Migracao



ABSTRACT

MATOS, L. A. The effect of Moro orange juice on leukocyte migration in overweight
women. Participation of cyanidin 3 glycoside as a potential modulator of the inflammatory
profile and cell migration. 2023. 73f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

The increase in body adiposity can create several inflammatory mediators with the ability
to influence hematopoietic proliferation and differentiation and, consequently, the complex
regulation that involves cell migration processes. The continuous recruitment of leukocytes
during various stages of the inflammatory process plays an important role in the beginning
of this process. In the literature, several studies have demonstrated the anti-inflammatory
capacity of anthocyanins on various organs; however, few studies have analyzed the
influence of anthocyanins on cell migration. Anthocyanins are the substances responsible
for the blue, violet and red colors of most fruits. The goal of this study was to analyze the
effect of Moro orange juice on aspects of inflammation and cell migration in overweight
women and the participation of cyanidine 3 glycoside (C3G), the main anthocyanin present
in it, in the modulation of cell migration mechanisms. Therefore, this study was divided into
two stages: (i) one performed in overweight patients who consumed 500ml of Moro orange
juice for 28 days, and the data was evaluated on the first day, on the 14th day, and on the
28th day; (ii) the second, in vitro, where the C3G effect on mechanisms involved in
inflammation and modulation of migration processes was analyzed. In the initial stage,
anthropometric, biochemical, hematological parameters were analyzed, as well as the
expression of adhesion molecules of polymorphonuclear cells of peripheral blood, the
quantification of inflammatory cytokines, some transcription factors involved in
inflammation processes and proteins involved in cell migration. In the second stage, C1498
cells were treated with 50 uM of C3G and stimulated or not with LPS. Inflammation
parameters such as interleukins, TNF-o and CCI2, expression of transcription factors and
proteins involved in cell migration were analyzed. Subsequently, cells also treated with 50
uM of C3G were stimulated with LPS  and fMLP and the migration was analyzed
quantitatively. The in vivo results demonstrated no changes in the parameters analyzed. On
the other hand, in vitro, C3G was able to modify the inflammation after stimulation with
LPS and to modify the migration after stimulation with fMLP. These findings may
demonstrate some of the mechanisms by which anthocyanins are considered anti-
inflammatory, suggesting new approaches that may be promising in their use as a potential
therapeutic agent.

Keywords: Cyanidin, NFkB, Inflammation, Cytokines, Migration
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1. INTRODUCAO
1.1 Sobrepeso, Obesidade e Inflamacao

Segundo a OMS a obesidade vem aumentando em todos os paises, tendo quase
triplicado entre 1975 e 2016, afetando mais o continente americano com 29% da populacao
acima do peso (WHO, 2018). No Brasil, segundo a VIGITEL 2021, a obesidade atinge
22,4% da populagdo e o sobrepeso 57,2% (BRASIL, 2022).

Classifica-se como obesidade os individuos cujo IMC (indice de massa corporea)
¢ maior ou igual a 30 kg/m? e sobrepeso quando o IMC est4 entre 25 e 29,9 kg/m? (WHO,
1995)

A etiologia da obesidade ¢ multifatorial e descrevem-se interagdes entre fatores
genéticos, epigenéticos, microbiota, ambientais e psicossociais (PIGEYRE et al, 2016)
(BELTRAN-CARRILLO et al, 2022). Entre os fatores alimentares destacam-se 0 excesso
de energia e dieta rica em gordura, principalmente animal, agucares e alimentos refinados,
conhecida como dieta ocidental, que favorece o aumento da adiposidade (FRANCISCHI

et al, 2000).

Pesquisas populacionais mostram forte associagdo entre a dieta ocidental e a
prevaléncia de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como obesidade, diabetes
mellitus tipo 2 e doencas cardiovasculares (CLARO et al, 2015; BILLINGSLEY et al,
2018).

A quantidade e a qualidade de macronutrientes presentes na refeicdo sdo
determinantes na resposta pos-prandial. O consumo de alimentos com alta concentracao de
gordura e de carboidratos pode acarretar alteracdes metabdlicas, como dislipidemia e
hiperglicemia, sobretudo no periodo pos-absortivo (O'KEEFE et al., 2008). O aumento dos
lipidios plasmaticos e da glicemia provocam estresse oxidativo e aumento de mediadores
inflamatoérios, condigdes que favorecem o desenvolvimento da resisténcia a agdo da

insulina e da diminui¢ao da fun¢ao endotelial (O'KEEFE et al., 2008).

A relagdo entre o aumento do consumo de lipidios € as DCNT tem sido atribuida
aos seus efeitos bioldgicos sobre o sistema imune e, mais recentemente, a sua relacdo com

a endotoxemia, um estado inflamatorio subclinico que favorece o desenvolvimento de
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resisténcia a insulina e doencas associadas. O tipo de lipidio consumido também influencia

a presenga ou nao desta inflamagao (MORENO, 2018).

O acumulo excessivo de gordura corporal leva ao desenvolvimento de um quadro
de inflamagao de baixa intensidade e cronica que, de acordo com Gregor ¢ Hotamisligil et
al. (2006) ¢ conhecida como inflamagdo metabdlica ou metainflamacao, que tem sua origem
no sedentarismo, baixa qualidade da dieta e estilo de vida. Com o ganho de peso corpdreo,
o aumento do volume dos adipocitos, ocasionam uma condic¢ao de hipoxia, com estresse do
reticulo endoplasmatico e lipotoxicidade (GE et al., 2014). A mediacdo desta resposta
inflamatoéria no tecido adiposo ¢ feita, principalmente, por macréfagos que passam do perfil
M2, denominado anti-inflamatério, para o perfil M1, denominado proé-inflamatorio. Os
macrofagos M1 produzem mediadores inflamatorios como a quimiocina, MCP-1 e as
moléculas de adesdao VCAM-1 e ICAM-1, que atuam diretamente no processo de migragao
celular, assim estimulado a migracao de outras cé€lulas imunes para o tecido inflamado,
enquanto as citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6, denominadas pro-inflamatorias atuam

contribuindo para a progressao da inflamacao (UNAMUNO et al., 2018).

1.2 Inflamacio: Citocinas e NFxB

A inflamagao ¢ um processo fisioldgico de protecdo do organismo contra danos
de origem quimica, fisica ou biologico. A resposta imune € um complexo sistema que
envolve a participagao de leucdcitos (linfocitos, monocitos e neutrofilos), células que se
encontram circulantes no sangue periférico. Essas células produzem uma série de
mediadores como citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides entres outras, culminando na
efetivacao da resposta imune. A ativacao de moléculas do endotélio permite a migracao de
neutréfilos e extravasamento de substancia soltiveis para os tecidos onde essas células se
tornardo ativadas e executardo as suas fungdes para a eliminagdo de possiveis agentes

infecciosos (MONTEIRO; AZEVEDO, 2010).

A inflamagdo envolve o aumento da concentragdo plasmatica de diversos
biomarcadores, como quimiocinas, citocinas pré-inflamatorias, proteinas de fase aguda
positiva e moléculas de adesdo (CALDER et al.,, 2011). O aumento de proteinas
quimiotaticas aumenta o recrutamento de leucocitos do sangue periférico para o tecido

alvo, como, por exemplo, o tecido adiposo branco, exacerbando a sintese e a secrecao de
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citocinas pro-inflamatorias (ZEYDA e STULNIG, 2009). Dentre as citocinas com agao
pré- inflamatoria, destacam-se: o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas
(IL)-1B, IL-6, IL-8 e IL-12. Por outro lado, a IL-10 e a adiponectina, que apresentam papel
anti-inflamatorio, encontram-se reduzidas na inflamag¢ao (GREENBERG e OBIN, 2006).

A ingestao elevada de lipidios, também pode favorecer a resisténcia periférica a
acao da insulina, pois ele se liga a receptores do tipo Toll 4 (TLR4) ativando a via JNK e
IKK, que fosforilam residuos de serina no IRS1 (receptor de insulina-1), levando-o a
ubiquitinagdo, resultando na diminui¢do da agdo da insulina. Além disso, aumenta a
transcricdo do fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF«B) e proteina ativadora-1 (AP-1),
com consequente aumento da expressao de genes pro-inflamatorios (MAJOLO e REIS,

2018).

O excesso de peso pode provocar um quadro de desequilibrio na microbiota
intestinal, com propor¢ao de bactérias Gram-negativas do que Gram-positivas, além de
uma maior concentragdo plasmatica de lipopolissacarideo (LPS) quando comparado a
microbiota de individuos com peso adequado (NEVES et al.,, 2013). Essa maior
concentracdo plasmatica de LPS quando associada ao padrao alimentar ¢ denominada

endotoxemia metabolica (CANI et al., 2007) (MOREIRA et al., 2012).

O LPS ¢ um componente estrutural integral e predominante da membrana externa
de bactérias Gram-negativas, que tem a capacidade de se ligar aos receptores TLR2 e
TLR4, juntamente com as proteinas CD14 e a proteina ligante do LPS (LBP). Essa ligagao
induz a ativagdo da via de sinalizagdo do fator de transcricdo NFkB e das proteinas kinases
ativadas por mitogenos (MAPK), aumentando a resposta inflamatéria (MOREIRA et al.,
2012). O LPS também estimula a producao de citocina inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-
8, IL-12 e TNF- a apos a ativagdo de mondcitos e macrofagos (DOBROVOLSKAIA e
VOGEL, 2002). Dieta rica em lipidios e pobre em fibras alimentares esta relacionada com
a alteracdo da microbiota intestinal € com maior permeabilidade intestinal ao LPS.
Provocando aumento da concentragdo plasmatica de LPS (MOREIRA et al, 2012),

conforme demonstra a figura 1.
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O consumo de refeigcdes ricas em gordura, leva a um aumento da concentracao
plasmatica de LPS, em pouco tempo, como demonstraram estudos de interven¢do. Um dos
mecanismos propostos para esclarecer esse fato € o aumento da permeabilidade intestinal
ocasionada por este tipo de refeigdo (MOREIRA et al., 2012; QUINTANILHA et al.,
2018).

Intestino Saudavel “Intestino Danificado”
Permeabilidade intestinal normal Aumento da permeabilidade intestinal
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Figura 1 - Comparagao de um intestino com permeabilidade normal € um intestino com
permeabilidade aumentada. Fonte: MOHAMMAD E THIEMERMANN, 2021.

Nao somente o LPS ativa receptores do tipo TLR4, como os acidos graxo
saturados — que fazem parte da dieta ocidental — com consequente aumento da atividade do
NF«B (LEE et al., 2001). Sucintamente, a transdu¢do de sinal ocorre a partir de um
estimulo extracelular ao TLR-4. Esse fato acarreta no recrutamento de proteinas
intracelulares adaptadoras, como a proteina de diferenciagdo mieldide 88 (MyDS88),
provocando a ativagdo da via de sinalizagao do NF«B, levando a fosforilagao de proteinas
quinases, como a quinase ativada pelo fator de transformagéo de crescimento B (TAK)-1 e
o complexo IkB quinases (IKK). Esse complexo ¢ composto de duas subunidades

cataliticas IKK-a ¢ IKK-f3 e uma subunidade regulatoria IKKy e induz a fosforilagdo do
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inibidor do NFxB, designado IkB-a. Quando IxB-a ¢ fosforilado, resulta na sua
poliubiquitinagdo, com consequente degradacdo mediada pelo proteassoma 268,
permitindo que o NFxB transloque para o ntcleo da célula e possibilite a transcrigdo de

diversos genes dependentes do kB, como das citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-

a, IL-1PB e IL-6 (KARALIS ef al., 2009; THIEMERMANN E MOHAMMAD, 2021).

Citocinas pré-inflamatérias também podem ativar vias de sinalizagao
inflamatoria. Um exemplo disso, ¢ quando o TNF-a estimula o seu receptor (TNFR)
promovendo a ativagdo das proteinas da familia das MAPK, (ERK, p38 e¢ a JNK), que
ativam o fator de transcricdo designado proteina ativadora (AP)-1 (SUGANAMI e
OGAWA, 2010). Algumas quinases ainda podem inibir a via de sinalizagdo da insulina,
desencadeando a resisténcia a acao da insulina, uma vez que a ativagdo das quinases
designadas IKK-3 e da JNK promovem a fosforilagdo do substrato do receptor de insulina
(IRS)-1 e 2 em residuos de serina, comprometendo a sinalizagdo e reduzindo a captacao

celular de glicose (SCHENK et al., 2008).

Um estudo epidemioldgico mostrou associagdo positiva entre o consumo de
alimentos processados ricos em acidos graxos trans e as concentragdes de biomarcadores
plasmaticos ligados a inflamagao, incluindo a IL-6 e a proteina C reativa (PCR) (LOPEZ-
GARCIA et al., 2005). A PCR ¢ uma proteina de fase aguda positiva sintetizada,
principalmente, pelo figado em resposta a elevada concentragdo de IL-6 circulante, sendo
o seu aumento um sinal precoce para o desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 e de
doencas cardiovasculares (GALLAND, 2010). Outro importante marcador inflamatorio de
fase aguda ¢ a proteina sérica amiloide A (SAA), que tem sua expressao induzida por
estimulos pré-inflamatérios como a IL-1p, a IL-6 e o TNF-a (ZHAO et al., 2010). A SAA
também possui a capacidade de ligagdo e ativacao dos receptores do tipo Toll (TLR) -2 e
4, os quais estdo envolvidos com a ativacao de determinadas proteinas quinases, como a
quinase do inibidor do kB (IKK)-f e c-Jun N-terminal quinase (JNK), as quais estdo
envolvidas com a translocacdo dos fatores de transcricdo NFkB e AP-1, respectivamente.
A ativacdo desses fatores de transcricdo promove o aumento da expressao de genes que

codificam proteinas com acao pré-inflamatoria (EKLUND et al., 2012).

1.3 Recrutamento e Migracao Celular
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A ativagdo do NF-kB promove a liberacdo de inimeros mediadores, como
citocinas, quimiocinas, proteinas de fase aguda, mediadores gasosos, espécies reativas de
oxigénio, mediadores inflamatdrios lipidicos, entre outros (LEE et al, 2014). Isso acarreta
em alteracdes importantes no recrutamento e migragdo de leucocitos, aumentando a
interacdes vaso-leucocito, adicionalmente o fluxo circulatorio perde o ritmo permitindo
que os leucdcitos se movam para a periferia e assim, interajam com o endotélio vascular,
evento conhecido como marginalizacao (TAN et al, 2017). Assim, além da marginalizagao
dos leucocitos os mediadores inflamatorios atuam induzindo a expressao moléculas de
adesdo nas células endoteliais e nos leucocitos, e assim facilitando o recrutamento para o

foco inflamatério (KUBES, 2002; SCHURMANN, et al 1995; KUBES et al, 2002).

A locomogao e a transmigragdo dos leucdcitos resultam de uma reorganizagao
coordenada do citoesqueleto e de ciclos de adesdo e nao adesdo, chamado de turnover de
adesdo, em resposta a quimiocinas ¢ moléculas de adesao (FILIPPI, 2016). Na circulagao
sistémica, o processo de migragdo se inicia quando moléculas de adesdo da familia das
selectinas promovem uma adesao transitoria entre os leucocitos e o endotélio das vénulas
poOs capilares. A L-selectina (CD62L) ¢ expressa constitutivamente na maioria dos
leucéceitos e possuem capacidade de mediar a adesdo precoce ao endotélio em eventos
inflamatérios (WAGNER et al., 2000). A P-selectina (CD62P) aparece na superficie de
células endoteliais e plaquetas apos exposicao a mediadores inflamatorios, como TNF-a e
IL-1B, mediando as interagdes entre endotélio, plaquetas e leucocitos. Algumas horas
depois também surge na superficie das células endoteliais a E-selectina (CD62E), também
induzidas pelo TNF-a e IL-1B. Essas selectinas, CD62P ¢ CD62E, interagem com certas
glicoproteinas como as moléculas PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) e ESL-1 (E-
selectin ligand-1), presentes na membrana de leucocitos (LEY et al., 1998; LEY 2003).
Essa adesao temporaria mediada pelas selectinas possibilita que os leucécitos rolem através
da superficie endotelial, abrindo caminho para a¢des mais fortes, que compreende a adesao
firme entre leucdcitos e endotélio, esta, mediada pelas integrinas (KUBES, 2002;

SCHURMANN, et al 1995; KUBES et al, 2002).

As integrinas (CD11/CD18) presentes nos leucdcitos interagem com as moléculas
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) e ICAM- 1 e 2 (intercellular adhesion
molecule), do endotélio. Normalmente, estas ndo tém uma capacidade de alta adesdo, no

entanto, sofrem uma mudanga conformacional quando a interleucina IL-8 e outras
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quimiocinas, como MIP-2 (macrophage-inflammatory protein 2) e KC (keratinocyte-
derived chemokine), estao ligadas a proteoglicanos na superficie das cé¢lulas endoteliais,
aumentando sua capacidade de aderir. Consequentemente, o rolamento ¢ interrompido e os
leucécitos aderem firmemente ao endotélio vascular e com auxilio de enzimas proteoliticas
degradam a membrana basal, ultrapassando a barreira endotelial (HUTTENLOCHER et
al., 1995; KUBES, 2002; WAGNER et al., 2000). A fase seguinte a firme adesdo ¢ a

diapedese, onde os leucdcitos ultrapassam a parede endotelial (Figura 2).
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Figura 2 - Etapas do processo de rolagem, adesdo e migracdo leucocitaria. Fonte:

FRANCISCHETTI et al 2010.

A diapedese leucocitaria ¢ afetada por fatores quimiotaticos que favorecem a
apresentacao de pseudopodes e o movimento leucocitario (FRANCISCHETTI I et al,
2010). O processo de migracdo ¢ complexo e dependente da reorganizacao dos
componentes internos da célula, modificando sua estrutura, permitindo o movimento. As
proteinas da familia RhoGTPases sdo centrais nesse processo, pois organizam o
citoesqueleto e promovem a contragao dos filamentos de actina que possibilita a retragao

do corpo celular durante a migragdo. Rho regula a organizagao de filamentos contrateis de
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actina:miosina, enquanto a Rac e Cdc42 regulam a polimerizagdo da actina, direcionando

o caminho (RAFTOPOULOU e HALL, 2004; FILIPPI, 2016).

Além desta funcao bem descrita na literatura em regular a migragao celular, as
proteinas Rho podem ativar a via JNK em resposta a citocinas pré-inflamatorias, como
TNF-a e IL-6, alterando a permeabilidade endotelial (MONG et al, 2008). Além disso, as
ligacdes moleculares entre as proteinas da familia RhoGTPases e a via NF-xB, vem sendo
descritas como pontos chaves em alguns desfechos clinicos, como artrite reumatoide,
carcinoma de mama, doenca de Chron, infec¢des na pele (celulite), linfoma de células B e

doencas metabdlicas como hiperlipidemia (TONG e TERGAONKAR, 2014)

1.4 Laranja Moro e antocianinas

A associac¢do entre o padrao de dieta ocidental e sua relagdo com o desenvolvimento
do processo inflamatorio e consequentemente com o surgimento de DCNT (O'KEEFE et al.,
2008), sao bem descritos na literatura e a maioria dos guias alimentares enfatizam um padrao
alimentar saudavel com o consumo diario de oleaginosas, peixes, 0leos vegetais, graos
integrais, frutas e hortalicas como sendo essencial para diminuir o risco de DCNT

(KIMOKOTI; MILLEN, et al., 2016; SLAVIN; LLOYD et al., 2012).

Frutas e vegetais fornecem micronutrientes, minerais, fibras e vitaminas, mas
também compostos fitoquimicos, entre os quais metabodlitos secundarios de natureza
fendlica, como as antocianinas, que se destacam pela atividade antioxidante. As mais de 600
antocianinas conhecidas, sdo distribuidas em inumeras espécies de alimentos e sao

responsaveis pela coloracao vermelha, azul e parpura (MARTIN et al, 2017).

Os estudos estimam que a populagdo consuma cerca de 200mg/dia de antocianinas,
mas nao existe uma recomendacao especifica. Seu potencial antioxidante ¢ regulado por sua
estrutura quimica: variagdo da posi¢ao, tipos de grupos hidroxilas e presenca de elétrons
doadores no anel estrutural (Figura 3). Estudos que avaliaram a capacidade antioxidante das
antocianinas demonstraram uma atividade 2 a 3 vezes maior que outros antioxidantes, como
a catequina, a vitamina E e antioxidantes sintéticos (MARTIN et al, 2017; STRINGHETA
et al, 2010). Seus efeitos podem ser por potencializar os mecanismos antioxidantes
endogenos, reagir com o 6xido nitrico, inibir a peroxidacao lipidica, formar complexos
cianidina-DNA, reduzir a agregagdo plaquetaria e a imobiliza¢ao dos leucdcitos na parede

do endotélio (STRINGHETA et al, 2010, NIJVELDT et al, 2001).
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As antocianinas t€m sido associadas, tanto in vivo, quanto in vitro, a melhora do
perfil lipidico com diminui¢ao do LDL, do colesterol total e dos triglicérides, bem como

aumento do HDL (QIN et al 2009; CARDOSO et al, 2011; WALLACE et al, 2016).
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Figura 3 - Estrutura quimica de antocianinas e alimentos que as representam. Fonte:

Adaptada MARTIN, et al 2017.

O Brasil ¢ um grande produtor e consumidor de laranja (BRASIL, 2016), que
contém altas concentracdes de flavonoides como hesperidina e naringina, que tanto in vitro
como in vivo, apresentaram uma potencial acao antioxidante e anti-inflamatéria (TRIPOLI
et al., 2007), quando presentes regularmente na dieta podem exercer efeitos positivos no

controle de diversas DCNT (MARTIN; APPEL et al., 2010).

O estudo com a laranja Moro ou laranja sanguinea, uma espécie tipica da regido
da Sicilia, na Italia, tem se tornado relevante devido a presenga de antocianinas nao
comumente encontrada em frutas citricas que demonstrou um importante papel

antioxidante, com efeito anticarcinogénese, anti-inflamatdrio e de protegao cardiovascular
(GROSSO et al, 2013).

No estudo de intervengao de Riso et al (2005), 16 mulheres voluntarias, saudaveis
receberam 600ml/ dia de suco de laranja sanguinea ou uma dieta sem suco, por 21 dias. O

consumo do suco determinou um aumento significativo na vitamina C plasmatica, na
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cianidina-3-glicosideo, na B-criptoxantina e zeaxantina, além de melhorar a resisténcia a

damos do estresse oxidativo (RISO et al., 2005).

Li et al (2020) em um estudo randomizado controlado onde os participantes, 5
homens e 10 mulheres com IMC acima de 25kg/m2, consumiram 400ml de suco de laranja
sanguinea, sendo 200ml apos café da manha e 200ml apos o jantar ou bebida controle, por
um periodo de 2 semanas, com intervalo de 1 semana entre elas, induziu uma melhora da
funcdo endotelial cujos mecanismos moleculares ndo foram elucidados (LI et al, 2020). A
perda da funcdo endotelial ¢ caracterizada por mudangas nas suas atividades, com a
vasodilatacdo reduzida, o qual ¢ um estado pro-inflamatério, com propriedades pro-
trombicas, estando relacionada a maioria das doengas cardiovasculares como hipertensao,
doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca cronica, doenga arterial periférica,
diabetes e doencga renal cronica (GOMES et al., 2022). Varios estudos demonstraram que
a cianidina 3 glicosideo (C3G) ¢ a principal antocianina presente na laranja Moro e suas
propriedades antioxidantes vem sendo demonstradas in vivo, sendo dose e tempo

dependente (GROSSO et al, 2013).

No organismo a C3G pode ser hidrolisada por enzimas no intestino delgado e
posteriormente degradada a compostos fenolicos pela microbiota intestinal. O catabolismo
microbiano da C3G no intestino delgado distal e no intestino grosso ¢ realizado pela
clivagem do anel C, seguido da desidroxilacdo ou descarboxilacdo parar formar
metabolitos em varios estdgios que entram no figado e nos rins pela circulagao. PCA (acido
protocateuico) e PGA (floroglucinaldeido) sdo os principais metabodlicos fendlicos ativos
de C3G. PCA foi descrito por inibir a acao da IL-6, TNF-a, IL-1 e prostaglandina E2
suprimindo a acao de NFk-B em camundongos. Da mesma forma, PGA se mostrou como
inibidor da a¢ao inflamatéria, modulando IL-6, IL-1 e IL-10 em hemocultura humana. PCA
também pode atenuar a peroxidacao lipidica por causar aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase

(GPx) (TAN et al., 2019; RAHMAN et al., 2021).

Metabolitos de fase II de C3G derivam de PGA e PCA, como o VA (acido
vanilico) e FA (4cido felurico). VA pode suprimir geragao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e a peroxidacao lipidica, aumentado a agao da SOD, CAT e GPx, bem como o nivel
antioxidante da vitamina E, vitamina C e glutationa (GSH) em camundongos, hamsters e

diabéticos, além de inibir a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias. FA também foi
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descrito como atenuador do estresse oxidativo e da inflamacdo em estudos in vitro e
inibidor da expressao de ICAM-1, VCAM-1, IL-18, IL-1, IL-6 ¢ TNF-a (TAN et al., 2019;
RAHMAN et al., 2021).

Em relagdo a interacdo da C3G com a microbiota, sabe-se que as bifidobactérias
transformam as antocianinas em PCA e também sdo capazes de formar o FA, assim como
os lactobacilos. Por outro lado, as antocianinas sdo capazes de modular o crescimento da
microbiota intestinal, promovendo abundancia relativa de bactérias benéficas com agao

anti-inflamatoria (TAN et al., 2019; RAHMAN et al., 2021).

Diante desse cenario, a identificacdo de alimentos com potencial para atenuar o
desenvolvimento do processo inflamatério ¢ de grande interesse e aplicabilidade em
estudos de nutricdo em saude publica. Apesar de estudos em individuos mostrarem efeito
antioxidante, hipolipidémico e anti-inflamatério apds consumo cronico do suco de laranja
(GROSSO et al., 2013), nenhum estudo avaliou o efeito da ingestdo cronica do suco de
laranja Moro sobre os mecanismos de migracao celular envolvidos na resposta
inflamatéria, sendo que o estudo da expressio de marcadores da migragdo celular
envolvidos com o controle do processo inflamatoério sob o efeito da alimentagdo ainda ¢

pouco explorado.

2. OBJETIVOS

Investigar o efeito da ingestdo de suco de laranja Moro sobre aspectos da
inflamacao e migragdo celular em mulheres com sobrepeso e a participagao da cianidina 3

glicosideo na modulagdo de mecanismos da migracao celular in vitro.

3. MATERIAL E METODOS

ETAPA I:
3.1 Populac¢ao do estudo

O estudo desenvolvido nas voluntérias € do tipo intervencional. A populagdo do
presente estudo foi composta por mulheres (n=24) que se encaixaram nos critérios de
inclusao, tendo idade entre 18 e 40 anos, cujo indice de massa corporal (IMC) estava entre
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25,0 e 29,9 kg/m?, sendo assim, classificada como sobrepeso, segundo a Organizagao
Mundial de Saade (WHO, 1995). Esse trabalho ¢ uma colaboragdo entre a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo e Faculdade de Saude Publica da
Universidade de Sao Paulo, tendo como colaborador o Prof. Marcelo Macedo Rogero. As
participantes foram recrutadas por meio de cartazes distribuidos pelo campus e por meio
de anuincios no seu jornal eletrénico (www.jornal.usp.br). A coleta de sangue foi realizada
no Centro de Saude Escola Geraldo de Paula Souza (CSEGPS), o qual esté4 localizado ao

lado da Faculdade de Saude Publica, na Avenida Dr. Arnaldo, 900.

Os individuos interessados foram convocados para uma entrevista, na qual
responderam a um questionario contendo os critérios de inclusdo e tiveram suas medidas
antropométricas aferidas. Atendido a todos os critérios de inclusdo, os interessados
receberam instrugdes a respeito do delineamento do estudo, tendo esclarecido todo tipo de
davida. Foi entregue duas vias do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(ANEXO 1) que foram assinadas pelo candidato e pelo responsavel da pesquisa, sendo
uma delas pertencente ao participante. No final da entrevista, foram agendadas trés datas
para coleta de sangue, com intervalo de 2 semanas entre as mesmas, ou seja, cada
participante € seu proprio controle. Além disso, as voluntarias foram orientadas a nao
praticarem nenhum tipo de exercicio fisico no periodo de 48 horas antecedentes as coletas

€ a nao consumirem nenhum tipo de bebida alcodlica 1 semana antes.

3.1.1 Critérios de inclusao

e Sexo feminino.

e Idade entre 18 e 40 anos.

e indice de massa corporal (IMC) entre 25,0 e 29,9 kg/m>.
e Estar disposto a aderir ao protocolo de estudo.

e Estar disposto a fornecer por escrito um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

3.1.2 Critérios de exclusio
e Sexo masculino;
e Idade inferior a 18 anos e superior a 40 anos;
e indice de Massa Corporal (IMC) < 25,0 kg/m? ou > 29,9 kg/m?;
e Ser atleta;
e Diagnostico de diabete melito;

e Fazer uso de medicacao prescrita para controlar inflamagao;
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e Fazer uso de medicagdo prescrita para perfil lipidico plasmatico (por
exemplo, estatinas, fibratos (fenofibrato) e Omacor);

e Fazer uso de medicagdo prescrita controlar a pressdo arterial sist€émica
(inibidores da ECA, bloqueadores do receptor de angiotensina 2, bloqueadores do
canal de célcio, a- inibidores e diuréticos);

e Fazer uso de qualquer tipo de suplemento nutricional;

e Ter o habito de consumo frequente de suco de laranja e de suco de outra
fruta;

e Ter ingerido alcool 7 dias antes do experimento;

e Ser tabagista;

e Possuir algum problema gastrointestinal cronico (por exemplo, doenca
inflamatoria intestinal, doenga celiaca, cancer);

e Estar gestante;

e Fazer uso de anticoncepcional hormonal;

e Estar participando de outro estudo;

e Ter praticado exercicio fisico 48 horas antes da realizacao do estudo.

3.1.3 Caracterizacao dos participantes

Primeiramente as participantes responderam um questionario para confirmagao da
adequacao quanto aos critérios de inclusdo e exclusao. O peso corporal foi aferido utilizando
balanca plataforma digital, com precisao minima de 100 g, posicionada em superficie lisa e
nivelada. A estatura foi aferida em um estadidmetro com precisao de 0,5 cm. As
participantes ficaram descalgas, eretas e foi solicitado para retirar adornos e acessorios.
Todas as medidas foram aferidas duas vezes e o valor utilizado neste trabalho foi a média
entre as duas medidas. Com os valores de peso e estatura foi calculado o indice de massa

corporal (IMC) e classificado segundo a Organizacao Mundial de Saude (WHO, 1995).

As circunferéncias da cintura (CC) e do quadril (CQ) foram medidas com as
participantes eretas, bragos relaxados ao lado do corpo, abdémen relaxado, pés juntos e a
regido medida livre de roupas. O ponto de medicao utilizado para a CC foi o ponto médio
entre a ultima costela e a crista iliaca e para aferir a CQ a fita métrica foi colocada na regiao

de maior protuberancia, sem comprimir a pele.

A pressdo arterial foi aferida por aparelho digital da marca Omron, com a
participante sentada e com o braco apoiado, sendo o resultado obtido pela média entre trés

medidas.
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3.2 Delineamento do estudo

No primeiro dia do protocolo do estudo, foram coletados 30 mL de sangue de cada
voluntéria. Neste mesmo dia, dados de consumo alimentar foram obtidos por meio de um
questiondrio de frequéncia alimentar desenvolvido pelo grupo, e foram aferidas as medidas
antropométricas (peso, estatura e circunferéncia da cintura) e a pressao arterial. Neste mesmo
dia, a voluntaria recebeu o nimero de garrafas correspondente ao consumo diario de 500 mL
de suco de laranja Moro a ser ingerido durante 2 semanas, sendo, posteriormente, entregue

o restante para completar 4 semanas de intervengao.

Apo6s 2 semanas de interven¢do, uma nova coleta de sangue de cada voluntaria foi
realizada. No dia posterior ao consumo da ultima garrafa de suco para completar 1 més 28
dias de intervencdo, foi realizada a uma ultima coleta de sangue, aferida as medidas
antropométricas € a voluntaria respondeu novamente, ao questionario de frequéncia
alimentar. Todas as coletas de sangue foram de 30 mL, posteriores a 12 horas de jejum.

Segue abaixo o delineamento do estudo (Figura 4).

)

9 Sa { &8 yi

A B C

Figura 4 - Delineamento do estudo.

3.3 Suco de laranja Moro

O suco de laranja Moro, sem adicao de agua, aglicar e conservantes, foi adquirido
em um estabelecimento comercial. O produto foi acondicionado em freezer. Um tnico lote

de suco de laranja foi utilizado durante todo o estudo.

O suco de laranja Moro teve sua composi¢cao de compostos fenolicos avaliados pelo
método DPPH e ORAC de dois lotes do suco. A caracterizagdo dos compostos bioativos

presentes no suco de laranja Moro foi realizada no Departamento de Alimentos e Nutrigao
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Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, sob a

responsabilidade da Profa. Neuza Mariko Aymoto Hassimotto.

3.4 Analises bioquimicas e determinacdo da concentra¢ao sérica de biomarcadores

inflamatorios

Uma amostra do sangue foi coletada para a realiza¢ao de dosagens bioquimicas. O
sangue total foi coletado em tubo sem anticoagulante, apds a coleta essa amostra foi
centrifugada e o soro armazenado para posterior dosagem de: Triglicérides, Magnésio,
Sodio, Potassio, Célcio sérico, Insulina, Colesterol total, Lipoproteina de alta densidade
(HDL), Lipoproteina de baixa densidade (LDL), Proteina C reativa (PCR), Progesterona,
Alanina aminotrasferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Gama GT, Creatina,
Ureia, Amilase, Complemento por metodologia automatizada (Cobas 6000 ®- Roche
Diagnostics). As concentragdes séricas de biomarcadores inflamatérios (IL-6, IL- 10, TNF-
alfa, MCP-1) e a dosagem das moléculas soluveis de adesao (VCAM e ICAM) foram
analisadas por kits comerciais (Merck Millipore), assim como, a leptina pela técnica de

imunoensaio (Enzo Life Sciences).
3.5 Sangue periférico
3.5.1 Hemograma

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo anticoagulante
EDTA K3 e utilizadas para a realizacdo do hemograma por metodologia automatizada
(ABX® HORIBA). Valores diferenciais, quando necessarios, foram confirmados por
microscopia em extensoes sanguineas coradas pela coloracdo de May Grunwald-Giensa

modificada (ROSENFELD, 1947).
3.5.2 Citometria de Fluxo

Para realizagdo da quantificacdo das Integrinas CD11b e CD18 por citometria de
fluxo, também foram utilizadas amostras coletadas com EDTA K3. As células foram
incubadas com os respectivos anticorpos CD11b (Cat. 11-0112-82; eBioscience, San Diego,
CA, USA) e CDI8 (Cat. 555923; BD, Franklin Lakes, NJ, USA), apds a incubagdo

prosseguimos com a lise das hemacias. A seguir as células foram lavadas com PBS e
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centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi desprezado por inversdo e foi
adicionado 400 pl. de Formaldeido a 1% e imediatamente realizou-se a aquisi¢do no
FACSCanto II (Becton Dickson, NJ, USA) foram adquiridos 50.000 eventos. As aquisi¢des
foram analisadas e compensadas pelo software FLOW JO 7.6 (TreeStar, OR, USA).

3.6 Separacdo das células polimorfonucleares e quantificacio da expressao de

moléculas NFkB, STAT-3, Rho e CDC42.

Uma aliquota da amostra sanguinea foi destinada para a obtencdo de células
polimorfonucleares. Para essa etapa utilizamos gradiente de densidade para separagdo das

células polimorfonucleares do sangue das voluntérias.

Brevemente, o sangue foi centrifugado, o plasma removido e armazenado, o sangue
ressuspenso em PBS e posteriormente adicionado a um gradiente previamente preparado de
solucdo de Percoll 60% e solucdo de Percoll 70%. Apds a centrifugagdo, as células
polimorfonucleares foram obtidas. Essas células passaram por dois processos de lavagem
com PBS para retirada do reagente Percoll®. Apos a lavagem, uma aliquota das células foi
utilizada para extragdo de RNAm e outra aliquota destinada para a extra¢ao de proteinas com
reagente RIPA. A partir desse lisado celular foram realizados os ensaios de determinacao

das proteinas NFx-B, STAT-3, Rho ¢ CDC42 por Western Blot.
3.6.1 Western blot

Para a realizacao do Western blot, 30 ug de proteinas totais do extrato de células
foram resolvidas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de s6dio
(SDS-PAGE 8 ou 10%) em aparelho para minigel Mini-Protean (BioRad). Apds a
eletroforese, as proteinas separadas no gel foram transferidas eletricamente para membranas
de nitrocelulose por 2 horas a 120V. Apds a transferéncia, a ligagdo inespecifica de
anticorpos a membrana foi diminuida pela incubagao dessas com solugdo bloqueadora (leite
desnatado 5%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02%) por 2 horas, a temperatura
ambiente sob agitacdo. As membranas foram incubadas com anticorpos especificos (Santa
Cruz Biotechnology), NFkB (sc-372), pNFxB (sc-33039), Stat3 (sc-8019), pStat3 (sc-
8059), Rho (sc-418) e Cdc42(sc-8401) na dilui¢do 1:1000, contra proteinas-alvo
encontrados em solu¢do bloqueadora (com 3% de BSA), por 4 horas, a temperatura
ambiente e, em seguida, lavadas por 30 minutos com a mesma solucao, sem albumina sérica

bovina (BSA). Apos a lavagem as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
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adequado conjugado com peroxidase e, em seguida, incubadas com solucdo contendo
reagentes de quimioluminescéncia. As membranas foram entdo expostas a filmes
fotograficos que foram imediatamente revelados. A intensidade das bandas de
autorradiografia reveladas foi determinada por densitometria Optica. A determinacdo da
expressdo das proteinas foi normalizada por quantificacdo de B-actina (1:10000; Sigma, St.

Louis, EUA, #A3854).
ETAPA 11

3.7 Analise in vitro

Foram utilizadas as células de linhagem C1498 (ATTCC®TIB-49T™) para avaliar
os efeitos da C3G em parametros inflamatorios em especial sobre os processos de migragao

celular.

As células foram devidamente cultivadas em meio DMEM alta glicose 10% e
mantidas em incubadora em uma atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO, a 37°C. Foram
plaqueadas 1x10° células/poco/mL e expostas por 24 horas a C3G em diferentes
concentracdes, € estimuladas ou ndo com 1,25 pg/mL de LPS (Lipopolissacarideo Gram-
negativo, 055:B5, Sigma, St. Louis, EUA). Para escolha da dose de C3G, foi inicialmente
realizada uma curva dose resposta nas concentracoes de 3, 6, 12, 25, 50, 100 ¢ 200 uM (QIN

et al, 2009) e avaliada proliferagdo, ciclo celular e apoptose.

3.7.1 Ensaio de citotoxicidade celular

A citotoxicidade celular foi realizada pela técnica do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio), que avalia a atividade mitocondrial de células
viaveis pela quantificagdao da atividade da desidrogenase. Essa técnica baseia no principio
das células viaveis de reduzirem metabolicamente o sal de MTT por meio da enzima
mitocondrial desidrogenase succinica, em cristais de formazan de cor azul-parpura, que se

acumula no citoplasma celular (MOSMANN, 1983).

Foram plaqueadas 1x106 células/pogco/mL e apds 24 horas de exposi¢ao das células
as diferentes concentragdes de C3G e estimuladas ou ndo com 1,25 pg/mL de LPS, o meio
de cultura foi retirado e adicionado 100uL da solugdo de MTT (Smg/mL em PBS) (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, EUA) por poco da placa e posteriormente incubadas por 2 horas em
atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO2 a 370C. Posteriormente, a solu¢ao de MTT foi
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aspirada e 100uL de isopropanol foi adicionado por pogo para a dissolugdo dos cristais de
formazan. Finalmente, a placa foi incubada 12 horas em temperatura ambiente, ¢ a
absorbancia (570nM) foi medida. A leitura foi realizada no espectrofotdometro Varioskan

LUX Plate Reader (Thermo Scientific™, EUA).
3.7.2 Avaliacao da apoptose por citometria de fluxo.

A avaliacdo da apoptose das células foi realizado apds cultivo com 50uM de C3G e
estimuladas ou ndo com 1,25 ug/mL de LPS, foi realizada pela marcagao das células com
Anexina V- FITC e lodeto de Propidio (PI). As células foram plaqueadas na concentragao
de 1x10° células/pogo/mL e cultivadas 24h em atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO- a
37°C. Apbs 24 horas as células foram removidas centrifugadas e adicionados e no pellet
50 pl de tampao de Anexina V, 3 pL. de Anexina V-FITC (PharmingenBecton Dickinson) e
8 uL de PI (Invitrogen — Molecular Probes). As células ficaram incubadas durante 20 min
protegidas da luz. A aquisi¢io de dados foi realizada por citometria de fluxo (FACScan®,
Becton Dickson, San Jose, EUA). A analise foi realizada de acordo com a % de células
marcadas, com Anexina V-FITC e o PI sendo para um, ou para ambos os marcadores

analisados no programa FlowJo® (Tree Star, Inc, EUA) (RIEGER et al, 2011).
3.7.3 Avaliacao do ciclo celular por citometria de fluxo

Para a avaliacao do ciclo das células apos cultivo com 50[1M de C3G e estimuladas
ou ndo com 1,25 pg/mL de LPS, foram preparadas placas com 1x106 células/poco/mL e
incubadas por24 horas, em atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO: a 37°C. Apos, as
células foram coletadas centrifugadas e ressuspensas em 50ul de PBS e 200ul de etanol 70%,
sendo os tubos mantidos no gelo por 20 minutos. Apos esse periodo as células foram
centrifugadas, desprezado o sobrenadante retirado e no pellet foi adicionado 2,5ul de RNAse
durante 30 minutos a 37° C. Em seguida foram adicionados aos tubos 4ul de iodeto de
propideo por mais 30 minutos. A aquisi¢ao dos dados foi realizada por citometria de fluxo
(FACScan®, Becton Dickson, San Jose, EUA). A andlise se deu pela quantificagdo da
porcentagem das regides GO/G1 e S/G2/M, utilizando o programa FlowJo® (Tree Star, Inc, EUA)

3.8 Dosagem de citocinas

As células C1498 foram plaqueadas na concetragiio de 1x10° células/pogo/mL e

cultivadas em DMEM alta glicose 10%, em atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO: a
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37°C, durante 24h na presenga de S0uM C3G e estimuladas ndo com 1,25 pg/mL de LPS.
A analise quantitativa das citocinas pro e anti-inflamatorias IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-
a, ¢ CCL2, no sobrenadante das células cultivadas foi realizada pelo método de ELISA
(Enzyme Linked ImmnunoSorbent Assay) — kits R&D Systems, seguindo as instru¢des do

fabricante.

3.9. Determinacio da expressao das proteinas NFkB (total e fosforilado) NFkB, STAT-
3, Rac, Rho, CDC42

Uma vez coletado o sobrenadante para dosagem de citocinas, as células também
foram coletadas, lisadas e a expressao do NF«B total e fosforilado, bem como STAT-3, Rac-
I, RhoA e CDC42 foram quantificadas por Western blot. Os anticorpos (Santa Cruz
Biotechnology), utilizados foram, NF«xB (sc-372), p NFxB (sc-33039), Stat3 (sc-8019),
pStat3 (sc-8059), Rac (sc-514583), Rho (sc-418) e Cdc42(sc-8401) na diluicdo 1:1000 e a

metodologia foi realizada como ja descrito no item 4.6.1.
3.10 Ensaios de migracao

As células (C1498) na concentragio de 1 x 10° C1498 foram plaqueadas utilizando
placas de 24 pocos e transwells com poros de 8 pm (Corning, New York, NY, EUA, cat.
353097). As células foram incubadas na parte superior da cacapa com 300 uL de DMEM
sem suplementacdo de soro bovino fetal e na presenca ou auséncia de 50uM C3G.
Adicionalmente, na parte inferior da cacgapa foi adicionado somente meio DMEM ou meio
DMEM com 1,25 pg/mL de LPS, ou meio DMEM 0.1 uM de fMLP (N-formylmethionyl-
leucyl-phenylalanine, Sigma, St. Louis, EUA cat. F3506). As células foram incubadas 6h
em atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO: a 37°C, e apds esse periodo o nimero de
células que migrou da parte superior da cagapa para a parte inferior foi contado

manualmente em camera de Neubauer (SENGER et a/, 2002).
3.11 Analise estatistica

Os dados foram primeiramente submetidos a testes de normalidade aplicando o
teste Kolmogorov-Smimov e classificados em paramétricos € ndo paramétricos. Os
resultados j& obtidos foram apresentados em média e desvio padrao quando classificados
em paramétricos € em mediana e percentil quando classificados como nao paramétricos.

Inicialmente, os dois tempos (A e B) foram avaliados em relagdo ao momento baseline
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por meio do teste ANOVA com pds-teste de multipla comparacao de Holm-Sidak quando
forem classificados como paramétricos e pelo teste de Friedman e pos-teste de multiplas
comparacdes de Dunn quando classificados como nao paramétricos. Para as analises in
vitro na definicao da dose foi utilizado ANOVA de uma via com pods-teste de Dunnet e
nos demais estudos foi utilizado ANOVA de duas vias com pos-teste de Tukey. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05, para um
nivel de significincia de 95%. Os resultados obtidos foram analisados utilizando o

programa GraphPad Prism® (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA).

4. RESULTADOS

ETAPA I

4.1 Avaliacio da Composicao do Suco de Laranja.

Tabela 1 - Parametros de qualidade, fendlicos totais, dcidos organicos e fibra alimentar de
sucos de laranja pasteurizados, cv. Pera e Moro.

Composicao Laranja Pera Laranja Moro
Actcares Soluveis** “conti N
Sacarose 3,00+ 0,33 ,,C,O,n 11}1}2}9210
Frutose 1,21+0,18 2,96 + 0,05
Acucares Soluveis**
Total 5,24 10,52
pH 4,08 £0,00 4,14 £ 0,00
TSS (°Brix) 7,2+0,00 6,5+ 0,00
Fenolicos Totais™* 46,04 + 0,00 45,75 +£ 0,00
Ac,idos Organicos*
Acido Malico 419,16 + 0,20 257,18 £0,04
Acido Succinico 102,98 + 0,00 Nd
Acido Ascorbico 180,00 £ 0,41 353,09 £0,12
Fibra Alimentar®*
Fibra Insoluvel 0,05+ 0,01 0,20 £ 0,04
Fibra Solavel 0,11 +0,00 0,13 +£0,02
Total 0,31 0,18

Valores expressos como média =+ desvio padrdo; nd —nao detectado; *Valores expressos em mg/100
mL; ** valores expressos em g/100 mL.
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4.2 Identificacdo e quantificacio de flavonoides.

Tabela 2 - Contetido de flavonoides no suco de laranjas cv. Pera e cv. Moro.

Compostos Pera Moro
Sobrenadante Pellet Sobrenadante Pellet

Narirutina 1,10+ 0,66 2,79 £ 0,02 2,48 + 0,28 1,71 +
0,96

Hesperidina 3,44+ 2,63 36,09 + 0,20 5,89 + 0,62 30,56 +
13,58

Didimina 0,96 + 0,42 2,08 0,01 0,68 £ 0,16 1,22 +
0,69

Naringina 0,43 £0,33 0,33 +£ 0,01

Naringenina 0,68 +£0,20 0,11 £0,01

Eriocitrina 0,84 £ 0,65

Neohespedina 0,08 £0,11

Hesperitina 0,09 + 0,02

Cianidina-3-O-glicosideo 12,23 £ 1,76

Cianidina-3-O-(6"- 2,89+ 1,14

malonyl glicosideo)

Flavanonas totais 7,53 40,96 9.58 33,49

Antocianinas totais 15,12

Flavonoides totais 48,49 58,19

Valores expressos em mg/100 mL de suco (média =+ desvio padro)

4.3 Dados do estudo

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, nimero do CAAE
69382217.9.0000.5421.

Foram incluidas no estudo 24 voluntarias que se encaixaram nos critérios de inclusao.
ApOs a primeira coleta foram excluidas 13 participantes, por terem feito uso de medicamentos
anti-inflamatorios ou por nao terem aderido adequadamente ao protocolo estabelecido, também
foi excluida uma paciente que apresentou dosagem de hemoglobina abaixo dos valores de

referéncia.

4.4 Antropometria
4.4.1 Peso e Indice de massa corporal (IMC)

O IMC foi realizado para definir o estado nutricional das participantes no baseline
(tempo A), 14 dias apds a suplementacao com 500 ml de suco de laranja Moro (tempo B) e 28
dias apos a intervencao (tempo C). Todas as participantes entraram no estudo classificadas

como sobrepeso (média IMC 28 kg/m?2). No entanto, 2 participantes (18%) terminaram o estudo

35



com diagndstico nutricional de obesidade grau 1 (31,2kg/m2 e 30,2kg/m?2) (figura 5A). O peso
médio no inicio da intervencao (tempo A) foi de 75,09 kg, no tempo B e C foi de 75,54 kg
(figura 5B).

4.4.2 Circunferéncia da cintura (CC) e relacao cintura quadril (RQC)

A circunferéncia da cintura foi realizada para avaliar o acimulo de gordura na regiao
abdominal que ¢ preditora de risco de doengas cardiometabolicas. A medida da RCQ tem o
mesmo objetivo da CC, os valores de referéncia para mulheres sdo 0,80 cm e 88 cm,
respectivamente.

O valor médio da RCQ na populagdo estudada no momento da admissao foi de 0,81 e
ao término do estudo 0,80 (figura 5C). Ja o valor médio da CC na admissdo no estudo foi de
89,93 cm e ao término 88,09cm (figura 5D). Nao houve diferenca estatistica entre os trés tempos

em nenhum destes parametros.

B
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Figura 5 — Resultados antropométricos (n=11); IMC - indice de massa corporal kg/m? (5A);
Peso em kg (5B); RCQ — relacdo cintura quadril em cm (5C); CC — circunferéncia da cintura
em cm (5D). Resultados expressos em média + desvio padrao.
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4.5 Avaliacido bioquimica

A avaliagdo bioquimica das 11 amostras foi realizada nos trés tempos de A, B ¢ C
considerando os seguintes parametros: lipoproteinas (figura 6), enzimas hepaticas (figura 7),
glicemia, progesterona, marcadores de formagao de fibrina (figura 8), marcadores de funcao
renal, ureia e creatinina (figura 9), proteina C reativa e eletrélitos (figura 10), sendo que dentre

todos as dosagens realizadas ndo foi encontrada diferengas estatisticamente significativas entre

os tempos estudados.

A Colesterol B HDLc
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Figura 6 — Resultados nos diferentes tempos avaliados (n=11) de colesterol total mg/dl (6A);
lipoproteina de alta densidade — HDL mg/dl (6B); lipoproteina de baixa densidade — LDL mg/dl
(60); e triglicérides — TG mg/dl (6D). Resultados expressos em box plot (A linha horizontal

representa a mediana, a caixa engloba o percentil 25 a 75 e as barras de erro abrangem o
percentil 10 a 90).
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Figura 7 — Resultados nos diferentes tempos avaliados (n=11) de Amilase (7A); Alanina

aminotransferase

- ALT (7B); Aspartato aminotransferase — AST (7C);

e Gama

glutamiltransferase (7D). Resultados expressos em box plot (A linha horizontal representa a
mediana, a caixa engloba o percentil 25 a 75 e as barras de erro abrangem o percentil 10 a 90).
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Figura 8 — Resultados nos diferentes tempos avaliados (n=11) de Glicemia mg/dl (8A);
Progesterona mg/dl (8B); e marcadores de formacdo de fibrina: D-dimero ng/dl (8C) e
fibrinogénio mg/dl (8D). Resultados expressos em box plot (A linha horizontal representa a
mediana, a caixa engloba o percentil 25 a 75 e as barras de erro abrangem o percentil 10 a 90).
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Figura 9 — Resultados nos diferentes tempos avaliados (n=11) de Ureia mg/dl (9A) e Creatinina
mg/dl (9B). Resultados expressos em box plot (A linha horizontal representa a mediana, a caixa
engloba o percentil 25 a 75 e as barras de erro abrangem o percentil 10 a 90).
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Figura 10 — Resultados nos diferentes tempos avaliados (n=11) dos eletrolitos: Célcio mg/dl
(10A), Magnésio mg/dl (10B), Sédio mmol/litro (10C), Potassio mmol/litro (10D) e Cloro
mmol/litro (10E); e Proteina C reativa pg/dl (PCR) (10F) Resultados expressos em box plot (A
linha horizontal representa a mediana, a caixa engloba o percentil 25 a 75 e as barras de erro
abrangem o percentil 10 a 90).

4.6 Hemograma
As amostras de sangue periférico foram coletadas no trés tempos avaliados e nao houve

diferenca significativa em nenhum dos parametros avaliados, conforme mostra a figura a seguir.
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Figura 11 — Resultados nos diferentes tempos avaliados (n=11) de RCB 10%m? (11A),
Hemoglobina g/dl (11B), Hematdcrito % (11C), Plaquetas 10*/m?® (11D), WBC 10%*/m? (11E),
Bastonetes % (11F), Segmentados % (11G), Eosinofilos % (11H), Basofilos % (11I), Linfocitos
% (11J). Resultados expressos em média + desvio padrao.

4.7 Interleucinas e moléculas de adesao (ICAM e VCAM)
A avaliacdo sérica das interleucinas IL-6, IL-10 ¢ TNF-a e das moléculas de adesao
ICAM e VCAM esta demonstrada nas figuras 12 e 13. Em todos os parametros avaliados nao

foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os tempos estudados.
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Figura 12 — Resultados dos valores séricos nos diferentes tempos avaliados (n=11) das
Interleucinas — IL-6 (12A), IL-10 (12B) e TNF-alfa (12C). Resultados expressos em box plot
(A linha horizontal representa a mediana, a caixa engloba o percentil 25 a 75 e as barras de erro
abrangem o percentil 10 a 90).
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Figura 13 — Resultados dos valores séricos nos diferentes tempos avaliados (n=11) das
moléculas de adesao ICAM (13A) e VCAM (13B). Resultados expressos em box plot (A linha
horizontal representa a mediana, a caixa engloba o percentil 25 a 75 e as barras de erro abrangem
o percentil 10 a 90).

4.8 Western blot (WB)

As analises da expressdo proteica dos fatores de transcrigdo NF«B total e fosforilado,
STATS-3 total e fosforilado, bem como as proteinas de migracao celular CDC42 e Rho, também

nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os tempos estudados.
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Figura 14 — Resultados do WB nos diferentes tempos avaliados (n=5) da relagao da expressao
total e fosforilada de NFxB (14A) e STAT 3 (14B). E expressao das proteinas CDC42 (14C) e
Rho (14D). Foto representativa das analises das membranas de Western Blot (14E). Resultados
expressos em box plot (A linha horizontal representa a mediana, a caixa engloba o percentil 25
a 75 e as barras de erro abrangem o percentil 10 a 90).

4.9 Citometria de fluxo
4.9.1 Imunofenotipagem leucocitaria

Com a finalidade de caracterizar as células foram selecionados os marcadores CD4",
CDS8", CD14, importantes para o sistema imune e CD11b ¢ CDI18, ambos participantes do

processo de migracao celular.

Os histogramas foram obtidos por meio da citometria de fluxo e os resultados ¢ a
estratégia de analise estdo apresentados na figura 15. Os resultados apresentados nas figuras 16
e 17 demonstram que nesses parametros também nao foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas entre os tempos estudados.
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Figura 15 — Valores referentes a marcagéo fenotipica. FSC X SSC (A), (C) e (D); CD4" ¢ CD8"
(B); CD11b e CD18 (E). Estratégia de analise.
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Figura 16 — Resultados nos diferentes tempos avaliados (n=6) referentes a média + desvio
padrio da porcentagem da marcagio fenotipica CD4" (A), CD8" (B), razdo CD4"/CD8" (C) ¢
MFI de CD4" (D) e CD8" (E).
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Figura 16 - Resultados nos diferentes tempos avaliados (n=6) referentes a média = desvio
padrao da MFI de CD14 (A), CD11 (B) e CD18 (C).

ETAPA 11
5 Analise in vitro
5.1 Ensaio de proliferacao celular

A escolha da dose de C3G, foi realizada apds anélise da curva dose resposta as

concentracdes de 3, 6, 12, 25, 50, 100 e 200 uM (QIN et al, 2009) pela técnica do MTT.

Dessa forma, a citotoxicidade celular foi analisada pelo ensaio calorimétrico MTT,
onde células viaveis apresentam coloracao roxa e células ndo vidveis ndo coram. Isso € resultado
da conversdao do sal MTT [3-(4,5-dimetiltiazol- -2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina] em
formazan, substancia de cor roxa. Essa conversido acontece na membrana interna da mitocondria
que o formazan nao atravessa ficando retido dentro das células vivas (FOTAKIS; TIMBRELL,
20006).

O resultado do ensaio do MTT, realizado com as concentragdes propostas neste
trabalho para a C3G esta apresentado na figura 18. As células cultivadas, tanto estimulados
ou nao com LPS, mostraram aumento significativo de citotoxicidade quando foram
cultivadas com dose de C3G acima de 100 uM. Concentracdes entre 3 ¢ 50 uM nao
ocasionaram aumento da citotoxicidade No entanto, a concentragdo de 50 uM foi escolhida
para os demais experimentos, uma vez que essa dose nao apresentou diferencgas estatistica

em relacdo as células cultivadas na auséncia de C3G (figura 18)
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Figura 18 — Avaliacao da citotoxicidade celular para defini¢ao da dose de cianidina 3
glicosideo. As células foram cultivadas na auséncia ou presenga de 1,25ug/mL de LPS.
Os resultados foram expressos em média = desvio padrdo da média. Resultado
representativo de 9 ensaios independentes. * representa diferenca estatistica significativa
para p-valor < 0,05, ** para p-valor < 0,01 e *** para p-valor < 0,001.

5.2 Avaliacao da apoptose por citometria de fluxo.
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As células foram tratadas com 50 uM de C3G, estimuladas ou ndo com LPS e
posteriormente realizada a citometria para avaliagcdo da viabilidade e apoptose. A figura 18
A-D representa as estratégias de analise e confirmam que a concentracao de 50 uM de
cianidina ndo altera a viabilidade celular, porém células estimuladas com LPS apresentaram

de maneira significativa diminuicao da viabilidade celular (figura 19E).
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Viabilidade Apoptose

Figura 19 - Representacdo (A-D) dos grupos analisados referente a andlise da viabilidade e
apoptose celular apresentado em Dot plot com marcacao de PI (Iodeto de Propidio) e Anexina
V. Q1: Apoptose; Q2: Apoptose tardia; Q3:Necrose; Q4: Vidveis. Resultado representativo de
6 ensaios independentes. Os resultados foram expressos em média + desvio padrao da média
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da porcentagem de células em apoptose e de células viaveis (E) * representa diferenca estatistica
significativa para p-valor < 0,05 e ** para p-valor < 0,01.

5.3 Avaliacao do ciclo celular por citometria de fluxo

O ciclo celular, foi avaliado em células C1498 tratadas com 50 uM, de C3Ga e
estimuladas ou ndo com LPS. A analise foi realizada quantificando-se a porcentagem das
regioes GO/G1 e S/G2/M. Os resultados mostraram que nenhum dos grupos estudados
apresentaram diferengas significativas no ciclo celular, confirmando que a dose escolhida
poderia ser utilizada nos experimentos subsequentes (figura 20).
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Figura 20 - Representacdo dos histogramas (A-D) dos grupos analisados, referente ao ciclo
celular. Avaliagao do Ciclo Celular pela quantificagao das regioes GO/G1 e S/G2/M. Resultado
representativo de 6 ensaios independentes. Os resultados foram expressos em média = desvio
padrao da média da porcentagem de células nas fases GO/G1 e S/G2/M (E).

5.4 Dosagem de citocinas
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Uma vez definida e confirmada a dose de 50 uM de C3Ga ser utilizada, as
células foram cultivadas na presenca e auséncia de cianidina e estimuladas ou ndo com LPS,
com o objetivo de avaliar a capacidade da cianidina em modular a sintese de importantes

citocinas com acao inflamatoria.

Dentre os resultados obtidos, inicialmente observamos que a cianidina, per si,
nao foi capaz de modular as citocinas estudadas (IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e CCL2)
(Figura 21 A-F). Entretanto, quando comparado o grupo controle com o grupo LPS as
concentracdes de IL-6, IL-8, TNF-a e CCL2 (figura 20 A, B, C ¢ E) tiveram um aumento
significativo. Adicionalmente, observamos que cé¢lulas estimuladas com LPS e comparadas
com c¢lulas estimuladas com LPS na presenca de cianidina apresentaram diferencas estatisticas
significativas em relacao a producao IL-8, TNF-o e CCL2 (figura 20 B, C ¢ E), demonstrando
que a cianidina ¢ capaz de atenuar a produgdo dessas citocinas quando a célula ¢ estimulada
com LPS. Outro ponto interessante foi que células estimuladas com LPS na presenca de
cianidina apresentaram maior capacidade de producao de IL-10 (figura 20 D). Em relagdo a

produgdo de IL-1p ndo observamos diferencgas estatisticas entre os grupos estudados (figura 20

F).
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Figura 20 - Quantificagdo de citocinas nas células C1498 tratadas com e sem 50 uM de
cianidina e estimuladas ou ndo com LPS (n=6). Resultados da quantificacao de IL-6 (A), TNF-
a (B), IL-8 (C), IL-10 (D), CCL2 (E) e IL-1p (F), expressos em box plot (A linha horizontal
representa a mediana, a caixa engloba o percentil 25 a 75 e as barras de erro abrangem o
percentil 10 a 90). * representa diferenca estatistica significativa para p-valor < 0,05, ** para
p-valor < 0,01, *** para p-valor < 0,001 e **** para p-valor < 0,0001.

5.5 Determinaciio da expressao das proteinas NFkB (total e fosforilado) NFxB, STAT-
3, Rac, Rho, CDC42

A expressdo das proteinas envolvidas na resposta inflamatéria NFkB ¢ STAT-3
(Figura 21 A-C) também foram avaliadas nas células C1498, bem como a expressao das
proteinas envolvidas na migragao celular Rac, Rho e CDC42 (figura 22 A-F). Os resultados
demonstram que a expressao da relagdo p-NF«B/NF«B ¢ atenuada na presenga de cianidina
em células que foram estimuladas com LPS (figura 21A) e que a cianidina per si ndo altera
a expressdo de NFkB (figura 21A). Entretanto, em relagdo a expressao da p-STAT3/STAT3
o LPS aumenta sua expressdo, embora a andlise estatistica ndo demonstrou diferencas
significativas quando comparado o grupo LPS com o grupo LPS + cianidina, apesar de uma

tendéncia de reducdo da expressao (Figura 21 B).
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Figura 21 — Quantificacdo da expressdo de NFxB e STAT-3 nas células C1498 tratadas com
e sem 50 pM de cianidina e estimuladas ou ndo com LPS (n=6). Foto representativa das
analises das membranas de Western Blot (A). Resultado representativo de 6 ensaios
independentes. Resultados expressos em média + desvio padrao da média da expressao da
razdo p-NF«xB/NF«B (B) e da razdo pSTAT3/STAT3 (C)). * representa diferenca estatistica
significativa para p-valor < 0,05, *** para p-valor < 0,001 e **** para p-valor < 0,0001.

Diferentemente do que observamos com a expressao dos fatores de transcrigdo NF-
kB e STAT-3, ndo observamos diferencas estatisticamente significativa entre os grupos
estudados em relagdo a expressao de Rac-1 e CDC42 (Figura 22 A e C, respectivamente).
Entretanto a analise da expressio de RhoA (figura 22E) apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando comparado o grupo controle € o grupo LPS, embora

nao tenhamos observado a¢do da cianidina nesses parametros avaliados.
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Figura 22 — Quantificacao da expressao de Rac-1 (A e B), CDC42 (C e D) e RhoA (E e F)
nas células C1498 tratadas com e sem 50 pM de cianidina e estimuladas ou ndo com LPS
(n=6). Foto representativa das analises das membranas de Western Blot (B, D ¢ E).
Resultado representativo de 6 ensaios independentes. Resultados expressos em média +
desvio padrao da média. * representa diferenca estatistica significativa para p-valor < 0,05.

5.6 Efeito da cianidina 3 glicosideo sobre a migracao de células C1498

Para avaliar a capacidade da cianidina modular a migracao celular as células C1498

foram cultivadas na presenga de 50 uM de C3Ge estimuladas com LPS ou fMLP. A figura
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23 ilustra os resultados obtidos, onde nao observamos alteracdo na migracao relativa das
células quando estimuladas apenas com LPS, independente do tratamento com cianidina.
No entanto, quando as células foram estimuladas com fMLP, observamos aumento da taxa

de migracao celular e que a cianidina foi capaz de atenuar este aumento.
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Figura 23 - Efeitos da cianidina 3 glicosideo sobre a capacidade de migragdo de células
C1498 e estimuladas ou ndao com LPS ou fMLP. Resultado representativo de 4 ensaios
independentes. Resultados expressos em média + desvio padrao da média. * representa
diferenca estatistica significativa para p-valor < 0,05.
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6. DISCUSSAO

Modificag¢des dietéticas e no estilo de vida tém sido descritas como principais
estratégias para diminuir o risco de doencas cardiovasculares (DCV), principal causa de morte
no mundo. Grande parte desses estudos avaliam a associagdo entre nutrientes especificos e o
risco de DCV. No entanto, nutrientes nao sao consumidos isoladamente, mas em combinagdes

que podem modificar a agdo em cada individuo (SHAN et al, 2020).

Historicamente temos acompanhado uma mudanca das diretrizes alimentares que vém
tirando o foco dos nutrientes e enfatizando o padrao alimentar como potencial promotor de
saude. Grandes coortes relataram a associagdo inversa entre dieta saudavel e o risco de DCV e
algumas modificacdes sdo pontuadas como essenciais para uma alimentagdo saudavel em
determinados grupos populacionais (SHAN et al, 2020). Maior consumo de alimentos
saudaveis e limitada ingestdo de alimentos nao saudéveis, sdo habitos intrinsecos de regides
como o mediterraneo e sdo projetados para reducdao do risco de doencas como hipertensao,
conhecida como dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) e para diminuir o
risco de neurodegeneragao, como a dieta MIND (CENA e CALDER, 2020).

E consenso que um padrio alimentar com maior consumo de frutas e vegetais frescos,
graos integrais, sementes € oleaginosas ¢ menor consumo de alimentos de origem animal
especialmente as carnes gordurosas e processadas, reduzem o risco de doengas cronicas nao
transmissiveis, doengas cardiovasculares e cancer (SHAN et al, 2020; CENA e CALDER,
2020; BRASIL, 2014; USDA, 2015).

Estudos apoiam que os beneficios das frutas e vegetais podem ter origem em
compostos bioativos, os flavonoides, em especial a subclasse das antocianinas (CASSIDY,
2017). Estudos epidemioldgicos, in vitro € in vivo demonstraram relacao entre o consumo de
antocianinas e atividade anti-obesogénica, anti-inflamatéria e a melhora dos marcadores de

risco cardiovascular (CLARO et al, 2015; BILLINGSLEY et al, 2018; WALLACE et al, 2016)

As antocianinas sao flavonoides, pigmentos polifenolicos soluveis em agua da dieta,
responsaveis pela pigmentacao de alimentos como ameixas pretas, amoras, mirtilos, uvas,
laranja sanguinea, o arroz vermelho e o preto. Fatores ambientais como temperatura, luz e pH
podem alterar os niveis de antocianina dos alimentos. O consumo diario varia com a regiao,

clima e estilo de vida, como demonstrado pelo EPIC (European Prospective Investigation into
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Cancer and Nutrition) ap6s coletar dados de 27 centros em 10 paises europeus. Neste estudo, a

Italia foi o maior consumidor de antocianinas (ZAMORA-ROS et al, 2011).

Na revisao de YILDIZ et al. (2021) a interacdo entre as antocianinas e a obesidade
se apresenta de quatro diferentes formas: (i) inibi¢ao da lipase pancredtica: estudos mostraram
que o consumo de antocianinas inibe a acao da lipase, diminuindo a absor¢ao da gordura da
dieta, diminuindo o risco de obesidade; (i) regulacao da lipolise e lipogénese — regulacao no
perfil da composi¢ao de gordura corporal; (iii) ativacdo da proteina AMPK — enzima que
aumenta o gasto energético estimulando a oxidacao de 4cidos graxos e a biogénese mitocondrial
— inibe o metabolismo lipidico, previne a sintese de triglicerideos, aumenta a sintese de
adiponectica e leptina; (iv) no controle de horménios da digestao (leptina, insulina, grelina,
colecistoquinina, GIP e GLP-1) que sdo responsaveis pela fome e saciedade. Além disso, os
autores relataram um efeito indireto na diminui¢do do risco de obesidade pelo consumo de
antocianinas por meio de um efeito prebidtico. Assim, um efeito sinérgico de todas essas
atividades pode justificar a relagdo feita entre o consumo de alimentos fontes de antocianinas e

a saude.

Interagdes entre o consumo de antocianinas, o metabolismo lipidico e seus resultados
na saude cardiovascular sdo alvos de diversos estudos in vitro, em ensaios clinicos € em testes
com animais. Nijveldt et al. (2001) e Stringheta et al. (2010) j& relataram que seu consumo
estaria associado a inibi¢do da oxidagdo do LDL, a diminui¢ao da agregacao plaquetaria e a

melhora do estado inflamatorio.

No estudo de Gongalves e César (2013) com pacientes diagnosticados com hepatite
C cronica, ap6s a suplementacdo de 500 ml de suco de laranja vermelha por 14 dias, também
ndo foi observado alteragdo no peso e na porcentagem de gordura corporal total, mas houve
uma reducao significativa na circunferéncia da cintura. Além disso, eles observaram redugao
no colesterol total, LDL, TG e PCR, bem como nas enzimas hepaticas ALT, AST ¢ GamaGT
para os individuos que tinham niveis alterados antes da suplementagao, mostrando um potencial

efeito coadjuvante do suco no tratamento da doenca.

Aviram et al. (2004) investigaram o efeito do suco de roma (rico em taninos e
antocianinas) em pacientes com aterosclerose carotidea por 3 anos. Apos um ano, observaram
uma reducao significativa na espessura da camada intima média da carotica, na pressao sistolica

e na oxidagdo do LDL. Nao houve diferenca significativa no HDL, LDL, colesterol total e
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glicemia e alguns pacientes apresentaram um aumento de TG (16%) e VLDL, porém ainda
dentro dos parametros de referéncia. Apds 3 anos, os resultados ndo demonstraram tantas

alteragdes como no primeiro ano.

Wallace et al. (2016) fizeram uma revisao sistematica sobre as antocianinas € 0s
marcadores de doenca cardiovascular. Em relacdo aos triglicerideos, encontraram 9 estudos que
compararam a suplementacao com antocianinas ¢ a diminuic¢ao da trigliceridemia e, apenas 2
foram estatisticamente significativos, ambos eram pacientes com hipertrigliceridemia. Da
mesma forma, a maioria dos estudos que mostraram diminuic¢ao nos niveis de LDL ou aumento

do HDL foi conduzida em pacientes com dislipidemia.

Azzini et al. (2017) realizaram uma interven¢ao mais prolongada do que no presente
estudo, 12 semanas, com 500ml de suco de laranja vermelha, sendo 250ml, 2 vezes ao dia, em
mulheres em sobrepeso € obesidade e também ndo conseguiram observar alteracdes na
composi¢do corporal, na resisténcia a insulina e nos parametros bioquimicos como LDL, HDL,

TG, colesterol total, vitaminas A, C e E.

Santana et al. (2022) suplementaram mulheres obesas com resisténcia a insulina por
15 dias, com 400ml por dia de laranja Pera e laranja Moro com intervalo de 40 dias entre uma
e outra intervencao. Eles observaram que as voluntarias apresentavam alteracdes na microbiota
que foi modulada pela ingestao dos dois sucos. O consumo também teve uma agao positiva nos

lipideos plasmaticas e nos biomarcadores de estresse oxidativo nestas mulheres.

Karlsen et al. (2007) suplementaram 118 individuos saudaveis com 300mg de
antocianinas em capsulas por 3 semanas e avaliaram marcadores de inflamacao, comparando
com o grupo placebo. Comparado com o baseline os pacientes tiveram reducao significativa
das concentragdes plasmaticas de interleucinas (IL-8 e IFNa), bem como nas interleucinas IL-
4 e IL-13 embora nao tenha sido estatisticamente significativo. Em paralelo, fizeram um
experimento in vitro com mondcitos e observaram a inibi¢ao da ativacao do NFxB apos incubar
com antocianina, contudo também nao encontraram diferenga significativa na PCR e nos

lipidios plasmaticos.

Em muitos estudos a supressao de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e

moléculas de adesdo foi associada a inibi¢do da ativacdo do NFkB (WALLACE et al, 2016;
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TSAKIROGLOU et al, 2019). Porém no presente estudo, in vivo, ndo observamos alteracao na

expressao de NFxB.

Li et al (2019) também descreveram os potentes efeitos das antocianinas na saude e
seus mecanismos moleculares. Enfatizaram a sua agdo anti-carcinogénica, anti-inflamatoria,
neuroprotetora, na diminuig¢do do risco de doencgas cardiovasculares, por agir no metabolismo
dos lipideos, melhorar a resisténcia a insulina e o metabolismo dos carboidratos,
proporcionando também atividade antidiabetes e antiobesidade. Varias vias de sinalizagdo estao
incluidas nesses beneficios, como a MAPK, NFxB, AMPK ¢ Wnt/b-catenina, além de
processos como ciclo celular, apoptose, bioquimico e metabolico. Todos sdo potenciais alvos
de estratégias terapéuticas. No entanto, segundo os autores, a atividade biologica dos
metabolitos de antocianinas ainda precisa ser mais bem elucidada, visto que sao absorvidas e
transportadas em humanos como metabolitos. A baixa biodisponibilidade das antocianinas
parece ser um obstaculo importante para se alcangar os resultados esperados e abordagens em

melhoré-la parece ser promissor, como alguns estudos sugerem o uso da nanotecnologia.

Yildiz et al (2021) consideram que duas definigdes sdo importantes quanto se deseja
estudar a acao das antocianinas no corpo: biodisponibilidade e bioacessibilidade. Segundo eles,
a biodisponibilidade ¢ um termo que pode ser expresso como a quantidade antioxidante com
impacto biologico, disponivel no sangue e na urina, apds a absorcdo intestinal. Ja a
bioacessibilidade ¢ uma medida que resulta de estudos in vitro que mostra o impacto potencial
dos antioxidantes contra as doengas. Tanto uma quanto a outra, para provocar mudancas
corporais dependem de diversos fatores, como a natureza do composto estudado, a matriz
alimentar, interacdo com compostos, quantidade consumida, fatores bioldgicos relacionados ao

hospedeiro, fatores que afetam sua absor¢ao e as condigdes intestinais.

Segundo Unamuno et al. (2018), inimeras pesquisam ligam a inflamag¢ao com
doencas metabdlicas se concentrando no sistema imunoldgico inato. Esse sistema compreende
células de linhagem mieldide sendo monocitos € macrdéfagos as mais representativas. Outras
células também estdo envolvidas na infiltracdo/ inflamagdo do tecido adiposo, principalmente

abdominal e dentre elas os neutrofilos, associadas a inflamagao cronica e resisténcia a insulina.

A funcdo imune adaptativa por meio dos linfocitos T e B, juntamente com os
macrofagos estdo presentes ao redor dos adipdcitos e a ativagao dos macrofagos por essas

células foi descrita. Células T CD4" e T CDS8" constituem a maioria dos linfocitos T no tecido
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adiposo, sendo classificadas como T helper 1 e 2 e em um subgrupo T helper 17 e T regulador
(Treg). Thl e Th17 estimulam a producdo de IFNy e IL17 que ativam macrofagos (M1) pro-
inflamatorios e estes liberam IL6 e TNFa (UNAMUNO et al, 2018).

O aumento do peso em mulheres foi associado foi associado a maiores contagens de
CD4" e CD8" (WOMACK, et al, 2007). A infiltragdo de células T CD8" é considerado um
evento inicial durante o desenvolvimento da obesidade, tem papel como mediador de disfungao
metabodlica sistémica, além de permitir o recrutamento e diferenciacdo dos macrdéfagos

(NISHIMURA et al, 2009).

Os sinais que regulam o recrutamento de macrofagos para o tecido adiposo tém sido
estudados e a secrecao de MCP-1 e a ativacao de padrao de receptores de reconhecimento (PRR)
tém sido propostos. O CD14 junto com o TLR4 e MD-2 forma um complexo multireceptor que
reconhece LPS na membrana da célula, ¢ um PRR que também favorece a producao de citocinas

dependente de NFxB (WU et al, 2019; ZANONI I. e GRANUCCI F., 2013).

Em um estudo in vitro com células de esplendcitos de modelo de camundongos com
diabetes mellitus, tratadas com extrato de arroz preto, que € rico em antocianina, especialmente
C3G@, os autores observaram atividade anti-inflamatoria pela diminui¢ao da atividade do NFxB
em células T CD4", CD8", diminuig¢do da produgdo de TNF-o, por células T CD4" e diminuigio
da produgao de IL-6 e IFN-y por macrofagos. A via NFxB ¢ considerada inflamatéria porque

ela promove a expressao de genes pro-inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas e

moléculas de adesao (HARTATI et al. 2017).

Panchal et al. (2022) descreveu, resumidamente, os potenciais efeitos das
antocianinas: influéncia na microbiota intestinal, diminui¢do do estresse oxidativo, diminui¢cao
da inflamacdo e aumento do neuropeptideo IGF1, que tem um papel na maturacdo e
desenvolvimento do cérebro. Segundo os autores, existem muitos mecanismos pelos quais as
antocianinas regulam a inflamagao e a inibicao da via NFxB ¢ um deles. Como demonstraram
Capetini et al. (2023) ao observar que o consumo de 500ml de suco de laranja Moro induziu a
menor expressao da proteina NFkB em células mononucleares, de mulheres em sobrepeso.
Além de modular a expressao de miRNAs plasmaticos relacionados ao controle da expressao
das proteinas das vias de sinalizacio MAPK e NF«kB, podendo fazer parte de um controle

precoce da via de sinalizacdo inflamatoria.
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No presente estudo, in vivo, ndo foi observado diferencas na expressio de CD4",
CD8", CDI14, CDI11 e CD18. Da mesma forma, a expressio do NF«B total e fosforilado, STAT

3 total e fosforilado, CDC 42 e Rho nao teve alteragdo significativa apds a ingestao do suco.

Em contrapartida, resultados in vitro deste estudo corroboram com achados
anteriores, onde ap6s sofrerem um estimulo com LPS, que leva a uma condi¢ao de inflamagao
caracterizada pelo aumento da expressao das proteinas de inflamagdo NFxB e STAT 3, a
presenca de C3G levou a uma diminuicao significativa da expressao das citocinas 1L-6, IL-8,
TNF-a, IL-10 e CCL2. Semelhante a Hartati et al. (2017), cujas respostas s6 foram observadas
nas células em condi¢des inflamatorias e as concentragcdes das interleucinas foram
significativamente diminuidas, também nao retornando a concentracdo inicial das células

controle, sem estimulo inflamatorio.

Tan et al. (2021) também demonstraram que um complexo contendo C3G e pectina
de berries ¢ capaz de provocar efeitos positivos em células Caco-2 induzidas por LPS, sendo
um destes efeitos a redugdo na producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), pela redugdo
da expressao de IL1-p, TNF-a e IL-8, bem como a diminui¢do da expressao de mRNA da IL-
10.

Comportamento semelhante foi visto neste estudo, quando analisada, principalmente,
a expressao de NFkB, onde a presenca de C3G levou a uma diminui¢do significativa de sua
fosforilagdo, ou seja, a atividade induzida pelo LPS foi diminuida pela presenca da C3G. A via
NF«B tem um importante papel em desencadear e regular processos inflamatérios. E extensivo
o numero de pesquisas buscando esclarecer a acdo dos compostos bioativos e sua regulacao. O
fator de transcricdo NF«B existe em um estado inativo no citosol por ligacao do kB, apds a sua
ativacdo e translocacdo para o nucleo, induz a expressao de genes envolvidos nos processos
inflamatoérios, levando a producdo de citocinas e enzimas inflamatorias (LI at. Al, 2017).
Corroborando com nossos resultados, Taverniti et al. (2014) utilizaram extratos ricos de
antocianinas de mirtilo em células Caco-2 induzidas com IL-1 e demonstraram a redugdo da
expressao de NFxB. De igual modo, Miyake et al. (2012) em um modelo de rato com
inflamacao na retina, também encontrou diminuicao da expressao de NF«kB fosforilado, STAT-

3 e IL-6 apos o tratamento com extrato de antocianinas.

Quando analisadas as proteinas de migragao celular Rho, Rac e CDC42, nas células

tradadas com C3G e LPS, ndo foram encontradas diferencas significativas. Contrapondo-se aos
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resultados encontrados por Tsakiroglou et al. (2019), que ao expor células HUVECs a
antocianinas, documentaram um aumento na expressao de Racl e RhoA apo6s 2 horas, que foi
significativamente reduzida em concentragdes maiores que 60 pg/ml, mostrando a sua

capacidade de modular células endoteliais.

As células entram em estresse por diversas alteragoes, entre elas, por formagdo de
espécies reativas de oxigénio, que impulsionam o remodelamento do citoesqueleto, que possui
diversos mecanismos de regulagdo, como a familia das proteinas GTPases (Rho, RAC e
CDC42) (FONSECA, 2017). Neste ambiente a C3G pode controlar significativamente a
migracao celular, como observado em nossos resultados, principalmente quando desafiadas

com fMLP.

As respostas imunologicas eficientes sdo dependentes da capacidade da célula
migrar. Esse processo ¢ regulado por quimiocinas, integrinas, moléculas de adesdo, como ja
descrito anteriormente. No entanto, a migragdo celular também ¢ essencial no processo de
metastases de células malignas de tumor primario. As proteinas da familia Rho estdo envolvidas
na migragao de células e tém um potencial papel nas metéstases. Su et al. (2018) demonstraram
que as antocianinas podem atenuar o processo de metastase de melanomas in vivo e in vitro,
sendo um dos caminhos a supressdo da expressdao de proteinas RhoA, Ras, Racl, CDC42 ¢ a

supressao da ativacdo do NFxB.

De forma geral, ha muitos beneficios no consumo de antocianinas ja descritos, como
sua capacidade antioxidante, capacidade de prevenir e até ser coadjuvante no tratamento de
doengas como Alzheimer, diabetes, disfuncdo endotelial, doencas cardiovasculares e cancer.
No entanto, um aprofundamento do conhecimento dos seus mecanismos de acdo e de seus
metabolitos, ainda se faz necessario para entender o seu potencial para prevenir doengas € o seu

potencial terapéutico (LI et al. 2017; SALEHI et al. 2020).
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6. CONCLUSAO

Nossos dados in vivo ndo apoiam as evidéncias que o consumo do suco de laranja
Moro possa atenuar a inflamagao sist€émica decorrente do excesso de peso em mulheres. No
entanto, in vitro, a C3G se mostra capaz de modular a inflamacao, pelo controle da expressao
da proteina NFkB apos estimulo com LPS. E da mesma forma, ¢ capaz de modular a migragao
celular apds estimulo com quimioatraente. Estes achados podem descrever alguns dos
mecanismos pelos quais as antocianinas sao consideradas anti-inflamatorias, sugerindo novas

abordagens que possam ser promissoras em seu uso como um potencial agente terapéutico.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: Efeito da ingestio do suco de laranja Moro sobre a migracio de
leucdocitos em mulheres com sobrepeso. Participacdo da cianidina 3 glicosideo como
potencial modulador do perfil inflamatorio e da migracao celular

INTRODUCAO

Estudos cientificos sugerem que o excesso de gordura corporal pode ocasionar um
estado cronico inflamatdrio, podendo alterar o perfil lipidico e a concentragdo sanguinea de
alguns marcadores inflamatorios. Sabe-se hoje, que a inflamacao ¢ um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento do diabete e das doencas cardiovasculares. A proposta deste
estudo ¢ avaliar se o suco de laranja Moro tem a capacidade de atenuar a resposta inflamatéria

gerada pelo excesso de gordura corporal.

COMO E O ESTUDO?

O participante do estudo consumira, no periodo de 4 semanas, 500 mL por dia de suco
de laranja Moro. A quantidade total de garrafas do suco a serem consumidas durante todo o
periodo de intervencao sera fornecida aos participantes pelos pesquisadores apos a assinatura
deste termo. A entrega em domicilio serd totalmente custeada pela pesquisa. Durante o estudo,
havera trés coletas de sangue sendo a primeira antes da intervengdo e as demais apos 2 e 4
semanas do consumo do suco de laranja Moro. O volume de sangue coletado em cada
momento sera de 30 mL, o qual sera utilizado para avaliar a concentragao de glicose, insulina,
perfil lipidico, leptina, adiponectina, lipopolissacarideos (LPS) e seus ligantes LBP e sCD14,
biomarcadores inflamatdrios e estresse oxidativo, bem como avaliar, de microRNAs e
proteinas envolvidos na inflamagao oriundos do plasma e de leucocitos. No primeiro e ultimo
dia do protocolo do estudo, o participante devera responder um questionario de frequéncia
alimentar elaborado pelos pesquisadores, bem como, permitir a afericdio do peso,

circunferéncia da cintura e pressao arterial.

OUTRAS INFORMACOES
O participante nao terda nenhum custo por participar da pesquisa.
O tunico risco durante a participagdo deste estudo ¢ a dor da picada da agulha para

coleta do sangue. Esta picada sera realizada uma tnica vez em cada momento. Caso o senhor
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tenha algum problema em decorréncia da coleta do sangue, os enfermeiros e técnicos do
Centro de Saude Escola Geraldo de Paula de Souza estarao a disposi¢do para ajuda-lo no que
for preciso. Sua participagdo ¢ 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 sera

preservada.

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

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

e Prof. Dr. Ricardo Ambroésio Fock — Investigador Associado: fone (11-
3091-3639).

e Luciene Assaf de Matos - aluna de doutorado da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP: fone (11-3091-3639)

e 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 Publica da USP é das 8 h
as 12 h.

O Comité de Etica em Pesquisa ¢ 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 praticas que envolvam
intervengdes com seres humanos, de modo a garantir e resguardar a integridade e os direitos

dos sujeitos da pesquisa.

COMO PARTICIPAR?

A participagdo neste estudo ¢ inteiramente voluntaria. 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 copias. Uma fica com o participante e a

outra fica com o responsavel pela pesquisa.
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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

necessarios para compreender o estudo e tive tempo suficiente para decidir minha participacao

no estudo.

Nome

Completo do Participante:

Assinatura

do Participante:

Data:

/

Investigador:

Assinatura

do Investigador:

Data:

/

73



ANEXO 2

Available online at www.sciencediract.com

. 3 Journal of
ScienceDirect Nutritional
Biochemistry

E1SEVIER

Jaurnal of Nutritional Biochemistry 112 (2023) 106240

RESEARCH PAPER

Blood orange juice intake modulates plasma and PBMC microRNA expression in
overweight and insulin-resistant women: impact on MAPK and NFkxB signaling
pathways
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Abstract

Blood orange | health benefits and may modulate epigenetic mechanisms such as microRNAs (miRNAs) expression. MiR-
NMan-mwcndlmMmpomlhklorm-wmwnpttmlmWaummuumdnkmuasmmmnlnmmmntMy
was designed to investigate the effect of chronic blood orange julce (BOJ) intake on the Inflammatory response and miRNA expression peofile In plasma
and blood cells in overweight women. The study cobort was comprised of twenty women aged 18-40 years old, diagnosed as overweight, who consumed
500 mlLid of BOJ for four weeks, Clindcal data were collected at baseline and after 4 weeks of julce consumption, eg. anthropometric and hemodynamic
parameters, food intake, blood cell count, and metabolic and inflammatory biomarkers. BOJ samples were analyzed and characterized. Additionally, plasma
and blood cells were also collected for miRNA expression profiling and evaluation of the expression of genes and proteins in the MAPK and NFx B signaling

h BOJ intake i d the expressi ormm.m-zpmmn-unuapmduﬂ.msnuan-lusp.-uma.lmapmmml
blood mononuclear cells (PBMC). G the b intake d ’ of let.71-5p and miR-126-3p in PBMC. Computational analy-
m&uﬁ&dddhmmdlhedysmhﬁdmkﬂhm ], pnlm:ys.’ h BO) intake d C i anddle
PINK/INK ratio and decreased the expression of IL6 mRNA and NFxB pmmn.mm- results demonstrate that BOJ regulates the

P elénn

In the inflammatory process and decreases NFxB-protein expeession in PEMC.
reserved.

© 2022 Elsevier Inc. All rights

Keywords: microRNA; blood orange: inflammation: overweight: flavonosds.

1. Introduction

Overweight affects more than 1.9 billion adults worldwide [ 1],
It is estimated that 2.8 million people die each year from con-
ditions that stem from overweight and obesity, including non-
communicable diseases (NCD) such as cardiovascular diseases
(CVD) and type 2 diabetes (T2D) |2]. A dietary pattern high in
ultra-processed foods. saturated fatty acids (SFA), and refined car-
bohydrates, such as those found in the Western diet, is mainly re-

* Corresporling author at: Marcelo Macedo Rogera, University of Sao
Paulo, 530 Paulo, Brazil,
E-muil address: mmrogeso@usp.be (M.M. Rogero).

hetps:] (dos.ong) 101016/] setbin 202210940
0955-2863/C 2002 Dsevier bnc. AN rights reserved.

sponsible for triggering excess weight and its related comorbidities
[3-5)

Hypercaloric diets are related to gut microbiota dysbiosis and
the increase of gut permeability to lipopolysaccharides (LPS). large
inflammatory molecules found in the outer membrane of Gram-
negative bacteria [6,7]. Through its interaction with Toll-like re-
ceptor 4 (TLR4), LPS can activate mitogen-activated protein kinase
(MAPK) and nuclear factor kappa B (NFxB) signaling pathways,
which increase the expression of the inflammatory cytokines and
impairs insulin signaling |8-10]. Conversely, SFA can also induce
TLR4-independent activation of MAPK and NFxB pathways com-
ponents by endoplasmic reticulum stress and accumulation of re-
active oxygen species (ROS) [8,11-13], In addition, adipocyte hy-
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