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RESUMO

Passiflora setacea (PS) € uma espécie silvestre de maracuja do Cerrado, que
recentemente tem sido descoberta ser rica em compostos fenolicos (CF), compostos bioativos
encontrados em frutas e hortalicas. Estudos recentes tém mostrado que a polpa de PS também
apresenta efeitos antiestresse e na melhora do sono noturno. Existem algumas associagOes entre
uma dieta rica em CF e modulagéo do estresse oxidativo na prevencao de doencas crénicas ndo-
transmissiveis (DCNT). Apesar de estas associa¢fes ainda estarem em estudo, pode-se sugerir
que esses efeitos estejam relacionados a modulacdo pelos CF da superproducdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, da expressdo de corpulsculos lipidicos e da capacidade
fagocitaria de macréfagos e mondcitos ativados. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos imunomodulatérios do consumo de suco de PS por voluntarios com
sobrepeso. Homens (n=10), de meia-idade foram incluidos em um estudo controlado,
randomizado, transversal, duplo-cego para comparar o efeito do consumo de 300mL de suco PS
e da bebida placebo (PB) com um periodo de washout de 4 semanas. Amostras de sangue foram
coletadas antes (tOh), em jejum - e 3 h apds o consumo (t3h) e as células mononucleares
humanas (PBMC) foram isoladas para avaliar a producao de 6xido nitrico (NO) e de peroxido de
hidrogénio (H20), a capacidade fagocitaria e expressdo de corplsculos lipidicos (CL) de
monacitos. O consumo do suco de PS gerou aumento da capacidade fagocitaria, ao aumentar o
namero de mondcitos envolvidos no mecanismo de fagocitose (MO%) por opsoninas (p=0,04).
A variacdo intrapessoal (% delta) causada pelo consumo do suco de PS demonstrou aumento do
MO% por opsoninas (p=0,046) e por PAMP (receptores padrfes moleculares de patdgenos)
(p=0,020) quando comparado com a bebida PB, assim como o indice fagocitario (IF) por
opsoninas (p=0,04) e por PAMP (p=0,01). O suco de PS ndo afetou a producéo de NO e H20o,
porém, o delta (%) sugeriu uma possivel diminuicdo da producdo de H20O, apds o consumo do
suco de PS, em comparacdo com o PB (p=0,09), que seria possivel verificar com o0 aumento da
amostra (n). A expressdo de CL também néo foi alterada pelo suco de PS. Tem sido verificado o
aumento de fagocitose de patdgenos e células tumorais na presenca de CF, o que pode sugerir
que o consumo agudo do suco de PS pode gerar uma maior eficacia do sistema imune inato e
adquirido frente a um patégeno. A tendéncia na diminuicdo da producdo de H.O> pode
corroborar a hipdtese de um sistema imune eficaz e com reducdo de dano celular, dano
normalmente causado pela superproducdo desse radical livre. Porém, é necessario avaliar outras
varidveis de andlise para confirmar essa eficacia, como aumentar o n da amostra e avaliar um
ponto de analise a mais (t6h).

Palavras-chave: Passiflora setacea, resposta imune, compostos fenolicos, consumo
agudo, mondcitos, radicais livres, capacidade fagocitaria, corpusculos lipidicos.
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ABSTRACT

Passiflora setacea (PS) is a wild species of the Cerrado passion fruit, which has recently been
found to be rich in phenolic compounds (PC), bioactive compounds found in fruits and vegetables. Recent
studies have shown that the pulp of PS has anti-stress effects and also improves nocturnal sleep. There are
some associations between a diet rich in PC and modulation of oxidative stress in the prevention of
chronic diseases (CDs). Although these associations are still under study, it may be suggested that these
effects are related to modulation by PC of the overproduction of reactive oxygen and nitrogen species, of
lipid droplets (LD), as well as the expression and phagocytic capacity of activated macrophages and
monocytes. Therefore, the aim of this study was to investigate the immunomodulatory effects of PS juice
consumption by overweight volunteers. Middle-aged men (n=10) were enrolled in a controlled,
randomized, cross, double-blind study to compare the effect of 300mL of PS juice consumption and
placebo drink (PB) with a 4-week-washout-period. Blood samples was collected before (tOh) fasting, and
3 hours after (t3h) the consumption and human mononuclear cells (PBMC) were isolated to assess the
production of nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide (H20-), the phagocytic capacity and expression of
lipid bodies (CL) of monocytes. The PS juice consumption increased phagocytic capacity, by increasing
the number of monocytes involved in phagocytosis mechanism (MO%) by opsonins (p=0.04). The
personal variation (% delta) caused by the PS juice consumption, demonstrated an increase of MO% by
opsonins (p=0.046) and PAMP (molecular pattern receptors of pathogens) (p=0.020) when compared to
PB drink, as well as the index phagocyte (IP) by opsonins (p=0.04) and PAMP (p=0.01). The PS juice did
not affect the production of NO and H,O,, however, the delta (%) suggested a possible decrease of the
H.O, production after PS juice consumption compared with PB (p = 0.09), which would be possible to
verify through the increase of the sample (n). LD expression was also not altered by the PS juice. It has
been found an increase of phagocytosis of pathogens and tumor cells in the presence of PC, which may
suggest that acute use of PS juice can generate a greater effectiveness of the innate and acquired immune
system against a pathogen. The trend in decreased production of H.O, can corroborate the assumption of
an efficient immune system with cellular damage reduction, which is usually caused by overproduction of
this free radical. However, it is necessary to evaluate other variables of analysis to confirm its
effectiveness, as to increase the sample (n) and to add another time period of observation (t6h).

Keywords: Passiflora setacea, immune response, phenolic compounds, acute
consumption, monocytes, free radicals, phagocytic capacity, lipid droplets
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INTRODUCAO

Uma alimentacdo rica em frutas, hortalicas e graos integrais € o pilar de uma alimentacao
saudavel e importante ferramenta na prevencdo de doencas cronicas ndo-transmissiveis (DCNT)
(BRASIL, 2008). Existe na atualidade, grande demanda da sociedade brasileira e internacional
por esses alimentos saudaveis, nutritivos e que apresentam propriedades benéficas para a saude,
de acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias da Alimentacdo (ABIA) (2009). Estima-se
que até 2023, haverd crescente interesse por alimentos funcionais, produtos diferenciados,
naturais e organicos, frutas e hortalicas, carne branca e magra, assim como alimentos
processados e semiprontos, segundo levantamento da Rede de Inovacdo e Prospeccao
Tecnologica (RIPA) (2008).

Para que a biodiversidade brasileira seja valorizada e se transforme em alimentos e
produtos disponiveis para a populacdo urbana, faz-se necessaria a geracdo de tecnologias e
informacBes em diversas areas do conhecimento (EMBRAPA, 2015). Dentre as espécies
silvestres que tem uso popular associado a beneficios a saude, se destacam as pertencentes ao
género Passiflora. Estima-se que existam nesse género, cerca de 450 a 600 espécies de
maracujazeiros, sendo 150 originarias do Brasil (FERREIRA, 2005; FALEIRO et al., 2008;
BERNACCI et al., 2005). Muitas das espécies sao indicadas popularmente como sedativas,
diuréticas, analgésicas, vermifugas, anti-tumorais, sendo também usadas no tratamento de
dependéncia quimica, obesidade, controle de tremores e distirbios nervosos diversos
(DHAWAN; KUMAR; SHARMA, 2003; COSTA; TUPINAMBA, 2005; ZERAIK et al. 2010).

Estudos recentes correlacionaram o consumo de passifloras com efeitos anti-
hipertensivos (KONTA et al., 2013), anticonvulsivos (ELSAS et al., 2010), ansioliticos e
sedativos em ratos (DENG et al., 2010). Elas sdo utilizadas também como suplemento alimentar
no tratamento de doencas como obesidade (ARAUJO, 2005), diabetes (JANEBRO, et al. 2008) e
colesterolemia (RAMOS et al., 2007). Foi visto também que as sementes do fruto tem acéo
hipocolesterolémica ao reduzir triglicerideos, colesterol total e hepatico em hamsters (CHAU;
HUANG, 2005). Essa gama de estudos revela que as passifloras podem auxiliar no tratamento e
prevencéo de doengas, corroborando a crenga popular.

As espécies de passiflora sdo ricas em compostos fenolicos, principalmente da categoria

dos acidos fendlicos e flavonoides, e de acordo com a espécie, também apresentam bons teores
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de carotenoides, vitaminas A e C, substancias conhecidas por seu efeito funcional (CASIMIR et
al., 1981, SUNTORNSUK et al., 2002, DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004). Sob o ponto
de vista nutricional, também apresentam teores adequados de minerais e outras vitaminas
(COSTA; TUPINAMBA, 2005).

A BRS Pérola do Cerrado (espécie silvestre Passiflora setacea), recentemente lancada
como primeira cultivar registrada pelo Ministério da Agricultura, tem sua composi¢do rica em
compostos fenolicos totais mostrada nos perfis da polpa, casca e semente dos frutos. Além disso,
os altos teores de vitamina C na polpa sugerem que este alimento possa apresentar efeitos
benéficos ao corpo humano (COSTA et al., 2008).

Os compostos fenolicos sdo compostos bioativos de protecdo encontrados em hortalicas e
frutas (ARTS; HOLLMAN, 2005) e compreendem as classes de &cidos fendlicos, flavonoides,
taninos e ligninas. Varios efeitos benéficos foram relacionados com o consumo desses
compostos, como atividades antioxidante, antiinflamatéria, antimicrobiana e anticarcinogénica
(GUSMAN; MALONNE; ATASSI, 2001; DELMAS; JANNIN; LATRUFFE, 2005; CANTOS;
ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2002; BEER, 2003). Esses compostos podem ter, assim, acio de
modular o estresse oxidativo fisioldgico.

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a superproducdo de
oxidantes em detrimento a de antioxidantes (SIES, 2000; VALKO et al., 2006), que pode gerar
danos a lipideos, proteinas e DNA (VALKO et al., 2007; STADTMAN; LEVINE, 2003,
PIETTA, 2000; WICKENS, 2001). Esses danos desencadeiam o desequilibrio de citocinas, como
a superproducdo do fator de necrose tumoral o (FNT-o) (RYAN et al., 2004) e espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio por mondcitos e monacitos ativados (CONNER; GRISHAM, 1996;
COSTA; GARLID, 2007).

O quadro causado pelo estresse oxidativo quando em nivel sistémico e desenfreado esta
ligado ao desenvolvimento de DCNT, como doencas neuroldgicas, inflamacGes, aterosclerose,
carcinogénese e diabetes (BUYUKBALCI; NEHIR EL, 2008; HALLIWELL, 2007; RAHMAN
etal., 2006; VATTEM; SHETTY, 2005; SCALBERT et al., 2005).

No Brasil, o alto indice de morbimortalidade causado por doencas do aparelho
circulatdrio e cancer atinge principalmente os homens (BRASIL, 2009). O sobrepeso também é
um fator de risco para doencas cardiovasculares (DCV), diabetes e alguns céanceres (WHO,
2015).
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E sugerido, assim, que os compostos fendlicos presentes no suco de Passiflora setacea
possuam propriedades imunomoduladoras sobre a producdo de radicais livres, a ativacdo de
células imunes e o metabolismo lipidico intracelular dessas células de defesa em homens com
sobrepeso. Ademais, ndo ha estudos na literatura sobre o efeito desse fruto da biodiversidade

brasileira na prevencdo de DCNT causadas pelo estresse oxidativo em seres humanos.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. PASSIFLORAS: BIODIVERSIDADE E COMPOSTOS BIOATIVOS

1.1.1. Diversidade genética, histdrico e estudos de seus efeitos

A grande diversidade genética existente na flora brasileira resulta em varia¢fes tanto
morfoldgicas (tamanho, formato, cor, flores e frutos) (FALEIRO et al.,, 2008), quanto
fitoquimicas (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; COSTA; TUPINAMBA, 2005).

As espécies de passiflora sdo ricas em compostos fenoélicos, principalmente da categoria
dos é&cidos fenolicos e flavonoides, e de acordo com a espécie, também apresentam teores de
carotenoides, vitaminas A e C, substancias conhecidas por seu efeito funcional (CASIMIR et al.,
1981, SUNTORNSUK et al., 2002, DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; SILVA et al.,
2014).

Muitas das espécies de passiflora sdo indicadas popularmente como sedativas, diuréticas,
analgeésicas, vermifugas, anti-tumorais, sendo também usadas no tratamento de dependéncia
quimica, obesidade, controle de tremores e disturbios nervosos diversos (DHAWAN; KUMAR;
SHARMA, 2003; COSTA; TUPINAMBA, 2005; ZERAIK et al. 2010).

1.1.2. Passiflora setacea (BRS Pérola do Cerrado): apresentacao e caracterizagao

fisico-quimica comparada a outros frutos

A P. setacea, uma das passifloras estudadas na rede PASSITEC, é uma espécie nativa dos
biomas Cerrado e Caatinga (OLIVEIRA; RUGGIERO, 2005), comumente conhecida como
maracuja-do-sono, maracujé-sururuca ou fluminense. O termo “maracuja-do-sono” vem do saber
popular de que as folhas e os frutos apresentariam propriedades tranquilizantes (FALEIRO et al.,
2005).

Os frutos, por possuirem aroma adocicado e gosto doce, séo utilizados popularmente para
fabricacéo de doces (FALEIRO et al., 2005; SANTOS et al., 2005; CAMPOS, 2010). Seus frutos
tém grande potencial para uso industrial por terem alto rendimento de suco, alto teor de sélidos
soluveis totais e acidez elevada (SANTOS et al., 2005).
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A composicdo quimica do maracuja pode variar de acordo com a espécie, variedade,
fertilidade do solo, praticas culturais, época de colheita, estadgio de desenvolvimento do fruto,
grau de maturacdo, manuseio pos-colheita e condi¢fes de armazenamento (EMBRAPA, 2015).
Vieira (2013) quantificou em 100g de polpa de Passiflora setacea 1551mg de sacarose e 1200
mg de glicose e frutose distribuidos igualmente.

A quantidade de vitamina C encontrada na polpa de P. setacea (75 mg/100mg) foi
superior & encontrada na polpa de P. edulis Sims (20 mg/100mg) por Costa et al. (2008), e a
encontrada nas polpas de outros frutos do Cerrado, como araticum, cagaita, inga, jenipapo,
jurubeba e lobeira por Siqueira et al. (2013). Sendo assim, o consumo diario de 100 g da polpa
de P. setacea supriria a necessidade diaria dessa vitamina em um individuo saudavel (60mg/dia),
sugerindo um potencial desse fruto em ser fonte de vitamina C (BRASIL, 1998).

No quesito micronutrientes, CAMPOS (2010) averiguou que 100g de polpa da Passiflora
setacea pode fornecer de 34-39% da ingestdo diaria recomendada (IDR) de ferro, 21-27% de
magnésio, 22-32% de fosforo e 23-37% de zinco.

Quanto aos niveis de compostos bioativos, a polpa fresca dessa espécie apresenta valores
trés vezes mais elevados de compostos fendlicos totais que as polpas do maracuja azedo
comercial (Passiflora edulis Sims), de cupuacu e de abacaxi encontrados no estudo de Kuskoski
et al. (2006), também superiores as polpas de outros frutos do Cerrado como cajuzinho, inga,
jurubeba, lobeira e mangaba (SIQUEIRA et al., 2013).

Os valores médios de fenolicos totais sdo de 140 mg/100 g para Passiflora setacea
(VIEIRA, 2013) e 21 mg/100 g para P. edulis Sims (COSTA et al., 2008). A polpa apresenta
também niveis de &cidos fendlicos sdo de 60 a 120 mg/100 g (&cido siringico, cafeico, p-
cumarico, sindptico e ferralico) (SOARES, 2011) e 3,7 mg/100 g de flavonoides totais
(CAMPQS, 2010). Porém, quando comparados os de teores de flavonoides totais da polpa da
Passiflora setacea (3,68 mg/100 g), predominantemente as flavonas homoorientina e isovitexina
(CAMPOS, 2010), com outros frutos, observou-se similaridade com os teores presentes no
maracuja comercial (COHEN et al., 2008) e inferioridade aos encontrados em acerola (LIMA et
al., 2000) e pitanga roxa (LIMA et al., 2002).

Os elevados teores de compostos fendlicos encontrados na polpa de PS em comparagdo
com outros frutos do mesmo bioma, podem contribuir para os efeitos na saude relacionados com

essa espécie.
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1.2. ALIMENTOS FUNCIONAIS

1.2.1. Natureza, historico, defini¢Bes e estudos de seus efeitos

Alimentos funcionais sdo aqueles que, além de nutrir, promovem beneficios para a
manutencdo da satude (BRASIL, 1999, ILSI, 2005). De acordo com a RDC No. 2 da ANVISA
(BRASIL, 2002), os compostos fenolicos estdo inseridos na categoria de subtancias bioativas.
Sendo assim, os alimentos fontes desses compostos sdo considerados alimentos funcionais.

Além disso, os alimentos funcionais podem ser classificados ora como “alegacdo de
propriedade funcional”, quando a substdncia atua nos processos fisiol6gicos normais do
organismo humano, ora como “alegacdo de propriedade de satde”, quando a subtancia atua em
processos fisioldgicos de uma doenca. Segundo as Diretrizes Basicas para Avaliagdo de Risco e
Seguranca dos Alimentos, para que um alimento seja considerado funcional, é necessaria a

comprovacao dos seus beneficios em humanos por meio de estudos cientificos (BRASIL, 1999).

O consumidor norte-americano gasta em média 90 ddlares por ano com produtos
alimenticios funcionais, gerando um mercado de 27 bilhdes de ddlares em 2007. O mercado
mundial de alimentos funcionais aumentou em 40,5 bilhdes de dolares (122%) do ano de 2000 a
2005 (JUSTFOOD, 2006).

Em geral, um alimento rico em compostos bioativos pode receber a alegacao funcional
mediante demonstracdo de eficicia ou se possuir nutrientes ou ndo nutrientes com funcoes

reconhecidas pela comunidade cientifica (BRASIL, 1999).

1.2.2. Classes de compostos fendlicos presentes em alimentos funcionais

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas a partir do
aminodcido fenilalanina (CZIHAY; LANGER; ZIEGLER, 1976). Eles atuam nos processos de
pigmentacgéo (frutas, flores, sementes e folhas), sinalizacdo (entre plantas, agentes polinizadores
e microorganismos) (YAMAGISHI, et. al.,, 2010), defesa (contra microorganismos) e na
protecdo contra raios ultravioleta (WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Polifenois representam uma grande variedade de compostos e sdo classificados em

diferentes grupos de acordo com o nimero de anéis aromaticos e 0s elementos estruturais que
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ligam esses anéis. Eles sdo, assim, divididos em quatro classes principais: acidos fenolicos e

flavonoides, estilbenos e ligninas, como visto na Figura 1.

Hydroxybenzoic acids

Ry= R;= OH, Ry = H : Protocatechuic acid
Ry= R;= R;= OH : Gallic acid

Flavonoids
_—
1)
Seo Figure 2
Stilbenes

Resveratrol

Figura 1. Estrutura quimica basica dos polifendis

Fonte: MANACH et al., 2004.

1.2.2.1 Acidos fenolicos

Hydroxycinnamic acids

R,

o
OH
R; = OH : Coumnaric acid

R = Ry= OH : Caffeic acid
R, =0CH, R; = OM : Ferulic acid

=
OH
Chiorogenic acid
Lignans

CH;0 O H,OH

HO CH,OH
g Secoisolariciresinol

OCH,

OH

Os acidos fenolicos sdo distinguidos pelos derivados de &acido benzoico e de &cido

cindmico. O contetdo de acido hidroxibenzoico presente em plantas comestiveis € muito baixo,

com excecdo de algumas frutas vermelhas, rabanetes pretos e cebolas (SHAHIDI; NACZK,

2000). Folhas de cha (preto ou verde), por exemplo, sdo excelentes fontes de acido galico
(TOMAS-BARBERAN; CLIFFORD, 2000) e esses acidos possuem complexas estruturas como
taninos hidrolizaveis (CLIFFORD; SCALBERT, 2000).
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Os &cidos hidrocindmicos sdo mais facilmente encontrados na natureza em relacdo aos
hidroxibenzoicos, encontrados nas formas de acidos p-cumarico, cafeico, ferdlico e sinapico.
Raramente eles séo encontrados na forma livre, exceto em alimentos processados que passam por
processos de congelamento, esterilizacdo ou fermentacdo. As formas conjugadas sdo derivados
glicosilados ou ésteres de acidos quinico, chiquimico e tartarico (MANACH et al., 2004).

Os acidos cafeico e quinico quando combinados, formam o acido clorogénico,
encontrado em Vvarios tipos de frutas e em altas concentraces no café (CLIFFORD, 1999). O
acido cafeico, encontrado na forma livre e esterificada, € geralmente o &cido fendlico mais
abundante encontrado. Ele representa de 75 a 100% de &acidos hidrocindmicos encontrados nas
frutas e suas concentracdes sdo altas na parte mais exterior dos frutos maduros (MANACH et al.,
2004).

A Figura 2 mostra a formula estrutural do &cido 5-CQA e dos acidos que compbem a

classe dos acidos clorogénicos.

o ;
N L| Hz_.:_\ _OH
AR “J
J o
R/' ™ "/F'/;
1 :
l HO™ " "VoH
R,=0H: Acido p-cumérico OH
R,=R,=0OH: Acido caféico Acido Quinico
R,=OH, R,=OCH,: Acido ferilico
Oy -OH
Ko, |
{/“\] o
R -~ /’L\ P N
Ho' ST TN N "[?’ ﬂ
(_)H W
\~.T/ OH
Acido 5-cafeoilquinico

Figura 2. Férmula estrutural do acido 5-CQA e dos &cidos que comp8em a classe dos &cidos clorogénicos.

Fonte: OLIVEIRA; BASTOS, 2011.
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1222 Flavonoides

Os flavonoides, por terem uma estrutura-base de dois anéis arométicos (A e B) ligados
por trés atomos de carbono que fomam um heterociclo oxigenado (anel C) (esqueleto
difenilpropano (C6-C3-C6), sdo classificados em seis subclasses: flavonois, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianinas e flavanois (catequinas e proantocianidinas) (MANACH et
al., 2004; CLIFFORD, 2001; BEECHER, 2003; FORMICA; REGELSON, 1995; USDA, 2013;
WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS, 2004). As estruturas quimicas dos flavonoides

possuem ligeiras variagdes, como demonstrado na Figura 3.

Flavones

R,=0M: B, = Fy= H | Keempierol R, =H: R, :
Ry= Ry = OH; Ry = H : Quarcatin R,=HR;= : Luteaiin
Ry = Ry=Ry= OH ! Myricetin

R'I
Isoflavones Flavanones R
HO HO g ‘ Ry
QH o
R, = H : Daidzein R, & H; By= OH : Naringenin
R, = 0H ; Genistein R, =R;=0H : Erpdictya

Ry = 0M; Ry = OCH,: Hespanetin

Anthocyanidins ™ Flavanols X q
I
. u o
oL Al
= -

OH O
OH OH

Ry =Ry =H: Pelargonidin R =Ry = 0H; Ry=H : Cateching
Ry =0M; Ry=H ! Cpanidin Ry = Ry = Ry= 0N ; Gaflocadechin
Ry = Ry = OF @ Deiphinidin

Ry = 0CH; ; Ry = OH : Paiunidin
Ry = Ry = 0CH, : Mahidin

Tnmanic procyanidin

Figura 3. Estrutura quimica bésica dos flavonoides

Fonte: Manach et al., 2004
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A maioria dos flavonoides existentes na natureza encontra-se na forma de glicosideos
(conjugada a monossacarideos), os tornando mais sollveis em agua. Ja as agliconas (forma nao-
conjugada), apresentam baixa estabilidade (HARBORNE, 1989), sendo encontrada em menor
proporcao na natureza, o que as fazem serem menos ingeridas na dieta quando comparado com a
forma glicosada (WALLE, 2004; YOKOMIZO; MORIWAKI, 2005).

Os mamiferos conseguem ter os flavonoides disponibilizados no metabolismo por meio
da dieta, ao se alimentarem de frutas, vegetais, grdos, sementes, chas e vinho. Em humanos
adultos saudaveis, estima-se o consumo médio de 1-2g de flavonoides/dia (HAVSTEEN, 2002;
HARBORNE; BAXTER, 1999).

1.2.2.3. Ligninas

S&o formadas por duas unidades de fenilpropano e tem a sua maior fonte na linhaca,
contendo secoisolariciresinol e matairesinol. Apesar de serem encontradas também em cereais,
grdos, frutas e hortalicas, a concentracdo presente na linhaca é cerca de mil vezes maior
(ADLERCREUTZ; MAZUR, 1997). As ligninas sdao metabolizadas em enterodiol e
enterolactona pela microbiota intestinal. A baixa quantidade consumida de secoisolariciresinol e
matairesinol na alimentacdo ndo se assemelha as concentracbes encontradas no plasma e na urina
humana. Infere-se assim, que existem outras lignininas precursoras de enterodiol e enterolactona
que ainda ndo foram identificadas (HEINONEN et al., 2001).

Sdo ainda desconhecidos 0s mecanismos de acdo desses compostos, porém estudos tem
levantado evidéncias cientificas que alimentos fonte de ligninas promovem modulacfes na
sinalizacdo de receptores de estrogenos (PENTTINEN-DAMDIMOUPQULOU et al., 2009;
PENTTINEN et al., 2007). Sendo assim, uma dieta rica em ligninas pode diminuir risco de

cancers sensiveis a hormonios (ADOLPHE et al., 2010).
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1224 Estilbenos

Eles sdo encontrados em pequenas quantidades na dieta humana. O mais conhecido é o
resveratrol, presente em baixas proporg¢des no vinho tinto e seus efeitos anticarcinogénicos sao
extensivamente estudados (BERTELLI et al., 1998; BHAT; PEZZUTO, 2002; VITRAC et al.,
2002). Pela baixas quantidades encontradas e pelo seu alto efeito protetivo, infere-se que essa

molécula tenha um potencial funcional diferenciado (MANACH, et al., 2004).

1.2.3. Biodisponibilidade dos polifenois

Os fenodlicos consumidos na alimentagdo sdo absorvidos no trato gastrointestinal
(PFORTE; HEMPEL; JACOBASCH, 1999), sendo o esquema geral do processo representado na
Figura 4. Uma pequena porcao pode ser absorvida no intestino delgado, principalmente as
agliconas que sdo formas menos complexas que as formas glicosiladas (DONOVAN et al., 2002;
GONTHIER et al., 2003). Porém, grande parte dos compostos chega intacta no intestino grosso,
onde sofre a agdo das B-glicosidades, enzimas bacterianas intestinais. Essas enzimas catalisam a
hidrolise das ligacdes beta-glicosidicas (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002), liberando
agliconas que sdo absorvidas pelos enterdcitos, antes de serem transportados para o figado.
Entretanto, existe ainda uma parcela que é degradada pela microbiota intestinal em diversos
acidos aromaticos simples, o que reduz a taxa de absorcdo dos polifendis (MORAND et al.
2012).

Apds as reacdes de conjugaces intestinais e hepaticas, os polifendis sdo encontrados no
plasma sob a forma de metabodlitos sulfatados, glucuronidados ou metilados (MANACH;
DONOVAN, 2004). Salvo excecdo das antocianinas que sdo encontradas na forma de
glicosideos no sangue por conta do seu mecanismo de absorcdo diferenciado no estdbmago
(PASSAMONTI et al., 2003). Aproximadamente, 0os compostos fendlicos tém sido detectados no
plasma humano entre uma e sete horas apds o consumo de alimento-fonte do composto
(MANACH et al., 2005).

As formas circulantes sdo entdo transportadas no sangue ligadas a albumina sérica e
liberadas nos tecidos-alvos (DANGLES et al., 2001; MANACH et al., 2006). Todavia, ndo foi

observado nenhum tipo de acimulo de polifendis nos tecidos, mesmo apds exposicao prolongada
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(MANACH et al., 2006), o que exige uma ingestdo regular e continua de produtos vegetais

(MORAND et al., 2012)

A acdo das beta-glicosidases no processo de absorgcdo é determinante para a melhor
biodisponibilidade e atividade bioldgica dos fenodlicos no metabolismo humano (HEIM;
TAGLIAFERRO; BIBILYA, 2002; MAMMA; HATZINIKOLAOU; CHRISTAKOPOULOS,
2004). A molécula de acucar (glicosideo) é igualmente imprescindivel na eficiéncia da absorcao
dos fendlicos pelo intestino (MORAND et al, 2000). Alguns estudos mostraram que glicosideos
de quercetina presentes em cebolas foram absorvidos de forma mais eficaz que na sua forma
ndo-conjugada (aglicona pura) (HOLLMAN; KATAN, 1999; HOLLMAN et al., 1999).

O restante dos compostos nao absorvidos é excretado pelas fezes ou em menor propor¢édo
pela urina (SPENCER et al., 1999). O que é secretado pela bile, passa pelo duodeno e pode ser
eventualmente reabsorvido gracas a agdo das enzimas bacterianas das partes distais do intestino,
prolongando a acdo desses compostos no organismo (SETCHELL et al., 2001; MANACH et al.,

2003).

A Figura 4 mostra o esquema geral do metabolismo dos polifendis.
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Figura 4. Esquema geral do metabolismo de polifenais.

Fonte: MORAND et al., 2012 (adaptado e traduzido).

1.3. COMPOSTOS FENOLICOS NA PREVENCAO DE DCNT

Uma alimentac&o rica em compostos fendlicos tem sido associada a reducgdo no risco de
desenvolvimento de doengas associadas ao envelhecimento (KURIYAMA et al., 2006), de
doencas cardiovasculares (DCV), de cancer e de doencas neurodegenerativas (USDA, 2013), por
conta das suas capacidades antioxidantes e antiinflamatorias (SERGENT et al., 2010). Porém,
outros estudos viram que a biodisponibilidade de antioxidantes no sangue apds a ingestdo de um
alimento rico no composto é muito baixa para combater os radicais livres (YANG et al., 1998).
Essa atividade preventiva e curativa por meio da ingestdo desses compostos, demonstra que esses
efeitos envolvem multiplas vias celulares cruciais na patogénese dessas doencas (WILLIAMS;
SPENCER; RICE-EVANS, 2004). Assim, investiga-se o0s reais fatores de protecdo ligados a

esses alimentos.

1.3.1. Estudos de compostos fendlicos presentes em sucos de frutas na prevencao de
DCNT

Vaérios trabalhos foram realizados para comprovar a relacdo entre o consumo de
compostos fenolicos e seus efeitos benéficos a saide. Uma coorte realizada em Boston, EUA,
constatou a diminuicdo em 26% da incidéncia de diabetes mellitus tipo 2 em individuos que
consumiam doses de flavonoides diariamente (JACQUES et al., 2013).

Vaérios efeitos do consumo de sucos de frutas ricos nesses compostos também foram
comprovados em estudos recentes. O consumo de suco de roméa pode ser tratamento auxiliar da
cardiopatia isquémica (SUMNER et al., 2005) e pode auxiliar no controle de ganho de peso em
pacientes obesos (GONZALEZ-ORTIZ et al., 2011). O suco de uva promove melhor perfil
lipoproteico, efeitos antioxidantes e antiinflamatérios em pacientes em hemodialise e em
individuos saudaveis (CASTILLA et al., 2006; CASTILLA et al., 2008); promove também efeito
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antioxidante e protecdo de danos aos DNA de linfdcitos de individuos hipertensivos (PARK et
al., 2009).

Suco de cranberry proporciona melhora na rigidez arterial em individuos com doenca
arterial coronariana (DOHADWALA et al., 2011) e também pode diminuir a oxidacao lipidica e
aumentar a capacidade antioxidante do plasma de mulheres com sindrome metabolica (BASU et
al., 2011). O suco de laranja pode promover diminuicdo da pressdo sanguinea diastélica e
melhora da atividade endotelial em individuos com sobrepeso (MORAND et al., 2011), alterar
expressdo génica de leucdcitos em ingestdo cronica (MILENKOVIC et al., 2011) e pode
melhorar perfil lipidico em mulheres com sobrepeso praticantes de atividade fisica
(APTEKMANN; CESAR, 2010).

Suco de mirtilo apresentou capacidade de diminuir a proteina C-reativa e algumas
interleucinas (KARLSEN et al., 2010), também de diminuir a pressdo arterial e a LDL oxidada
(BASU; RHONE; LYONS, 2010) apresentando um efeito antiinflamatério em individuos com
risco aumentado para desenvolvimento de DCV. O consumo de suco de morango pode diminuir
niveis de colesterol total, LDL e células de adesdo (marcadores de arterosclerose) (BASU et al.,
2010). Os dois ultimos estudos foram realizados com individuos portadores da sindrome
metabolica. Suco de amora silvestre apresenta efeitos antioxidantes em individuos saudaveis
(HASSIMOTO; PINTO; LAJOLO, 2008).

Suco de beterraba consumido uma Unica vez causou diminuicdo da pressdo arterial
sistélica em homens em menos de 24h, quando comparado a uma bebida placebo (COLES;
CLIFTON, 2012). O suco de oroblanco (ou sweetie) tem efeitos antihipertensivos em pacientes
hipertensos (RESHEF et al., 2005). Infusdo feita a partir do fruto de Sambucus ebulus L., uma
planta utilizada na regido que compreende a Bulgaria, Grécia e Turquia, apresentou efeito
modulador do perfil lipidico e da capacidade antioxidante sérica em individuos saudaveis
(IVANOVA; TASINOV; KISELOVA-KANEVA, 2014).

1.3.2 Imunomodulacéo
Imunomodulacdo é o ajuste da resposta imune a um nivel desejado, tal como
imunopotenciacdo, imunossupressdo ou inducdo de tolerancia imunoldgica (MILLER-KEANE;
O TOOLE, 2005). Diversas plantas produzem substancias naturais capazes de modular o sistema

imunoldgico promovendo agdo antimicrobiana (CORREA et al., 2006). A fagocitose de células
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mononucleares ativa o metabolismo oxidativo, gerando aumento da producdo de espécies
reativas no intuito de eliminar patdgenos (FRANCA et al., 2010; CUNICO et al., 2004), sendo
estimulada na presenca de agentes imunomoduladores (HONORIO-FRANCA et al., 1997;
FRANCA et al., 2011; FRANCA et al., 2011). Pesquisas tem sido feitas utilizando compostos de
plantas para atuarem como tais, permitindo assim, modificar a funcdo imunologica (Al et al.,
2005; WANG et al., 2009).

1.3.3. Estresse oxidativo e Inflamacao no Sistema Imune

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a superproducdo de
oxidantes em detrimento ao dos antioxidantes e que pode gerar danos (SIES, 2000; VALKO et
al., 2006). Essas moléculas oxidantes em altas concentra¢Ges, podem ser prejudiciais, induzindo
a oxidacdo de lipidios de membrana, proteinas, enzimas, carboidratos e DNA (VALKO et al.,
2007; STADTMAN; LEVINE, 2003; PIETTA, 2000; WICKENS, 2001), comprometendo as
funcdes bioldgicas normais do corpo (VATTEN; SHETTY, 2005).

O quadro causado pelo estresse oxidativo quando em nivel sistémico e desenfreado esta
ligado ao desenvolvimento de DCNT, como doencas neuroldgicas, inflamacdes, aterosclerose,
carcinogénese e diabetes (BUYUKBALCI; NEHIR EL, 2008; HALLIWELL, 2007; RAHMAN
etal., 2006; VATTEM; SHETTY, 2005; SCALBERT et al., 2005).

Outras fontes adicionais de espécies reativas sdo os neutrofilos, eosindfilos e macréfagos.
No sistema imune inato, a ativacdo de macrofagos desencadeia a producdo de O2, NO e H.0O>
(CONNER; GRISHAM, 1996; COSTA; GARLID, 2007) e citocinas pro-inflamatérias (RYAN
et al., 2004). Macrofagos hepaticos induzidos por espécies reativas participam da
hepatotoxicidade ao produzirem citocinas inflamatdrias (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004),
podendo levar a promocéo de cancer hepatico (ROBERTS et al., 2007).

A inflamagdo é a reacdo priméria do sistema imune para eliminar patdgenos ou
reestabelecer o estado normal das células ou restaurar danos teciduais (EMMENDOERFFER,
2000). Porém, continua inflamacg&o pode gerar dano ou hiperplasia celular (COUSSENS; WERB,
2002) e disfuncdo crénica do endotélio. Essa disfungdo pode estar associada ao aumento da
expressdao de moléculas pré-inflamatorias, quimiotaticas e de adesdo, tendo a aterosclerose a
principal causa das DCV (WIDLANSKY et al., 2003; SIMA; STANCU; SIMIONESCU, 2009).
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1.3.3.1. Producéo de radicais livres

Radicais livres podem ser definidos como moléculas ou atomos que contém um ou mais
elétrons desemparelhados centrados nos atomos de oxigénio ou nitrogénio (FINKEL e
HOLBROOK, 2000). S&o bastante instaveis, com meia-vida curta e muito reativos
guimicamente, causando danos a qualquer molécula com que entra em contato (HALLIWELL e
GUTTERIDGE,1998).

Esses atomos sdo produtos do metabolismo celular liberados durante o processo de
reducdo do oxigénio, utilizado na conversdo dos nutrientes absorvidos dos alimentos em energia
(VALKO et al., 2007). Na realidade, nem todos os agentes reativos patogénicos apresentam

elétrons desemparelhados, ndo sendo ideal o termo “radicais livres” para tais agentes

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Vale também ressaltar que os radicais livres, tanto espécies reativas de oxigénio, quanto
de nitrogénio sdo produzidas para manter a homeostase celular (DEVASAGAYAM et al., 2004),
atuando, dessa forma, no combate a agentes infecciosos, na formacdo de ATP nas mitocéndrias,
na regulacéo do crescimento celular e na producdo de oxigenases, obviamente quando estdo em
baixas concentractes (VALKO et al., 2007).

1.3.3.1.1. Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Apenas 2 a 5% do oxigénio utilizado para producdo de energia e oxidacdo de compostos
organicos é reduzido a uma variedade de substancias quimicas altamente reativas (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1999; DAMASCENO et al., 2002). As espécies reativas de oxigénio (ERO)
sdo produtos do metabolismo aerébico de varias células onde o oxigénio sofre reducdo de
elétrons, resultando na formacdo de radicais.

Essas reacOes sdo catalizadas por sistemas enzimaticos como a cadeia transportadora de
elétrons nas mitocondrias, as enzimas que metabolizam o acido araquidonico (lipoxigenases e
cicloxigenases), o citocromo p450, a xantina oxidase, as peroxidases e a NADPH oxidase
(BABIOR, 1999; CAl, 2005). Exemplos sdo o perdxido de hidrogénio ( Oz + e + 2H" > H,03),

0 superoxido ( Oz +e = Oz ) e a hidroxila ( H202+ e = OH + OH ) (DAMASCENO et al.,
2002; ANDRADE JUNIOR et al., 2005).
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Perdxido de hidrogénio (O, + e + 2H* = H,0,)

O perdxido de hidrogénio é resultante da reducdo de dois elétrons de oxigénio ou da
dismutacdo do O2". Mesmo nédo tendo um elétron despareado, 0 H20O, € uma ERO extremamente
reativa (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; COMHAIR & ERZURUM, 2002), sendo capaz de
atravessar camadas lipidicas e reagir com metais de transi¢do. Pode também romper a coluna do
DNA, induzir alteragdes cromossomicas, etc (OLSZEWER, 1995).

A determinag&o da producéo de H20> por monacitos é feita por meio da microtécnica ph-
dependente de oxidagdo do vermelho fenol na presenga de peroxidase (PICK; KEISARI, 1980)

que catalisa a oxidacéo do vermelho de fenol pelo H2Oo.

Radical superdxido (O, +e = 0,)

Esse radical é formado a partir da redugdo do oxigénio com um elétron (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999) e encontrado em quase todas as células aerdbicas (mitocondrias,
microssomas e peroxissomas) (COMHAIR & ERZURUM, 2002). Ele é produzido durante a
ativacdo maxima dos neutrofilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Esse agente oxidante é fraco, porém tem a capacidade de produzir outros
radicais altamente citotoxicos (OLSZEWER, 1995).

Radical hidroxila (H,O2+ e = OH + OH)

De meia-vida muito curta, o radical hidroxila é o agente mais reativo até hoje estudado,
reagindo amplamente com aminoacidos, DNA e RNA, além de iniciar a oxidacdo dos &cidos
graxos poliinsaturados das membranas das células (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; VALKO
et al., 2007).
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1.3.3.1.2. Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

As ERNs desempenham papel importante na regulagéo da pressdo arterial, no sistema
imune, coagulacdo e na neurotransmissao (PACHER et al., 2007). O 6xido nitrico (NO) é um
exemplo de ERN muito importante para o sistema imune, pois € uma molécula mensageira inter
e intracelular com inumeras atividades biolégicas (BRUNET, 2001; YOON et al., 2002). A
enzima Oxido nitrico sintase (NOS) converte o aminodcido ndo-essencial L-arginina em L-
citrulina e NO. O NO tem funcdo importante na homeostase do corpo, como a inibicdo da
ativacdo de células endoteliais, modulacdo de expressdo de moléculas de adesdo (CAMs), acao
vasodilatadora e de funcdo plaquetaria - inibe a adesdo, ativacdo e agregacdo das plaquetas
(LAROUX et al., 2000; LOSCALZO, 2001; DUSSE et al., 2005). Outras fungdes importantes
para o sistema imune sdo acdo antimicrobiana, inibicdo da proliferacdo de células T e B, da
adesdo e do rolamento de leucécitos no endotélio e da producédo de citocinas (BOGDAN, 2001;
VAN DER VEEN, 2001). Ao mesmo tempo que a reducdo da producdo enddgena de NO esta
associada a hipertensdao (IGNARRO, 2002) devido a acdo antiinflamatoria e dilatadora vascular
desse metabdlito (RICART-JANE et al., 2002), ela também pode ser potencialmente toxica,
conforme a sua concentracdo ou depuracdo tecidual (YAMAGUCHI et al., 2006), ou seja, 0
tempo que o NO permanece no tecido e fora da circulagdo (KOMI, 2009 p.379). Essas
caracteristicas do NO justificam a sua mensuracdo em pesquisas clinicas. Porém, o NO é
precursor de diversas espécies mais reativas que reagem com aminoacidos, proteinas ions
metélicos e DNA (NEDIANI et al., 2011). O NO, por exemplo, pode reagir com o superoxido
(O2) para formar o peroxinitrito (OONO"), o qual é responsavel pela formacao de varias ERNs
que, juntamente com as ERO, podem gerar estresse oxidativo ¢ danos as estruturas celulares
(MARTINEZ e ANDRIANTSITOHAINA, 2009).

Determina-se o 6xido nitrico indiretamente por dosagem plasmatica ou urinaria de NOx
(metabolitos nitrito/nitrato) por conta da sua meia-vida curta do NO (MOSHAGE et al., 1995) e
por conta da forte correlagdo entre a producdo enddgena de NO e os niveis séricos de NOx
(ROMITELLLI et al., 2007). A reagdo de Griess € um dos métodos mais utilizados para a
quantificacdo desses ions (TSIKAS, 2000), devido a simplicidade, baixo custo e rapidez do
método (DUSSE et al., 2005)

A biossintese do NO no organismo ocorre via oxidacao da L-arginina, catalisada pela

enzima NOS, com o NADPH (nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato) na sua forma reduzida
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como doador de elétron. Esta sintese ¢ dividida em duas etapas, na primeira, ocorre a
hidroxilagdo da L- arginina, formando NG-hidroxi-L-arginina pela utilizagdo de uma molécula
de oxigénio ¢ duas de NADPH. Na segunda, o NG-hidroxi-L-arginina é convertido a L-citrulina
e NO por meio de um elétron proveniente do NADPH e outro da molécula de oxigénio,

(GIULIVI, 2003) (Figura 5) (NAPOLI; IGNARRO, 2009).

+
H NH H
NADPH NADPH
B I iﬂr_" +|[*NO
ololn N 00~ N 00~
I_bt'll- |-|3+ Hs +
L-arginine NC.Hydroxy-L-arginine L-citrulline nitric oxide

Figura 5. Sintese do NO catalizada pela NOS.

Fonte: GIULIVI, 2003.

1.3.3.1.3. Estudos de compostos fendlicos na producéo de ERO e ERN

O extrato de folha de oliveira rico em fendlicos e o seu composto isolado, oleuropeina
teve a capacidade de melhorar a viabilidade celular, diminuir a producdo de H.O> e melhorar a
secrecdo de insulina de células B do pancreas cultivadas em meio de cultura com H:0>
(CUMAOGLU et al., 2011). Extratos de berries inibiram produgdo de ERO por fagocitos
ativados por padrdes de opsoninas (DENEV et al., 2014).
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A quercetina e catequina, em sinergia, inibiram significativamente o recrutamento de
plaquetas (concentracdo-dependente) e da formacdo de anion superoxido, além de aumentar a

producdo de NO pelas plaquetas cultivadas com os polifendis (PIGNATELLI et al., 2006).

Grassi et al. (2008) verificaram o aumento da dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial
(DILA), relacionada com o aumento da producdo de NO, causada pelo consumo de chocolate
amargo por voluntarios. A DILA também teve seu aumento em voluntarios
hipercolesterolémicos 2h e duas semanas apds consumo de antocianinas isoladas de berries
(ZHU et al., 2011).

Como visto na literatura, os CF presentes em frutas e hortalicas podem ter efeitos
imunomodulares. Outros parametros importantes de analise de efeitos sobre o sistema imune é a

capacidade fagocitaria e a expressao de corpusculos lipidicos (CL) pelas células imunes.

1.3.3.2.  Capacidade fagocitaria de mondcitos

A fagocitose por mondcitos € um mecanismo nao-especifico importante para o sistema
imune inato, seja imediato ou apos varias horas apds a exposicdo ao antigeno. Mas esse processo
também é usado como um importante indicador da ativacdo da funcdo imune (OBERLEY et al.,
2004; LEE et al., 2001).

O reconhecimento de particulas a serem fagocitadas depende da interacdo de moléculas
da superficie da particula com receptores na superficie dos macréfagos (CASTELLANO, 2005).
Existem dois mecanismos diferentes na fagocitose de particulas, um por ligacdo ao anticorpo
pelo auxilio do sistema complemento presente na membrana celular dos mondcitos
(UNDERHILL; OZINSKY, 2002; CASTELLANO, 2005). E outro, por ligacio ao PAMP
(Pathogen associated molecular pattern) pelo receptor PRR (Pathogen recognition receptor)
(PEISER; GORDON, 2001). O processo via sistema complemento, é realizado por proteinas
plasmaticas conhecidas como opsoninas, que se ligam aos anticorpos aderidos aos
microorganismos para a ativacao da fagocitose. Esse sistema € ativado na presenca de leveduras
sensibilizadas por soro humano, fonte de complemento. Ja o processo via PAMP, ocorre na

presenca das leveduras ndo-sensibilizadas (ABBAS, 2011).
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1.3.3.3.  Expressdo de Corpusculos lipidicos (CL)

A estrutura desses corpusculos € formada por uma monocamada exterior de fosfolipideos
e seu nucleo é preenchido por lipideos neutros e proteinas e sdo pecas-chave no processo de
sinalizacdo intracelular e de células do processo inflamatério. As proteinas existentes nos
corpusculos lipidicos estdo envolvidas no metabolismo lipidico (colesterol e triglicerideos) e no
transporte do araquidonato e dos &cidos graxos da membrana. Eles estéo envolvidos na regulacéo
e formacdo de eicosanoides, no armazenamento de citonas (FNT-a) e quimiocinas (Rantes) e na
ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular (BOZZA E BANDEIRA-MELO, 2005; WAN et al.,
2007; BOZZA;: MAGALHAES; WELLER, 2009).

O aumento da concentracdo de CL nas células € detectado em tumores, aterosclerose,
artrite, dentre outras patologias (MELO; DVORAK, 2012). A liberacdo de ERO por mondcitos e
macrofagos ativados busca oxidar moléculas de LDL (@STERUD; BJFRKLID, 2003), que séo
detectadas e fagocitadas por essas células de defesa por meio dos seus receptores scavenger
(STEINBRECHER, 1999). Esse € um processo fisioldgico normal, porém em situacdes pro-
inflamatdrias nas quais ha elevada concentracdo de colesterol oxidado na parede endotelial,
ocorre um acumulo de colesterol dentro dos fagdcitos, chamados corpusculos lipidicos (CL).
Esse processo transforma os fagdcitos em células espumosas, precursoras das lesdes
aterosclerdticas (SAITO et al., 2002). As modificacbes de membrana provocadas por tais lesGes
e intensificadas pelos macréfagos ativados (FORMAN; TORRES, 2002; BASU; RAY, 2005),
ativam enzimas ligadas a membrana, especialmente o complexo nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase), um complexo enzimatico ligado a membrana e
que catalisa a reducdo o O. molecular em anio superoxido (O2) (CHANOCK et al., 1994;
GRIENDLINK; USHIO-FUKAL, 1998).

A NADPH oxidase esta envolvida diretamente na producdo de compostos reativos de
oxigénios (ROS) que em excesso, promove graves lesfes teciduais por conta da reagéo
inflamatdria aumentada (BOKOCH, 2005).

Os efeitos imunomodulatorios dos compostos fenolicos presentes no suco de Passiflora
setacea ainda ndo sdo conhecidos. A possivel modulacdo da producdo de radicais livres, da
ativacdo de células imunes e do metabolismo lipidico intracelular dessas células de defesa deve
ser avaliada para elucidacdo das possiveis propriedades funcionais desse fruto da biodiversidade

brasileira na prevencdo de DCNT causadas pelo estresse oxidativo.
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CAPITULO 2 - HIPOTESE, OBJETIVOS, MATERIAL E METODO DE PESQUISA

O presente capitulo tem por objetivo delimitar a hipdtese da pesquisa e 0s objetivos, bem
como descrever 0 material e os métodos utilizados para que estes sejam alcancados. Os
protocolos detalhados das andlises realizadas sdo apresentados no final do trabalho, na forma de

anexos.

2.1 HIPOTESE DA PESQUISA
Os compostos fenolicos, presentes no suco de Passiflora setacea, BRS Pérola do Cerrado,

possuem propriedades imunomoduladoras sobre a producdo de radicais livres, a ativacao de

células imunes e 0 metabolismo lipidico dentro dessas células de defesa.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do consumo agudo do suco de Passiflora setacea sobre a capacidade fagocitaria,
producdo de radicais livres e expressdo de corpusculos lipidicos por mondcitos de individuos

com sobrepeso do sexo masculino.

2.2.2 Objetivos especificos

e Quantificar a producdo de radicais de oxigénio (peroxido de hidrogénio) e nitrogénio
(6xido nitrico) por mondcitos
e Quantificar a concentracdo de corpusculos lipidicos em mondcitos

e Auvaliar a capacidade fagocitaria de mondécitos



41

2.3 MATERIAL E METODOS

O estudo atual é um ensaio clinico de intervencdo aguda placebo exploratério controlado
duplo-cego, no qual ndo era revelado qual tratamento estava sendo aplicado, nem para 0s
voluntarios, nem para os pesquisadores envolvidos. Objetiva-se determinar a eficadcia de uma
Unica intervencdo terapéutica (suco Passiflora setacea) sobre uma determinada doenca ou causa

com a presenca de um grupo controle (PEREIRA, 2010).

2.3.1 Processamento e caracterizacdo das polpas Passiflora setacea

Os frutos utilizados nessa pesquisa foram de Passiflora setacea, a BRS Pérola do Cerrado
provenientes do campo experimental da Embrapa Cerrados. Os frutos maduros foram colhidos
do nivel 6 de maturacdo, da safra 2/2015 dos dois sistemas de producdo, espaldeira e latada. O
critério de maturidade estabelecido foi 0 mesmo dos estudos iniciais realizados por Lima et al.
(2010) na Etapa | da Passitec, com a casca verde e rajadas amareladas.

As polpas foram retiradas dos frutos e mixadas em liquidificador durante 30 segundos, o
suficiente para separar as sementes das polpas por peneiracdo. Elas foram lacradas em sacos de

150mL, vedados hermeticamente e estocadas a -80 °C.

2.3.2 Formulagéo da bebiba placebo

A bebida placebo foi formulada para possuir sabor e aroma idénticos ao suco de maracuja
(P. edulis), e sem nenhuma quantidade da fruta presente. Sendo assim, escolheu-se a bebida
isotbnica sabor maracuja Gatorade®. A lista de ingredientes na ordem decrescente da bebida
isotdnica é: agua, sacarose, maltodextrina, cloreto de sodio, citrato de sodio, fosfato de potassio
monobasico, acidulante &cido citrico, aromatizante artificial tartrazina e corante artificial amarelo

crepusculo.

2.3.3 Consumo agudo

Na avaliacdo de risco da exposi¢cdo de uma dada substancia quimica presente em um

alimento a saude, tem-se o risco crénico que estima a ingestdo média de um alimento durante um
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longo periodo e o risco agudo que avalia a exposi¢do pelo consumo de uma unica refeicdo ou
durante 24 h (WHO, 2009; HAMILTON et al., 2004). Seguindo a mesma logica para a
exposicdo a substancias bioativas presentes em alimentos, o consumo de um copo de suco de

Passiflora setacea uma unica vez foi categorizado como consumo agudo.

2.3.4 Selecao e critérios de exclusao dos voluntarios

Os voluntérios (n=10) foram selecionados por anuncios em meios de comunicacdo
(jornal, site, etc) e foram escolhidos os individuos adultos do sexo masculino, com idade entre 40
e 64 anos que preenchessem pelo menos dois dos quatro seguintes critérios: a) sobrepeso
(25<IMC<30 kg/m) (WHO, 2000); b) circunferéncia abdominal >94cm (LEAN; HAN;
MORRISON, 1995); c) percentual de massa gorda 21 — 38% de acordo com a faixa etaria
estipulada por Pollock; Wilmore (1993); d) nivel de atividade fisica “sedentéario”, de acordo com
International  physical activity questionnaire (IPAQ) (RZEWNICKI; AUWEELE;
BOURDEAUDHUIJ, 2002).

Foram escolhidos voluntarios do sexo masculino com sobrepeso para o atual estudo, pois
é uma populacdo sem doenca de base, porém com risco para desenvolvimento de doencas do
aparelho circulatério e de cancer (BRASIL, 2009; WHO, 2015). E como o presente estudo é um
estudo clinico exploratério de fase 1, se almeja elucidar os mecanismos de acdo dos compostos
presentes do suco de PS, primeiramente em um grupo pequeno (n) de voluntarios eutroficos, sem
doenca de base. Além disso, a obesidade também altera vérias respostas imunes, por conta da
inflamacdo generalizada nesse quadro metabdlico (HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008;
GOLDFINE et al., 2010; TORRES-LEAL, 2010). Ja individuos do sexo feminino possuem o
ciclo menstrual, um fendmeno bioldgico que envolvem alteracdes das concentracdes hormonais
(GUYTON; HALL, 2000), que podem dificultar a padronizacdo das respostas imunoldgicas.
Este estudo tem a autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Sadde da
Universidade de Brasilia inscrito sob o CAAE: 36348114.3.0000.0030.

Os critérios de exclusdo foram individuos fumantes, praticantes de atividade fisica
superior a 5h/semana, alérgicos a maracuja e produtos a base do fruto, usuarios de
suplementacdo nos dois meses prévios ao experimento (vitamina C, multivitaminicos, capsulas

antioxidantes, etc.), usuarios de medicamentagdo para tratamentos cronicos (antihipertensivos,
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antihiperglicemiantes, anticolesterol, antidepressivos, soniferos, ansioliticos, etc.), tratamentos
agudos nos 15 dias prévios ao experimento (antiinflammatorios potentes, antibidticos, etc.) e
tratamentos agudos nos dois dias prévios ao experimento (antiinflamatérios aliviadores de dor,

como aspirina, paracetamol, etc.).

2.3.5 Delineamento experimental

Voluntarios (suco P. setacea) Voluntarios (bebida placebo)

Avaliacao nutricional e coleta de sangue

I
I I I I

Peroxido de Oxido Capacidade Corpusculos
hidrogénio nitrico fagocitaria lipidicos
I I
Fagocitose por receptores Fagocitose por
padrdes moleculares de receptores para
patégenos opsoninas

Figura 6. Fluxograma dos experimentos

Todos os experimentos e a leitura das laminas foram realizados no Laboratério de
Imunologia Celular do departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia. A captura de imagens foi feita em microscopio confocal, em microscopio eletronico de

varredura, € no microscopio Axiophot.
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2.3.5.1 Avaliacéo nutricional

O percentual de gordura e massa livre de gordura foi estimada a partir de equagbes com
base no IMC e sete dobras cutaneas (CARNAVAL, 2000). A coleta de amostras bioldgicas dos
voluntarios foi realizada pela equipe de biomédicos do Laboratério de Imunologia Celular do
departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. e as medidas

antropométricas foram realizadas pela equipe de nutricionistas.

2.3.5.2 Randomizacédo dos voluntarios

Na primeira fase da pesquisa, os voluntarios foram divididos em dois grupos “Placebo
(PB)” e “Passiflora setacea (PS)” e foram randomizados em cada experimento, ou seja, em um
dia de experimento, havia voluntarios do grupo PB e do grupo PS para diminuir possiveis vieses
de anélise. Os voluntarios eram enumerados randomicamente no intuito de “cegar” os
pesquisadores envolvidos na analise. Na segunda fase, ap06s quatro semanas de washout, 0s
voluntarios foram trocados de grupo (de PB para o0s e vice versa) para repetir o experimento, pra
avaliacdo da diferenca de resposta intrapessoal (Figura 7). Ou seja, foram comparadas respostas
do grupo PB x PS e a variacdo da resposta individual de cada voluntario na condi¢do PB e na
condicdo PS (delta A). Porém, houve perdas no processo. Dos 10 voluntarios, 3 (trés) ndo voltaram

para a segunda fase, 2 (dois) apenas fizeram a condi¢do PS e 1 (um), a condicdo PB.
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RANDOMIZAGAO

Jejum 12h
SUCO P. SETACEA PLACEBO
4 semanas 4 semanas
(Wash out) (Wash out)
PLACEBO SUCO P. SETACEA

Figura 7. Esquema da randomizacdo dos grupos Placebo (PB) vs Passiflora setacea (PS).

2.3.5.3 Dieta

Os voluntérios foram instruidos a consumir uma refeigdo “branca” na noite anterior ao
experimento, ou seja, pobre em micronutrientes, hipolipidica e normoproteica, evitando produtos
de origem vegetal ricos em compostos bioativos (hortalicas, frutas e bebidas derivada),
chocolate, café e chas. Todas essas informagdes foram verificadas por aplicacdo de Recordatério
24 h (FISBERG et al., 2005). O consumo de alcool também foi proibido nas 72h antes do
experimento.

O grupo experimental consumiu 150 g de polpa congelada de Passiflora setacea diluido
ainda congelado em 120 mL de agua para totalizar uma bebida de 300 mL. Nao houve adicao de
acucares ou edulcorantes. As polpas eram retiradas do ultrafreezer instantes antes do seu
consumo para diminuir riscos de perdas de compostos bioativos por descongelamento, exposi¢éo
a luz ou armazenamento a temperatura ambiente (Figura 8). O grupo controle consumiu 300 mL

da bebida placebo. As bebidas foram ofertadas em copos escuros com tampa e canudo para 0s
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voluntarios e os pesquisadores ndo detectarem diferencas entre as bebidas. A Figura 8 mostra o

preparo do suco de PS, antes de ser servido aos voluntarios.

A
==

Figura 8. Preparagéo do suco de Passiflora setacea.

2.3.5.4 Coleta de sangue

Em jejum, 10 mL de sangue foram coletados em tubo vacutainer com heparina sodica
(toh), apéds, cada voluntario consumiu um copo de suco com numeracdo codificada e 10mL de
sangue foram coletados 3 h depois (t3h). Foi dedicado uma sala com sofé e televisdo para os
voluntarios durante o periodo entre as duas coletas. Eles foram instruidos a ndo realizarem

nenhuma atividade fisica e a consumirem apenas agua durante 0 mesmo periodo.

2.3.5.5 Separacao das células mononucleares (PBMC) do sangue

Centrifugou-se o sangue a 200 g por 10 minutos a 4°C, separou-se 0 soro sobrenadante e
congelou-se a -80°C. Acrescentou-se 0 mesmo volume de soro retirado (+/- 3mL) de solucédo
tampdo fosfato (STF), pH 7,2, a 4 °C ao precipitado de sangue total, contendo hemacias,
leucdcitos, plaquetas. Acrescentou-se delicadamente o sangue total sobre o Percoll (densidade
1,077), numa proporc¢do de 3mL de Percoll para 5 mL de sangue. Centrifugou-se a 750 g (3.000
rpm) por 15 minutos a 4°C (Figura 9). Recuperou-se a camada de células mononucleares do
sangue PBMC e transferiu-se para outro tubo, ressuspendendo em 10mL de STF, pH 7,2, a4°C e
centrifugando a 400 g (2000 rpm) por 10 minutos a 4°C para retirar o Percoll. Desprezou-se,
entdo, o sobrenadante e ressuspendeu-se em 10 mL de STF a 4°C e centrifugou-se a 200 g (1000
rpm), por 10 minutos, a 4 °C para retirar as plaquetas. Desprezando-se o sobrenadamente,
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ressuspendeu-se em 2mL de Meios Roswell Park Memorial Institute RPMI incompleto, ph 7,2 e
manteve-se em cuba com gelo até a hora da contagem. Homogeneizou-se delicadamente com
pipeta Pasteur, retirou-se 20uL e diluiu-se com 80uL de Nigrosina 0,05% em solucdo salina
tamponada com fosfato (dilui¢do 5) e contou-se em cdmara de Neubauer.

Figura 9. Sangue com Percoll apds centrifugagdo para separacdo de células mononucleares (PBMC).

As células totais foram contadas suspendendo as células vivas recuperadas em 2mL de
RPMI, de acordo com o seguinte calculo:

Células totais = meédia do nimero de células vivas contadas x volume da suspensdo em mL (2) x

diluicdo (5) x 10 (profundidade da cAmara de Neubauer) x 1000 (para transformar mm3em mL).

Depois calculou-se a porcentagem de recuperacdo das células (CMN) em relacdo ao
numero total de leucécitos no sangue total. Realizou-se um distendido das células separadas em
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percoll, fixaram-nas com metanol, coraram-nas com Giemsa 10%, e determinou-se a pureza da

preparacao.

2.3.5.6 Aderéncia dos mondcitos as laminulas

Escolheu-se quantificar mondcitos por serem as células de defesa precursoras das outras
celulas fagociticas, sendo encontradas na circulacdo (ABBAS, 2011).

O procedimento de aderéncia foi realizado como passo inicial dos experimentos de
quantificagdo de NO, H203, fagocitose e corpusculos lipidicos.

Nos procedimentos para determinacdo do NO e H20O2, as células foram colocadas para
aderir em placas de cultura de fundo chato com 96 e 24 escavagdes (TPP — Zellkultur Testplate -
Suiga), por 2 horas, a 37°C, em camara timida com 5% de CO., e apds a lavagem das escavagoes

por 3 vezes com STF estéril, a 37°C, cada protocolo especifico foi realizado.

2.3.5.7 Determinagio do Oxido Nitrico (NO)

Como descrito anteriormente, o 6xido nitrico ¢ um radical produzido durante a conversao
da L-arginina para L-citrulina. A conversdo ¢ dada pelo complexo enzimatico 6xido nitrico
sintase (NOS), que se decompde rapidamente em nitrito e nitrato. A produgdao do 6xido nitrico
(NO) pelos monocitos foi avaliada pela quantificagdo do nitrito no sobrenadante das culturas por
meio da reagdo de Griess (GREEN et al., 1981). Nesta rea¢do, 0 NO2™ reage com a sulfanilamida
para produzir um ion diazonio, sendo entdo ligado ao N-(1-naftil) etilenodiamina, formando um
croméforo com um pico de absorbancia em 540 nm (BRYAN; GRISHAM, 2007).

Apos o procedimento de adesdo descrito no item 2.3.5.6, os fagocitos aderidos foram
incubados em triplicata por 24 horas em camara imida com 5% de COg, estimulados ou ndo com
10 ng/mL de lipopolissacarideo (LPS) em um volume final de 200 pLL de RPMI 1640 sem
acréscimo de soro fetal bovino, pH 7,2, a 370C, com 10% de soro fetal bovino contendo 1,5 x
10° células para determinacao da concentragdo de nitrito (NO2") no sobrenadante das culturas dos
monacitos circulantes dos voluntérios. Para tal, 100 puL do sobrenadante das culturas eram
incubados com 100 pL do reagente de Griess (1-N naftiletileno diamina dihidrocloridro) a 0,1 %,

sulfanilamida a 1% e H3POs a 25 % e a reagdo era lida em espectrofotometro de placa
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(Spectramax plus 384 - Molecular Devices), em 540 nm e os resultados foram expressos como
uM NO2 (MUNIZ- JUNQUEIRA et al., 2005).

O LPS (lipossacarideo) foi utilizado como estimulo da producdo de NO por ser um
componente da parede de bactérias gram-negativas (ABBAS, 2011 p. 60), simulando assim, uma
infeccdo bacteriana. O LPS também ¢é ligante dos receptores de fagocitose da resposta imune
inata (PEISER; GORDON, 2001; UNDERHILL; GANTNER, 2004).

A curva padrio para andlise da producdo de 6xido nitrico foi elaborada a partir da
diluicdo seriada do nitrito de sodio (NaNOgz) nas diluicdoes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64,1:128, respectivamente, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM e 1,56 puM,

com agua destilada, sendo o padrao 0 uM preparado somente com agua destilada.

2.3.5.8 Determinagao do Peroxido de Hidrogénio (H202)

Como descrito anteriormente, a produgdo de peroxido de hidrogénio (H202) foi avaliada
pela microtécnica de oxidacao do vermelho fenol na presenca de peroxidase (PICK; KEISARI,
1980) que catalisa a oxidacdo do vermelho de fenol pelo H20.. Esta rea¢do origina um composto
de cor amarela que, juntamente com a elevacdo do pH do meio a 12,5, adquire uma coloracao
violeta, absorvendo em 620 nm e permitindo, entdo, determinar a concentracdo de H20:
produzida por macrofagos ativados em cultura de células (ALMEIDA et al., 2005).

Apo6s aderéncia dos mondcitos e lavagem para retirada das células ndo aderentes (item
2.3.5.6) as células foram incubadas, em triplicata, em cdmara umida com 5% de CO2, a 37°C por
60 min, em 140 pL de uma solucdo contendo 5,5 mM de dextrose, 0,5 mM de vermelho de fenol
(sal de sulfonftaleina de fenol) e 19 U/mL de peroxidase do tipo II RZ 1.3 (HRPO — Amoracia
rusticana tipo II, sal contendo 148 purpurogalina/mg) (Vasconcelos, 2010). A reagdao foi
interrompida com 10 uL. NaOH 1 N, em seguida a leitura foi feita em espectrofotometro de placa
(SpectraMax plus 384 — Molecular Devices) em comprimento de onda de 620 nm, e expressa em
uM H202/1.5 x 10° macrofagos ht.,

Os pocos foram testados em duas situacdes, com ou sem acetato de miristato de forbol
(PMA), um ativador da NADPH oxidase que aumenta a producdo do radical intracelularmente
(KARLSSON; NIXON; MCPHAIL, 2000), na concentracéo de 1 pg/mL (Figura 10).
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Figura 10. Placa de 96 escavacdes para determinacdo da producdo de H»O. estado basal ou
estimulado por PMA em espectofotdmetro.

Uma curva padrdo para a determinacdo de peroxido de hidrogénio foi acrescida na placa,
sendo preparada a partir de uma solugdo estoque de H2O2 (Sigma) na concentragdo de 10 nM
diluida seriadamente nas dilui¢des de 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 ¢ 1:6400,
respectivamente, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM e 1,56 uM de vermelho
de fenol acrescido de peroxidase tipo II (19 U/mL). O padrdao 0 uM foi preparado com a mesma
solu¢do de vermelho de fenol, porém, sem peroxidase. A curva foi distribuida em triplicata na
placa de 96 escavagdes, logo apds a ultima incubagdo dos macréfagos e anteriormente ao

acréscimo do hidroxido de sodio 1 N.
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2.3.5.9  Quantificacio dos corpusculos lipidicos (CL)

A presenga de corpusculos lipidicos foi avaliada no citoplasma dos mondcitos por
marcagdo citoquimica com 6leo vermelho O (Oil- Red-O). Além do estado basal, 0s mondcitos
foram estimulados por LPS - o procedimento de preparo e suspensdo de leveduras é descrito no
item “2.3.5.10 ™.

Apos o passo de adesdo e lavagem (item 2.3.5.6) as células foram fixadas com
paraformaldeido a 4% por 30 minutos e lavadas 2 vezes com STF, pH 7,2 e uma vez com alcool
isopropilico a 60%. Em seguida, as células foram coradas por 15 minutos com uma solucio de
6leo vermelho filtrada 3 vezes em filtro 0,22 um e preparada no momento do uso a partir de uma
solugdo estoque de 0,5% (2 partes da solucdo estoque para 3 partes de dgua destilada).

O excesso de corante foi retirado e as escavagdes foram lavadas uma vez com 1 mL de
alcool isopropilico a 60% ¢ depois duas vezes com 1 mL de agua destilada (Figura 11). Os
nucleos celulares foram corados com hematoxilina de Mayer por 5 minutos, lavadas novamente
com 4gua destilada e as laminulas foram montadas sobre laminas de vidro com uma fina camada
de meio de montagem contendo 10 g de gelatina, 60 mL de agua destilada, 70 mL de glicerol e

0,25 g de fenol.

Figura 11. Placa de 24 escavacBes com células aderidas ap6s lavagem com alcool isopropilico e 4gua destilada para
posterior analise em microscopio.
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O procedimento de coloragao dos corptsculos lipidicos com 6leo vermelho foi realizado
em duplicata para cada voluntario. Para cada laminula contada, foram estabelecidas a quantidade
média de corpusculos dentro dos mondcitos (MCL), a porcentagem de macrofagos apresentando
corpusculos lipidicos no citoplasma (M©@%) e o indice corpuscular (IC) que é a expressao da

MCL multiplicada pelo M@% :

IC = média de corpusculos dentro dos mondcitos (MCL)
X

Mondcitos com corpusculos lipidicos no citoplasma (M@ %)

2.3.5.10 Teste da capacidade fagocitaria

Para o preparo das leveduras, 200 uL de leveduras foram obtidos do estoque em um
eppendorf, lavaram-se por centrifugacdio a 3.000 rpm por 10 minutos 3 vezes em
microcentrifuga, ou seja, descartou-se 0 sobrenadante e acrescentou-se 1mL de STF a cada vez.
Ressuspendeu-se o decantado em 500 pL de Hanks Triz. Colocaram-se 20 uL em 980 pL de STF
(dilui¢ao 1:50) para contagem em camara de Neubauer nos 4 quadrados da periferia e no

quadrado central da area destinada a contagem de eritrocitos (central).

O ntmero (n) de leveduras presentes na suspensdo de 500 pL foi calculado da seguinte

maneira;

n = soma do n° de leveduras contadas nos 5 quadrados x 5 x volume (em mL) x dilui¢do x 10 x

1000. (contado no reticulo para eritrocitos).

As suspensdes contendo 62500 leveduras / 20 uL e 250 000 leveduras / 20 pL foram
entdo preparadas. Para as leveduras sensibilizadas (Sens), apos a ressuspensao das leveduras em
500 uL de Hanks Triz, incubou-se previamente 250 uL da suspensdo de leveduras com 0 pool de
soro humano a 20% por 30 minutos em banho Maria a 37°C e lavou-se a suspensdo trés vezes

em microcentrifuga .
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As PBMC dos voluntarios foram obtidas por centrifugacdo por meio de uma almofada de
Percoll (Pharmacia, Uppsala, Suécia), densidade de 1,077, a 750 g durante 10 min a 4 °C,
seguido por duas lavagens em 400 e 200 g, e suspensas em meio RPMI 1640 frio (Sigma, St.
Louis, MO), pH 7,2, suplementado com Hepes a 20 mM (Sigma), glutamina 2 mM (Sigma), e
2,5 mg / dL de gentamicina. A viabilidade foi avaliada com solucéo nigrosina 0,05% em 0,15 M
de STF, pH 7,2, e foi sempre superior a 97%.

A fagocitose de Saccharomyces cerevisiae foi testada individualmente em duplicata para
cada individuo por um método adaptado, como descrito por MUNIZ-JUNQUEIRA, SANTOS-
NETO & TOSTA (2001). Resumidamente, 2 x 10° células/500 pL foram colocadas em laminulas
de vidro redondas de 13 mm de didmetro em placas de 24 escavacdes e foram incubadas com 108
de S. cerevisiae por escavacao e suspensas em RPMI 1640 (Sigma), pH 7,2 a 4 °C suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco) durante 30 minutos a 37 °C em 5% de CO2 em
ar.

As laminulas foram entdo lavadas trés vezes com STF a 37 °C para eliminar S. cerevisiae
néo fagocitadas, adicionou-se 400 uL de RPMI 1640, pH 7,2 (Gibco) com 20% de SFB e depois,
secas com ar quente. Apos, elas foram fixadas com metanol absoluto e coradas com solucédo de
Giemsa tamponada a 10%. O numero de S. cerevisiae que estavam aderidas as laminulas ou que
foram ingeridas por 200 mondcitos nas preparacdes individuais, em duplicata para cada amostra,
foi avaliado por microscopia Optica e a fonte da preparacdo foi revelada no final da avaliacéo.
Campos microscopicos foram aleatoriamente selecionados de todo o slide e todos 0s mondcitos
em cada campo microscopico especial foram examinados.

O estudo foi realizado em duplicata. O indice fagocitario (IF) foi calculado como o
nimero médio de particulas de S. cerevisiae aderidas ou ingeridas por fagocito multiplicado pela
porcentagem destas células envolvidas na fagocitose (MUNIZ-JUNQUEIRA; SANTOS-NETO;
TOSTA, 2001) :

IF = média leveduras fagocitadas (Lev) x mondcitos envolvidos na fagocitose (M@ %)
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2.3.6 Estatistica

Os dados foram analisados previamente para normalidade das amostras pelos testes
Kolmogorov-Smirnov e D'Agostino e Pearson. Os valores outliers foram calculados por teste de
Tukey e excluidos das anélises. Para dois grupos independentes foram aplicados o teste t-student
pareado para amostras que tiveram distribuigdo normal e teste t-student de Wilcoxon para as que
ndo tiveram distribuicdo normal. Os valores descritivos foram expressos em média = DP
corrigido.

As diferencas entre as varidveis comparadas foram consideradas estatisticamente
significantes quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorréncia devida ao acaso (erro tipo I) foi
menor que 5% (p<0,05). As analises e os graficos foram realizados empregando-se 0 software

Graphpad Prism 6 para Mac (GraphPad Software — San Diego, EUA).
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao da bebida placebo (PB) vs suco de passiflora (PS)

A bebida placebo (PB) foi selecionada para ter a cor, aroma e sabor de suco de maracuja,
porém sem conter nenhum fruto na sua lista de ingredientes, além de ter a quantidade de
carboidratos similar com o suco PS, pelo fato de ser o macronutriente predominante no suco de
frutas (NEPA, 2011). Para isso, foi utilizada a bebida isotdnica Gatorade® sabor maracuja em

diluigdo de 1/3 em agua.

A Tabela 1 apresenta as informagdes nutricionais presentes em 100mL na bebida placebo

(fornecidas pelo fabricante na embalagem) comparadas com 150g de polpa de P. setacea.

Tabela 1. Informag@es nutricionais da bebida placebo (100mL) e da polpa de P. setacea (150g).

Polpa fresca de Bebida placebo
Passiflora FONTE (100mL) FONTE
setacea (1509)

Carboidratos 4,139 VIEIRA (2013) 6,00 Fabricante
AcuUcares 4,13g VIEIRA (2013) 3,50 Fabricante
Potéssio 1898,36 mg VIEIRA (2010) 14,00 Fabricante

Sédio 5,24 VIEIRA (2010) 49,50 Fabricante

Fibras totais 2,259 CPAC (2013) ** Fabricante

** Valores ndo significativos

A Tabela 2 informa os valores de fendlicos totais, vitamina C e atividade antioxidante por
DPPH das polpas do lote utilizado no atual experimento. Esses valores sdo dados pessoais da

Embrapa Cerrados (2015) ainda ndo publicados.
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Tabela 2. Informacdes adicionais da caracterizacdo fisico-quimica da polpa de Passiflora setacea

Analises mg /100g de polpa mg /1509 de polpa
Fenolicos totais 95,00 142,50
Vitamina C 66,32 99,48
Atividade antioxidante (DPPH) — 18,55 27,83
mg de trolox

Dados pessoais. EMBRAPA CERRADOS (2015).

3.2 Consumo agudo

O periodo de avaliacdo de 3 h entre as duas coletas foi assim determinado, pois
compostos fendlicos tém sido detectados no plasma humano em uma a sete horas apos o
consumo do fruto rico no composto, aproximadamente (MANACH et al.,, 2005). Em
experimentos observacionais da Rede PASSITEC, Embrapa Cerrados, foi relatado efeito
antistress e sono em individuos diagnosticados com stress 1h30 ap6s consumo de trés frutos de
Passiflora setacea (cerca de 50g). Também em um estudo experimental, foi verificado a
diminuicdo da adesdo de mondcitos a células endoteliais estimuladas pelo soro de voluntarios
(n=3) coletado 3 h ap6s consumo de 150g de polpa de Passiflora setacea em jejum (dados ndo

publicados).
3.3 Avaliacdo nutricional dos voluntérios

A Tabela 3 mostra as medidas antropométricas realizado com os voluntarios e informacao
de nivel de atividade fisica. Nota-se que 10% da amostra esta eutrofica, 80% com em sobrepeso,
e 10% com obesidade grau |, de acordo com a classificacdo de IMC (WHO, 2000). Quanto ao
percentual de massa gorda, a distribuicao foi uniforme em todas as classificagdes: 10% “bom”,
20% “acima da média”, 20% “média”, 20% “acima da média”, 20% “ruim e 10% “muito ruim”.
Mais da metade da amostra (60%) estd com o risco de desenvolver DCV (circunferéncia
abdominal >94cm), de acordo com Lean, Han, Morrison (1995). Apenas 20% séo ativos A, ou
seja, cumprem as recomendacOes de 3 dias de atividade fisica vigorosa ou 5 dias de atividade
fisica moderada, de acordo com a classificagio do IPAQ (RZEWNICKI; AUWEELE;
BOURDEAUDHUIJ, 2002).



Tabela 3. Medidas antropométricas da avaliacdo nutricional e nivel de atividade fisica dos voluntarios da pesquisa.

Voluntario Idade  Altura Peso IMC Classificacdo % massa Classificacao Circ. Nivel de
(kg/m?) (WHO, 2000) gorda (POLLOCK & Abdm. atividade fisica
WILMORE, 1993) (IPAQ)
1 54 1,67 72,1 25,9 sobrepeso 26,32  Abaixo da média 88 Sedentério
2 47 1,74 76,9 25,4 sobrepeso 20,86 Bom 95 Sedentario
3 41 1,735 83,5 21,7 sobrepeso 27,83 Ruim 100,5 Sedentéario
4 45 1,72 88 29,7 sobrepeso 32,35 Muito ruim 94,7 Sedentario
5 54 1,73 80,4 26,9 sobrepeso 30,06 Ruim 90 Ativo
6 62 1,75 82,7 27 sobrepeso 24,66 Média 96,5 Sedentario
7 53 1,745 80,6 26,5 sobrepeso 29,85 Ruim 94,8 Sedentario
8 42 1,68 87 30,8  obesidade graul 23,36 Média 99,5 Sedentario
9 52 1,705 72 24,8 eutréfico 23,34 Acima da média 92,5 Sedentéario
10 49 1,7 80 21,7 sobrepeso 22,63 Abaixo da média 89 Ativo
média 4945 1,72 80,32 27,40 sobrepeso 26,11  Acima da média 94,72 Sedentério
DP (%) 6,62 0,03 5,46 1,91 - 4,01 - 3,86 -
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3.4 OXIDO NITRICO

A producéo de 6xido nitrico (NO) por mondcitos de individuos com sobrepeso, incubados por 24
horas, estimulados ou ndo por LPS, foi avaliada no sobrenadante de cultivos utilizando-se o reagente de
Greiss. As Tabelas 4 e 5 mostram os valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo e
valor de p da produgéo de NO2  (uM) em cada grupo (PB e PS) e condigdo (Basal e LPS) antes (tOh) e
apos (t3h) o consumo do suco de PS e placebo (PB).

Tabela 4. Quantificagdo do nitrito (NO2") no sobrenadante das culturas com estimulo basal dos mondcitos circulantes dos
voluntérios apés consumo de bebida placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS).

Nitrito (uM NO2) —

Grupos Condicao Basal
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 8 21,48 (5,67) 21,35 6,27 — 37,06
PB 3h 8 26,88 (8,91) 21,66 5,96 — 76,50
PS Oh 9 28,01 (5,56) 35,95 5,49 - 44,96
PS 3h 9 27,64 (4,60) 37,53 6,33 — 40,58

A quantificagdo foi feita em espectrofotometro de placa (Spectramax plus 384 - Molecular Devices), em 540 nm. Segundo o
teste t pareado ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,31; PSOh-PS3h: p=0,65; PBOh-PSOh: p= 0,48; PB3h-PS3h: p=0,61. Né&o
houve diferencga estatistica.

Tabela 5. Quantificagido do nitrito (NO2") no sobrenadante das culturas com estimulo por LPS dos mondcitos circulantes dos
voluntérios apés consumo de bebida placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS).

Nitrito (uM NO2") —

Grupos Estimulo por LPS
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 8 25,42 (5,62) 31,05 6,17 — 44,86
PB 3h 7 23,39 (6,69) 13,55 6,22 — 49,19
PS Oh 9 30,64 (7,85) 35,97 6,04 — 67,23

PS 3h 9 27,63 (5,87) 28,39 6,44 — 47,72
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A quantificagdo foi feita em espectrofotometro de placa (Spectramax plus 384 - Molecular Devices), em 540 nm. Segundo o
teste t pareado paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,80; PSOh-PS3h: p=0,79; PBOh-PSOh: p=0,60; PB3h-PS3h: p=0,64. Ndo houve

diferenca estatistica.

Na condicdo basal (Tabela 4), os valores ndo apresentaram distribuicdo normal. Foi detectado um

aumento ndo significativo da mediana na producdo de NO nos mondcitos dos individuos ap6s o

consumo de suco de PS, diferentemente da produgdo apés o consumo do PB, que se manteve

praticamente inalterada. Ja na condi¢do estimulada por LPS, que simula uma infec¢cdo bacteriana (Tabela

5), os valores apresentam uma distribuicdo normal e observou-se uma diminui¢do nao-significativa da
producdo de NO apds o suco de PS e o PB. Ou seja, 0 suco de PS manteve a producdo de NO2 no
individuo durante as 3 h, assim como a bebida placebo (Basal p=0,31; LPS p=0,64). Isso indica também

que o placebo estd atuando como tal, pois ndo afetou a producdo de NO em nenhuma condicdo, como

visto na Figura 12.
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Figura 12. Efeito agudo do consumo de suco de Passiflora setacea na producdo de éxido nitrico (nitrito) por
monacitos de voluntarios com sobrepeso (n=10). 100 uL do sobrenadante de mondcitos obtidos por aderéncia (1,5 x 10°

células/escavacdo) foram incubados por 24h com 100 pL do reagente de Griess estimulados ou ndo com 10 ng/mL de

lipopolissacarideo (LPS). A reacdo foi lida em espectrofotometro de placa (Spectramax plus 384 - Molecular Devices), em

540 nm e os resultados foram expressos como M NO,. Os resultados, analisados pelo teste t pareado ndo-paramétrico (teste

de Wilcoxon), mostraram que nao houve diferenga estatistica entre os grupos PS e PB e as condi¢Bes basal e estimulo por

LPS (p>0,05). Estéo representadas medianas e desvios padréo.
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Quanto ao percentual de variacdo da resposta intrapessoal (% delta) da producdo de NO, houve
aumento da média tanto na situacéo basal (PB = -0,88; PS = 3,90), quanto na estimulada por LPS (PB =
6,71; PS = 17,68). Porém, também ndo foi detectada diferenca estatistica (Figura 13).

BASAL LPS B8 PB
75- - - ' - = Ps

254

Delta (%) Oxido nitrico (uM) - basal

-50- —1

Figura 13. Variagdo intrapessoal (delta %) do efeito do consumo de suco de Passiflora setacea na producéo de 6xido nitrico
(nitrito) por mondcitos de voluntarios com sobrepeso (n=10). Os resultados, analisados pelo teste t ndo-pareado (teste de
Mann-Whitney), mostraram que ndo houve diferenca estatistica nos tratamentos basal (p=0,59) e LPS (p=0,40). Estdo
representadas medianas e desvios padréo.

O NO é uma ERN importante na homeostase do corpo devido a sua a¢do vasodiladora, inibidora
da ativacdo de células endoteliais, dentre outras (DUSSE et al., 2005), mas que ao mesmo tempo, pode
ser toxica por ser precursora de varias espécies reativas que podem gerar estresse oxidativo e danos as
estruturas celulares (MARTINEZ ¢ ANDRIANTSITOHAINA, 2009).

A falta de variacéo da producdo de NO entre as 3 h pode ser explicada pela diferenca de resposta

em cada individuo. Por exemplo, o voluntério 3 teve a producdo basal de NO>™ diminuida de 6,35 uM
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(tOh) para 5,96 uM (t3h) apds o consumo do suco de PS. Em contrapartida, a producdo basal do
voluntario 8 no inicio do experimento estava em 36,12 uM (tOh) e aumentou para 76,50 uM (t3h) apos o
suco de PS (Anexo 2). Essa grande variacdo de valores iniciais e finais torna muito dificil achar algum
tipo de distribuicdo normal, sendo necessario um n amostral maior.

Para a producdo efetiva de NO, sdo necessarios modulacfes das etapas prévias da via metabolica
desse radical, como fosforilacdo de proteinas, expressdo/atividade de NOS (6xido nitrito sintase),
inibicdo da expressdo/atividade de NOX (6xidos de nitrogénio) e modulacdo de enzimas e receptores
associados a producdo de NO (GALLEANO; PECHANOVA; FRAGA, 2010).

O extrato de folha de groselha, ativou a fosforilacdo de proteinas relacionadas com o aumento da
atividade da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). Porém, o extrato ndo causou mudanca no
teste de interacdo plaquetaria com as células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC), que seria
possivel com o aumento efetivo da producdo de NO (LUZAK et al., 2014).

Assim sendo, seria necessario acrescentar mais um nivel na variavel tempo (t6h, por exemplo)
para avaliar se o suco de PS afetou alguma etapa prévia da via metabodlica da producédo desse radical. O
estudo de Coles & Clifton (2012) corrobora a hipotese, quando o suco de beterraba, rico em nitrito (NOs"
), consumido uma Unica vez, causou diminuicdo da pressdo arterial sistélica em homens 6 h ap6s o seu

consumo, quando comparado a uma bebida placebo.

Ou entdo, avaliar o consumo crénico do suco de PS possa gerar mais evidéncias cientificas,
como na coorte de um ano com 200 voluntéarios com alto risco cardiovascular que consumiram dieta
mediterranea rica em compostos fendlicos e verificaram o aumento de NO plasméatico em comparacao
ao grupo placebo (MEDINA-REMON et al., 2015).

Outros estudos tém demonstrado a acdo dos compostos fendlicos na producéo direta ou indireta
de NO em células, como a epigalocatequina-3-galato (EGCG) e a curcumina que diminuiram a producao
de NO apos serem expostas diretamente a células estaminais mesenquimais humanas (hMSCs) (YAGI;
TAN; TUAN, 2013) e outros compostos que geraram aumento da expressao/atividade de eNOS em
células expostas (WALLERATH et al., 2002; LEIKERT et al., 2002; WALLERATH et al., 2003;
NDIAYE et al., 2005; NICHOLSON; TUCKER; BRAMELD, 2008; EDIRISINGHE et al., 2011). A

limitacdo € que resultados de estudos in vitro nos quais se expdem células aos compostos puros
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encontrados nos frutos ndo se assemelham as respostas em condi¢fes fisiologicas in vivo, como no

presente estudo.

3.5 PEROXIDO DE HIDROGENIO

A producéo de perdxido de hidrogénio (H202) por mondcitos de individuos com sobrepeso,
incubados por uma hora, estimulados ou ndo por acetato de forbol miristato (PMA), foi avaliada no
sobrenadante de cultivos utilizando-se a microtécnica de oxidacao de vermelho de fenol. As Tabelas 6 e
7 mostram os valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo e valor de p da producao de
H>02 (uM) em cada grupo (PB e PS) e condigdo (Basal e PMA) antes (tOh) e apds (t3h) o consumo do
suco de PS e placebo (PB).

Tabela 6. Quantificagdo do perdxido de hidrogénio (H20,) no sobrenadante das culturas com estimulo basal dos mondcitos
circulantes dos voluntarios apds consumo de bebida placebo (PB) e suco de Passiflora setacea (PS).

Perdxido de hidrogénio (uM H202) —

Condicao Basal

Grupos n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 7 1,41 (0,13) 1,22 1,12-1,94
PB 3h 7 1,75 (0,32) 1,17 1,12 - 3,15
PS Oh 8 1,43 (0,14) 1,20 1,12 - 2,04
PS 3h 7 1,30 (0,09) 1,17 1,09 -1,73

A quantificagdo foi feita em espectrofotometro de placa (Spectramax plus 384 - Molecular Devices), em 620 nm. Segundo o
teste t pareado ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,22; PSOh-PS3h: p=0,34; PBOh-PSOh: p=0,95; PB3h-PS3h: p=0,70. N&o
houve diferenca estatistica.



Tabela 7. Quantificagao do perdxido de hidrogénio (H20,) no sobrenadante das culturas com estimulo por PMA dos
monocitos circulantes dos voluntarios apds consumo de bebida placebo (PB) e suco de Passiflora setacea (PS).
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Grupos

PB Oh
PB 3h
PS Oh

PS 3h

Peroxido de hidrogénio (uM H202) —

Estimulo por PMA

8
9

Média (DP)
1,67 (0,29)
1,96 (0,52)
1,36 (0,10)

2,32 (0,65)

Mediana
1,31
1,23
1,19

1,32

Extremos
1,12 - 3,07
1,12 -5,10
1,12 -1,82

1,12 -5,76

A quantificagdo foi feita em espectrofotometro de placa (Spectramax plus 384 - Molecular Devices), em 620 nm. Segundo o
teste t pareado ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,63; PSOh-PS3h: p=0,51; PBOh-PSOh: p=0,81; PB3h-PS3h: p=0,67. N&o

houve diferenca estatistica.

Na condicdo basal (Tabela 6), os valores do efeito agudo (analise pareada) ndo apresentaram

distribuicdo normal. A mediana da producéo de H2O. diminuiu de forma igual apds o consumo do suco

de PS e o0 PB, sem diferencas estatisticas. A mediana na condi¢do estimulada por PMA diminuiu apds o

consumo do PB e aumentou apos o suco de PS, porém, em ambas, ndo foi detectada diferenca estatistica

(Figura 14). Sendo assim, o suco de PS manteve a producdo de H>O; no individuo durante as 3 h (Basal

p=0,34; PMA p=0,51), assim como a bebida placebo (Basal p=0,22; PMA p=0,63).
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Figura 14. Efeito agudo do consumo de suco de Passiflora setacea na producdo de perdxido de hidrogénio por
monacitos de voluntarios com sobrepeso (n=10). As células foram incubadas com ou sem PMA (miristato de forbol), em
camara umida com 5% de CO», a 370C por 60 min, em 140 pL de uma solucdo contendo 5,5 mM de dextrose, 0,5 mM de
vermelho de fenol (sal de sulfonftaleina de fenol) e 19 U/mL de peroxidase do tipo Il RZ 1.3 (HRPO — Amoracia rusticana
tipo Il, sal contendo 148 purpurogalina/mg). A reagdo foi interrompida com 10 uL NaOH IN, em seguida, lida em
espectrofotometro de placa (SpectraMax plus 384 — Molecular Devices), em 620 nm e os resultados foram expressos em pM
H20,/1.5 x 10° macrofagos ht. Os resultados, analisados pelo teste t pareado ndo-paramétrico (teste de Wilcoxon), mostraram
que ndo houve diferenca estatistica entre as condicdes e os tratamentos (p>0,05). Estdo representadas medianas e desvios
padrao.

A Figura 15, representando a variacdo intrapessoal dos individuos (delta %) da producdo de
H>02, mostra que houve diminui¢cdo da média na situacdo basal (PB = 15,49; PS = -3,46), apresentando
um valor de p=0,07. Ja na condicdo estimulada por PMA, houve aumento da mediana (PB = 0,89; PS =
6,25), porém, sem diferenca estatistica detectada. Assim, apesar do grafico apresentar uma tendéncia de
diminuicdo da producdo de H202 com as células na condigdo basal (sem estimulos) ap6s o consumo de
suco de PS, ndo houve diferenca estatistica para sustentar o dado.
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Figura 15. Variacdo intrapessoal (delta %) do efeito do consumo de suco de Passiflora setacea na producéo de peréxido de
hidrogénio por mondcitos de voluntarios com sobrepeso (n=10). Os resultados, analisados pelo teste t ndo-pareado (teste de
Mann-Whitney), mostraram que ndo houve diferenca estatistica entre as condic¢Oes basal (p=0,09) e PMA (p=0,30). Estdo

representadas medianas e desvios padréo.

O peroxido de hidrogénio é um radical livre de oxigénio extremamente reativo (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; COMHAIR & ERZURUM, 2002) capaz de atravessar camadas lipidicas, romper
a coluna do DNA, induzir alteracbes cromossdmicas (OLSZEWER, 1995) e sua producédo
desequilibrada pode gerar desenvolvimento de DCNT. A tendéncia detectada na diminuicéo do delta (%)
da producéo de H-O: (situagdo basal) apos o consumo do suco de PS (p=0,07) pode sugerir uma possivel
acdo redutora de danos celulares em individuos pré-inflamatorios. Porém, seria necessario um n

amostral maior para confirmacao.

Estudos como este, que avaliam a acdo de CF na producéo de H>O: in vivo séo escassos. Estudos
in vitro tem mostrado correlagc6es entre a acdo dos CF na diminuigdo da produgdo desse radical, como a
epigalocatequina-3-galato (EGCG) e a curcumina em células estaminais mesenquimais humanas
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(hMSCs) (YAGI; TAN; TUAN, 2013) e o extrato de folha de oliveira e seu composto isolado,
oleuropeina, em células B do pancreas (CUMAOGLU et al., 2011).

Outros estudos também in vitro, detectaram o aumento benéfico do perdxido de hidrogénio em
células causado por CF, como a EGCG em células tumorais (LIN et al., 1999; ROY et al., 2003; YANG
et al., 2000; ZHU et al., 2000; HONG et al., 2002) e o extrato de suco de macd em células de
adenocarcinoma de colon humano (HT-29) (BELLION et al., 2009).

Foi visto que os CF presentes em frutos podem diminuir a producdo de H20. em células
saudaveis, mas que também podem estimular a sua producdo em células cancerigenas induzindo a
citoxicidade e a apoptose nessas células. A maioria dos estudos in vitro utiliza as formas puras
encontradas em frutos e expde as células a altas concentracGes desses compostos, gerando efeitos e
resultados nao-fisioldgicos. Sdo escassos os estudos sobre o efeito dos CF sobre a producgéo do radical
H>O2 em seres humanos, como o atual estudo. Foi possivel detectar uma possivel tendéncia do efeito do
suco PS na diminuicdo da producédo de peroxido de hidrogénio em voluntarios com sobrepeso apds uma
Unica intervencdo aguda. Porém, um n amostral maior, um segundo ponto temporal de analise (t6h, por

exemplo) e um consumo crénico sdo variaveis necessarias para comprovar o efeito do suco in vivo.

3.6 Quantificacdo de Corpusculos lipidicos (CL)

A presenca de CL foi avaliada no citoplasma dos mondcitos por marcagao citoquimica com 6leo
vermelho O (Oil- Red-O), na condi¢do basal e estimulada por LPS. Por essa metodologia, os
corpusculos lipidicos se apresentam como estruturas circulares que se coram em vermelho no citoplasma
dos mondcitos, como visto na Figura 18 (p. 76).

Avaliou-se a propor¢do de monocitos com CL no citoplasma (MO%), a média de CL presentes

nos citoplasma dos mondcitos (MCL) e o indice corpuscular (IC) obtido pelo calculo MO% x CL.
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3.6.1 Mondcitos com corpusculos lipidicos no citoplasma (MO%o)

As Tabelas 8 e 9 mostram os valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo e
valor de p de mondcitos expressando CL no citoplasma em cada grupo (PB e PS) e condicdo (Basal e
LPS) antes (tOh) e apos (t3h) o consumo do suco de PS e placebo (PB).

Tabela 8. Quantificagdo da média de mondcitos circulantes dos voluntarios ap6s consumo de bebida placebo (PB) e suco
Passiflora setacea (PS) com CL no citoplasma (MO%) na condicdo basal.

Mondcitos com corpusculos lipidicos no citoplasma (MO%) —

Grupos Condicao basal
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 8 19,50 (3,51) 19,66 4,25 - 34,04
PB 3h 7 16,08 (3,77) 16,29 2,43 - 35,00
PS Oh 8 19,18 (4,66) 17,81 1,62 — 39,04
PS 3h 9 16,08 (2,72) 12,50 4,08 — 28,91

A contagem foi feita em microscopia Optica com campos aleatoriamente selecionados de todo o slide. Segundo o teste t
pareado paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,42; PSOh-PS3h: p=0,72; PBOh-PSOh: p=1,00; PB3h-PS3h: p=0,96. N&do houve
diferenca estatistica.

Tabela 9. Quantificagao da média de mondcitos circulantes dos voluntarios ap6s consumo de bebida placebo (PB) e suco
Passiflora setacea (PS) com CL no citoplasma (MO%) na condig8o estimulada por LPS.

Mondcitos com corpusculos lipidicos no citoplasma (MO%) —

Grupos Estimulo por LPS
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 8 22,12 (5,99) 12,63 8,17 — 49,75
PB 3h 8 24,76 (10,69) 12,81 1,06 — 81,50
PS Oh 8 11,94 (1,19) 11,99 7,04 — 18,38
PS 3h 9 16,78 (4,34) 15,75 0,00 — 39,00

A contagem foi feita em microscopia Optica com campos aleatoriamente selecionados de todo o slide. Segundo o teste t
pareado paramétrico e ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,95; PSOh-PS3h: p=0,63; PBOh-PSOh: p=0,57; PB3h-PS3h: p=0,96.
N&o houve diferenca estatistica.



69

Na condicéo basal (Tabela 8), os valores apresentaram distribui¢do normal em ambos 0s grupos
(PB e PS) e foi observado um aumento da média, em comparacdo ao tOh, porém, sem diferencas
estatisticas (PB p=0,42; PS p=0,72). Na condi¢do em que as células foram estimuladas por LPS, os
valores do grupo PB apresentaram distribuigdo normal, com aumento néo significativo da média ap6s o
consumo da bebida PB (p=0,95). J& os valores do grupo PS ndo apresentaram distribuicdo normal e

apresentaram um aumento também néo significativo da mediana (p=0,63) (Tabela 9).

3.6.2 Corpusculos lipidicos expressos no citoplasma dos mondcitos (CL)

As Tabelas 10 e 11 mostram os valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo e
valor de p de CL expressos no citoplasma de mondcitos em cada grupo (PB e PS) e condicdo (Basal e
LPS) antes (tOh) e apos (t3h) o consumo do suco de PS e placebo (PB).

Tabela 10. Quantificagdo do média de CL encontrados no citoplasma de mondcitos circulantes dos voluntarios apds consumo
de bebida placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS) com CL no citoplasma (CL) na condicao basal.

Corpusculos lipidicos encontrados no citoplasma de mondcitos (CL%b)

Grupos Condicéo basal
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 7 1,26 (0,07) 1,22 1,06 — 1,61
PB 3h 7 1,24 (0,07) 1,25 1,03-1,54
PS Oh 8 1,15 (0,08) 1,16 0,75-1,43
PS 3h 9 1,31 (0,10) 1,26 1,00 -1,82

A contagem foi feita em microscopia Optica com campos aleatoriamente selecionados de todo o slide. Segundo o teste t
pareado paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,81; PSOh-PS3h: p=0,17; PBOh-PSOh: p=0,40; PB3h-PS3h: p=0,79. N&o houve
diferenca estatistica.
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Tabela 11. Quantificagdo do média de CL encontrados no citoplasma de mondcitos circulantes dos voluntarios ap6s consumo
de bebida placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS) com CL no citoplasma (CL) com estimulo de LPS.

Corpusculos lipidicos encontrados no citoplasma de mondcitos (CL%o)

Estimulo por LPS

Grupos n Média (DP) Mediana Extremos
PB 0Oh 6 1,23 (0,08) 1,21 1,00 — 1,50
PB 3h 6 1,55 (0,37) 1,13 0,50 — 3,77
PS Oh 8 1,24 (0,04) 1,25 1,07-1,39
PS 3h 8 1,13 (0,15) 1,25 0,00 — 1,46

A contagem foi feita em microscopia 6ptica com campos aleatoriamente selecionados de todo o slide. Segundo o teste t
pareado paramétrico e ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,40; PSOh-PS3h: p=0,74; PBOh-PSOh: p=0,70; PB3h-PS3h: p=0,96.
N&o houve diferenca estatistica.

Na condicéo basal (Tabela 16), os valores apresentaram distribuicdo normal no grupo PS e PB e
foi observado um ligeiro aumento da média de CL apds o consumo do suco de PS, porém, sem diferenca
estatistica (p=0,17). Na condicdo onde as células foram estimuladas por LPS, os valores do grupo PB
apresentaram distribuicdo normal, com aumento ndo significativo da média de CL apds o consumo da
bebida PB (p=0,40). Ja& os valores do grupo PS ndo apresentaram distribuicdo normal e se mantiveram

inalterados ap6s o consumo do suco de PS (p=0,74) (Tabela 17).

3.6.3 Indice corpuscular (IC)

As Tabelas 12 e 13 mostram os valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo e
valor de p do indice Corpuscular (IC) em cada grupo (PB e PS) e condicdo (Basal e LPS) antes (tOh) e

apos (t3h) o consumo do suco de PS e placebo (PB).
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Tabela 12. indice Corpuscular da média de CL encontrados no citoplasma de mondcitos circulantes (CL%) dos voluntarios
apos consumo de bebida placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS) com média de macrografos envolvidos no processo na
condicdo basal.

indice Corpuscular (IC) -

Grupos Condicao basal
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 7 23,15 (4,54) 25,84 5,25-41,29
PB 3h 8 23,09 (6,40) 17,81 2,89 -53,18
PS Oh 8 25,40 (6,16) 23,00 1,62 - 45,00
PS 3h 9 23,08 (4,55) 19,50 4,08 — 41,90

O célculo feito para obtencdo do IF foi a multiplicacdo da média de mondécitos com CL no citoplasma (MO%) pela média de
CL encontrado (CL%). Segundo o teste t pareado paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,66; PSOh-PS3h: p=0,90; PBOh-PSOh:
p=0,78; PB3h-PS3h: p=0,85. Nao houve diferenca estatistica.

Tabela 13. indice fagocitario da média de CL encontrados no citoplasma de mondcitos circulantes (CL%) dos voluntarios
apos consumo de bebida placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS) com média de macrégrafos envolvidos no processo
estimulados por LPS.

indice Corpuscular (IC) -

Grupos Estimulo por LPS
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 8 61,41 (28,02) 18,25 9,00 — 219,40
PB 3h 6 11,42 (3,59) 12,10 1,06 — 20,97
PS Oh 8 15,37 (1,94) 15,00 7,85 —-25,53
PS 3h 9 22,76 (6,26) 21,25 0,00 - 57,00

O célculo feito para obtencgdo do IF foi a multiplicacdo da média de mondcitos com CL no citoplasma (MO%) pela média de
CL encontrado (CL%). Segundo o teste t pareado paramétrico e ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,22; PSOh-PS3h: p=0,61;
PBOh-PSOh: p=0,40; PB3h-PS3h: p=0,22. N&o houve diferenga estatistica.

Na condicédo basal (Tabela 12), os valores apresentaram distribuicdo normal no grupo PS e PB e
foi observado uma diminui¢do do IC ap6s o consumo do suco de PS, porém, sem diferenca estatistica

(p=0,90). A média do grupo PB se manteve inalterada. Na condi¢do onde as células foram estimuladas
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por LPS, os valores do grupo PB ndo apresentaram distribuicdo normal, com diminuicdo néo
significativa da mediana do IC apds o consumo da bebida PB (p=0,22). J& os valores do grupo PS
apresentaram distribuicdo normal e a média do IC aumentou de forma n&o significativa ap6s o consumo
do suco de PS (p=0,61) (Tabela 13).

A Figura 16 resume os achados da analise pareada da expressdo de CL por mondcitos dos

individuos que consumiram o suco de PS em comparacdo com a bebida PB.
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Figura 16. Efeito agudo do consumo de suco de Passiflora setacea na expressdo de corplsculos lipidicos por
mondcitos de voluntarios com sobrepeso (n=10). As células foram incubadas com ou sem LPS (lipossacarideos) e fixadas
com paraformaldeido a 4% por 30 minutos e lavadas com STF e alcool isopropilico 60%. Em seguida, as células foram
coradas por 15 minutos com uma solu¢ao de d6leo vermelho (Oil Red) filtrada. O excesso de corante foi retirado e as
escavagdes foram lavadas com alcool isopropilico 60% e agua destilada. Os ntcleos celulares foram corados com

hematoxilina de Mayer por 5 minutos, lavadas com agua destilada. Foram estabelecidas a porcentagem de mondcitos
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expressando CL no citoplasma (M@%) (Al e A2), a quantidade média de CL dentro dos monocitos (MCL) (B1 e B2) e o
indice corpuscular (IC) (C1 e C2). A contagem foi feita em microscopia Optica com campos aleatoriamente selecionados de
todo o slide. Os resultados, analisados pelo teste t pareado paramétrico e ndo-paramétrico (teste de Wilcoxon), mostraram que

ndo houve diferenca estatistica entre as condi¢des e os tratamentos (p>0,05). Estéo representadas medianas e desvios padrao.

A Figura 17 representa a variacdo intrapessoal (delta %) da expressdo de CL pelos mondcitos dos
individuos. A1 mostra que houve aumento da média de MO% na situacdo basal ap6s 0 consumo do suco
de PS, quando comparado ao placebo (p=0,57) e de forma invertida, houve reducdo dessa média no
grupo PS em comparagdo ao PB na situagdo estimulada com LPS (p=0,51). A2 mostra diminui¢do ndo
da média de MCL apdés o consumo do suco de PS, tanto na situacdo basal (p=0,20), quanto na
estimulada por LPS (p=0,61). A3 mostra aumento da média do IC na situacdo basal apds o consumo do
suco de PS, quando comparado ao placebo (p=0,58) e de forma invertida, mostra reducdo dessa média
apo6s o consumo do suco de PS na situacdo estimulada com LPS (p=0,33). Em nenhuma variavel foi
detectada diferenca estatistica.



75

BASAL LPS
| —
Ay 150 - —
1 PS
1004
x
S 50
©
Q
1
7| 0-
(@]
1S
-50
8
172}
ie]
5 -100-
Ko}
5
= -150
-2504
A2 1004
— = PB
X = Ps
S
0]
[m] 50
1
@
o
=
o
2
o 0+
S
S
0]
o
o 5
°
o
k=]
N0}
=
-100-
= PB
Sl = Ps
150
X
N
o 100
o~
[ 50
(m)
— 0-
&)
= .50
o
©
fom } i, -
3 -0
3
2 -150-
S
& -200-
8 s
2
= .300-
-350-

Figura 17. Variacdo intrapessoal (delta %) do efeito do consumo de suco de Passiflora setacea na expressao de corpusculos
lipidicos em mondcitos de voluntarios com sobrepeso (n=10). Os resultados, analisados pelo teste t ndo-pareado (teste de
Mann-Whitney), mostraram que néo houve diferenca estatistica entre as condi¢des basal e estimuladas por LPS em nenhum

parametro analisado (MO%, MCL e IC). Estéo representadas medianas e desvios padrao.
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A avaliacdo da expressdao de CL é importante, pois sdo as principais organelas produtoras de
eicosanoides e sdo pecas-chave na sinalizacdo intracelular e nas células do processo inflamatorio
(MELO; DVORAK, 2012). A estrutura desses corpusculos é formada por uma monocamada exterior de
fosfolipideos e seu ndcleo é preenchido por lipideos neutros e proteinas (Figura 18). Tem sido utilizado
a expressao de CL como parametro no desenvolvimento de cancer colorretal (TIRINATO et al., 2015),
cancer de mama (ABRAMCZYK et al., 2015) e outras doencas inflamatérias (BOZZA; VIOLA, 2010).

Figura 18. Foto de monécito ativado com 1 (um) corpusculo lipidico corado de vermelho indicado no citoplasma.

Milenkovic et al. (2011) verificaram a modulacdo da expressdo de genes relacionados ao
metabolismo lipidico em voluntarios apds quatro semanas de consumo de suco de laranja e de
hesperidina isolada (principal flavonoide presente no suco). Foi detectada a supressdo da expressdo de
LDLR, receptor responsavel pelo ligamento e internalizacdo do LDL nos mondcitos; e a supressdo da
expressdo de ACAT (colesterol aciltransferase), enzima que converte o LDL internalizado em éster de
colesterol, facilitando a formacdo de CL. Outro estudo também avaliou a inibicdo da atividade de
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ACAT2 pela naringenina, flavonoide da toranja (grapefruit) (Nahmias et al., 2008). Ainda no estudo de
Milenkovic et al. (2011), tanto o suco de laranja quanto a hesperidina estimularam a expressao do gene
ABC2, responsavel pelo transporte reverso de colesterol dos mondcitos, diminuindo assim, a
concentracdo de CL dentro das células imunes (PENNINGS et al., 2006).

Kim et al. (2013) avaliaram a diminuicdo de CL dentro de células vasculares endoteliais pelo
mecanismo de autofagia de fagossomas estimulado pela presenca da EGCG no meio de cultura durante 2
h. BAUR et al. (2006) observaram a diminuicdo da concentracdo de CL no tecido hepético
camundongos de meia-idade suplementados com resveratrol em uma dieta hiperlipidica durante seis

Semanas.

E visto que existem poucos estudos na literatura que avaliam a acdo de CF no metabolismo
lipidico dentro de mondcitos na prevencdo de desenvolvimento de DCNT. Também foi verificado que é
necessario um tempo maior de tratamento suco de PS para modulagdo da formacgdo de CL ou avaliagdo

da expressao de genes relacionados com o metabolismo lipidico em células imunes.

3.7 TESTE DA CAPACIDADE FAGOCITARIA

A capacidade fagocitaria dos monaocitos foi avaliada na presenca de leveduras Saccharomyces
cerevisiae sensibilizadas (LS) ou ndo (LNS) por soro humano. A quantidade de leveduras fagocitadas
por 200 mondcitos ativados foi quantificada por microscopia optica (Figura 19). Avaliou-se a quantidade
de mondcitos envolvidos na fagocitose (MO%), média de leveduras fagocitadas (Lev) e o indice

Fagocitario (IF).
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Figura 19. Foto de mondcito ativado fagocitando uma levedura (a), fagocitando duas leveduras (b) e monécito ativo ndo
envolvido na fagocitose (c) e mondcito inativo (d).

3.7.1 Mondcitos envolvidos na fagocitose (MO%)

As Tabelas 14 e 15 mostram os valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo e
valor de p do percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose (MO%) em cada grupo (PB e PS) e
condicdo (LS e LNS) antes (tOh) e apds (t3h) o consumo do suco de PS e placebo (PB).

Tabela 8. Quantificacdo do média de mondcitos circulantes dos voluntarios ap6s consumo de bebida placebo (PB) e suco
Passiflora setacea (PS) envolvidos na fagocitose (MO%) de leveduras ndo sensibilizadas por soro humano.

Mondcitos envolvidos na fagocitose (MO%) —

Grupos Leveduras néo sensibilizadas
n Média (DP) Mediana Extremos
PB 0Oh 8 45,06 (6,79) 51,94 13,93 - 66,25
PB 3h 8 28,69 (9,69) 15,80 7,62 — 75,00
PS Oh 9 23,79 (8,05) 16,74 1,74 -62,71
PS 3h 9 33,75 (10,19) 19,84 5,48 — 80,06

A contagem foi feita em microscopia Optica com campos aleatoriamente selecionados de todo o slide. Segundo o teste t
pareado paramétrico e ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,11; PSOh-PS3h: p=0,06; PBOh-PSOh: p=0,09; PB3h-PS3h: p=0,89.
N&o houve diferenca estatistica.
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Tabela 9. Quantificagdo do média de monécitos circulantes dos voluntarios apds consumo de bebida placebo (PB) e suco
Passiflora setacea (PS) envolvidos na fagocitose (MO%) de leveduras sensibilizadas por soro humano.

Monacitos envolvidos na fagocitose (MO%) —

Grupos Leveduras sensibilizadas
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 8 33,02 (5,41) 31,14 10,73 — 54,30
PB 3h 8 27,44 (5,85) 25,96 10,25 — 58,53
PS Oh 9 21,14 (6,53) 10,93 5,70 - 63,17
PS 3h 9 26,95 (6,00) 25,77 6,31 — 63,50

A contagem foi feita em microscopia Optica com campos aleatoriamente selecionados de todo o slide. Segundo o teste t
pareado paramétrico e ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,26; PSOh-PS3h: p=0,04*; PBOh-PSOh: p=0,11; PB3h-PS3h:
p=0,82. Houve diferenca estatistica no percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose na presenca de leveduras
sensibilizadas apds o consumo de suco de PS.

Na presenca de leveduras ndo sensibilizadas (LNS) (Tabela 14), os valores de MO% do grupo
PB ndo apresentaram distribui¢cdo normal com reducdo ndo significativa da mediana (p=0,11). O grupo
PS apresentou distribuicdo normal e teve a média do MO% aumentada de forma quase significativa ap6s
0 consumo do suco de PS (p=0,06). Na presenca de LS, o grupo PB apresentou distribuicdo normal e
também com reducdo nao significativa da média (p=026) e o grupo PS, cuja distribuicdo nao foi normal,

teve aumento significativo da mediana do MO% (p=0,04) (Tabela 15).

3.7.2 Leveduras envolvidas na fagocitose (Lev)

As Tabelas 16 e 17 mostram os valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo e
valor de p da média de leveduras fagocitadas (Lev) em cada grupo (PB e PS) e condicdo (LS e LNS)

antes (tOh) e apds (t3h) o consumo do suco de PS e placebo (PB).
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Tabela 10. Quantificagdo do média de leveduras ndo sensibilizadas envolvidas na fagocitose (Lev) apos consumo de bebida
placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS).

Leveduras envolvidas na fagocitose (Lev) —

Grupos Leveduras néo sensibilizadas

n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 7 2,19 (0,11) 2,14 1,90 - 2,77
PB 3h 8 1,66 (0,25) 1,74 0,52 - 2,61
PS Oh 9 1,71 (0,18) 1,61 1,10 - 2,66
PS 3h 9 1,93 (0,26) 1,75 0,54 -3,35

A contagem foi feita em microscopia 6ptica com campos aleatoriamente selecionados de todo o slide. Segundo o teste t
pareado paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,30; PSOh-PS3h; p=0,13; PBOh-PS0h: p=0,06; PB3h-PS3h: p=0,56. Os pontos iniciais
PB Oh e PS Oh apresentaram diferenca estatistica.

Tabela 11. Quantificacdo do média de leveduras ndo sensibilizadas envolvidas na fagocitose (Lev) apos consumo de bebida
placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS).

Leveduras envolvidas na fagocitose (Lev) —

Grupos Leveduras sensibilizadas
n Meédia (DP) Mediana Extremos
PB Oh 7 1,98 (0,05) 1,95 1,82-2,14
PB 3h 6 1,91 (0,09) 1,92 1,59 - 2,19
PS Oh 9 1,92 (0,12) 1,95 1,40 - 2,47
PS 3h 9 1,77 (0,10) 1,81 1,38 2,35

A contagem foi feita em microscopia Optica com campos aleatoriamente selecionados de todo o slide. Segundo o teste t
pareado paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,70; PSOh-PS3h: p=0,26; PBOh-PSOh: p=0,63; PB3h-PS3h: p=0,27. Ndo houve
diferenca estatistica.

Na presenca de leveduras ndo sensibilizadas (LNS) (Tabela 16), os valores de Lev de ambos os
grupos tiveram distribuicdoo normal com a diminuicdo ndo significativa da média de leveduras

fagocitadas apds o consumo do PB (p=0,30) e 0 aumento ndo significativo da mesma ap6s o consumo do
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suco de PS (p=0,13). Na presenca de LS, os grupos PB e PS também tiveram distribuicdo normal, com

reducdo ndo significativa da média de leveduras fagocitadas (Tabela 17).

3.7.3 Indice fagocitario (IF)

As Tabelas 18 e 19 mostram os valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo e
valor de p do indice Fagocitério (IF) em cada grupo (PB e PS) e condicdo (LS e LNS) antes (tOh) e apos
(t3h) o consumo do suco de PS e placebo (PB).

Tabela 12. indice fagocitario (IF) do teste de fagocitose de leveduras ndo sensibilizadas por mondcitos circulantes dos
voluntérios apds consumo de bebida placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS).

indice Fagocitario (IF) —

Grupos Leveduras nao sensibilizadas
n Media (DP) Mediana Extremos
PB Oh 8 99,97 (17,35) 110,5 29,85 - 159,5
PB 3h 8 61,46 (26,24) 27,93 4,19 -196,5
PS Oh 9 51,08 (20,45) 29,01 2,61 — 165,20
PS 3h 9 80,82 (30,84) 19,29 8,68 — 236,8

O célculo feito para obtencéo do IF foi a multiplicacdo da média de mondcitos envolvidos na fagocitose (MO%) pela média
de leveduras fagocitadas (Lev). Segundo o teste t pareado ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,11; PSOh-PS3h: p=0,05; PBOh-
PSOh: p=0,09; PB3h-PS3h: p=0,74. N&o houve diferenca estatistica.
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Tabela 13. indice fagocitario (IF) do teste de fagocitose de leveduras sensibilizadas por mondcitos circulantes dos
voluntarios apds consumo de bebida placebo (PB) e suco Passiflora setacea (PS).

indice Fagocitario (IF) —

Grupos Leveduras sensibilizadas
n Média (DP) Mediana Extremos
PB Oh 8 66,47 (12,60) 62,55 19,51 -110,30
PB 3h 8 53,93 (12,92) 62,22 10,77 — 121,60
PS Oh 8 29,59 (8,51) 21,90 8,86 — 77,08
PS 3h 8 39,90 (8,38) 36,86 8,74 - 78,89

O célculo feito para obtencéo do IF foi a multiplicacdo da média de mondcitos envolvidos na fagocitose (MO%) pela média
de leveduras fagocitadas (Lev). Segundo o teste t pareado paramétrico e ndo-paramétrico: PBOh-PB3h: p=0,20; PSOh-PS3h:
p=0,08; PBOh-PSOh: p=0,02*; PB3h-PS3h: p=0,27. Os pontos iniciais PB Oh e PS 0h apresentaram diferenca estatistica.

Na presenca de leveduras ndo sensibilizadas (LNS) (Tabela 18), os valores de IF de ambos 0s
grupos ndo tiveram distribuicdo normal com a diminui¢do ndo significativa da mediana do IF apds o
consumo do PB (p=0,11) e com tendéncia da diminuicdo da mediana apds o consumo do suco de PS
(p=0,05). Na presenca de LS, o grupo PB apresentou distribuicdo normal com a mediana do IF
inalterada (p=0,20) e o grupo PS que apresentou distribuicdo normal, apresentou um aumento nao
significativo da média do IF (p=0,08) (Tabela 19).

A Figura 20 resume os achados da analise pareada da capacidade fagocitaria dos monécitos dos
individuos que consumiram o suco de PS em comparacdo com a bebida PB. O suco de PS gerou
aumento no recrutamento de mondcitos envolvidos na fagocitose (MO%) por opsoninas (LS) (p=0,04) e
gerou uma tendéncia no aumento de MO% por PAMP (LNS) (p=0,06). Ndo houve diferenca estatistica
na média de leveduras fagocitadas ou no indice fagocitario nas analises pareadas.
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Figura 20. Efeito agudo do consumo de suco de Passiflora setacea na capacidade fagocitaria de mondcitos de

voluntarios com sobrepeso (n=10). Mondcitos obtidos por aderéncia (2,0 x 10° células/escavacdo) foram incubados por 2h.

Depois foram incubadas com 10° de S. cerevisiae/escavacéo sensibilizadas por soro humano (LS) ou ndo (LNS) e suspensas

em RPMI 1640 (Sigma), pH 7,2 a 4 °C suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco) durante 30 minutos a

37 °C em 5% de CO; em ar. Em A, o percentual de mondécitos envolvidos na fagocitose (MO%), em B, média de leveduras

fagocitadas e em C, indice fagocitario (IF). Os resultados avaliados por microscopia Optica e analisados pelo teste t pareado,

mostraram que o0 consumo do suco de PS aumentou a captacdo de mondcitos para fagocitose por opsoninas (A2). Os demais

parametros nao foram alterados (p>0,05). Estéo representadas médias e desvios padrao.
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A Figura 21 representa a variacao intrapessoal dos individuos (delta %) da capacidade fagocitaria
de mondcitos. A1 mostra que o suco de PS promoveu aumento da média do percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose (MO%) por PAMP (LNS) (p=0,021); e aumento da mediana (p=0,046) por
opsoninas (LS), quando comparado com o placebo. A2 mostra que o grupo PS teve aumento ndo
siginificativo da média de leveduras fagocitadas (Lev) por PAMP (LNS) (p=0,088); e reducdo néo
siginificativa dessa média por opsoninas (LS) (p=0,787). A3 mostra aumento da mediana do IF tanto por
PAMP (LNS) (p=0,008), quanto por opsoninas (LS) (p=0,036).
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Figura 21. Variacdo intrapessoal (delta %) do efeito do consumo de suco de Passiflora setacea na capacidade fagocitaria de
mondcitos de voluntarios com sobrepeso (n=10). Os resultados, analisados pelo teste t ndo-pareado (teste de Mann-Whitney),
mostraram que o suco de PS promoveu aumento no percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose (MO%) por PAMP e
por opsoninas (Al) e aumento do indice fagocitario (IF) pelos dois mecanismos (A3). N&o foi detectada diferenca estatistica

na média de leveduras fagocitadas (Lev) (A2). Estdo representadas medianas e desvios padréo.

Em suma, foi verificado o efeito agudo do suco de PS no aumento do percentual de mondcitos
recrutados para a fagocitose (MO%) por opsoninas (LS) e também foi verificado na variacdo
intrapessoal (delta %) que o suco de PS promoveu aumento do MO% e do IF tanto por opsoninas (LS)
quanto por PAMP (LNS), quando comparado a um placebo. N&o foi detectada alteracdo significativa da
média de leveduras fagocitadas.

As opsoninas, parte do Sistema Imune Inato, sdo proteinas plasmaticas que se ligam aos
anticorpos aderidos aos microorganismos para a ativacao da fagocitose via sistema complemento. Esse
mecanismo € ativado na presenca de leveduras sensibilizadas por soro humano (LS), pois este ser fonte
de sistema complemento (ABBAS, 2011). Os PAMP (padrées moleculares associados a patdégenos)
também faz parte do Sistema Imune Inato, porém, ndo tem um anticorpo como intermediario no
reconhecimento.

Possivelmente, o consumo do suco de PS estimula a fagocitose, tanto por PAMP (LNS) quanto
por sistema complemento (LS). O aumento do ndmero de células imunes mobilizadas para a fagocitose
de leveduras sensibilizadas e ndo sensibilizadas, revela um possivel efeito do suco PS de promover a
ativacdo e a quimiotaxia dessas células imunes.

A fagocitose por mondcitos € um mecanismo importante do sistema imune inato e ela é utilizada
como um importante indicador da ativacdo da funcdo imune (OBERLEY et al., 2004; LEE et al., 2001).
O alvo dos fagécitos ativados sdo patdgenos ou entdo particulas presentes em excesso na circulagéo,
como o LDL oxidado. Ha alguns estudos que, assim como neste, também demonstraram o aumento da
fagocitose na presenca de compostos fenolicos. Monobe et al. (2010) observaram aumento da fagocitose
de células cancerigenas cultivadas com polifendis do cha verde. Resveratrol aumentou a fagocitose de
Candida albicans (fungo) por mondécitos humanos (BERTELLI et al., 1999).

Em contrapartida, outros estudos demonstraram o contrario, como o de lyori et al. (2008) que
verificou inibi¢do da fagocitose de E. coli (bactéria) em mondcitos cultivados com resveratrol, por meio
da diminuicdo da expressao de receptores de fagocitose e da atividade do NF-kB. O resveratrol também

inibiu a fagocitose de Kluyveromyces lactis (fungo) por monacitos (LEIRO et al., 2002).
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Pode-se inferir que compostos fendlicos podem ter acdo ambigua na fagocitose, 0 que vai
depender do tipo de patdgeno ou ceélula apresentado para a sua ativacdo ou inibicdo — envolvendo
diferentes tipos de receptores. Sendo assim, o impacto do suco de PS no aumento da fagocitose pode
caracterizar um aumento da efetividade do sistema imune inato frente a um patdgeno. Porém, é
necessario avaliar outras variaveis para confirmar essa efetividade, como a quantidade de leveduras

efetivamente mortas e ndo apenas fagocitadas.
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CONCLUSAO

O consumo de um copo (300mL) de suco de Passiflora setacea (PS) por voluntarios com
sobrepeso apresentou acdo imunomodulatéria na capacidade fagocitaria de mondcitos apds um periodo
de 3 h, quando comparado a uma bebida placebo. A ativacdo da fagocitose causada pelo suco de PS
pode ter caracterizado um aumento na efetividade do sistema imune inato desses voluntarios por ser um
mecanismo importante na destruicdo de patdgenos e apoptose de células tumorais.

Os resultados da producdo de peroxido de hidrogénio com as células na condicdo basal pode
sugerir uma acdo do suco de PS na diminuicdo desse radical. Porém, seria necessario um n amostral
maior e um nivel a mais na variavel tempo (t6h).

N&o houve alteracbes na producdo de 6xido nitrico (NO) em nenhuma das condicBes. Foi
discutido que o consumo agudo de um alimento rico em compostos fenolicos pode alterar a
expressao/atividade de enzimas relacionadas com a producdo desse ERN (eNOS, por exemplo). Porém,
para um aumento efetivo da producdo de NO pelas células de defesa, € necessario acrescentar mais uma
observacdo temporal (t6h) ou avaliar ap6s um periodo de consumo crénico do suco de PS. Avaliar a
expressdo de genes relacionados com a atividade enzimatica (NOS) pode ser importante para detectar
possiveis alteracbes em alguma etapa prévia da via metabolica de producéo do NO.

A expressdo de corpusculos lipidicos também ndo foi alterada pelo consumo do suco de PS, o
que pode ser explicado que apenas consumos crénicos podem gerar altera¢fes na modulacdo de CL ou
na transcripcao de genes relacionados com o metabolismo lipidico intracelular.

Apesar de serem resultados interessantes, € necessario avaliar outras variaveis para confirmar a
efetividade do sistema imune evidenciada pelo aumento da fagocitose. Quantificar o nimero de
leveduras efetivamente mortas, aumentar o n amostral, acrescentar outro ponto temporal de anélise (t6h,
por exemplo) e realizar testes com o consumo crénico do suco de PS séo atividades importantes para a
melhor elucidagdo em préximos estudos.

Recomenda-se 0 consumo de suco de Passiflora setacea como ferramenta terapéutica no
fortalecimento do sistema imune em individuos com estado pré-inflamatorio, ou seja, com sobrepeso e

sedentarios.
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ANEXO 1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa. A sua participacdo é voluntéria. Para participar,
é necessario ler atentamente este documento e ouvir nossas explicacdes. Este documento sera elaborado
em duas vias e devera ser rubricado em todas as paginas, e assinado no fim por vocé e pelo pesquisador
responsavel, caso opte por participar da pesquisa. Uma via é sua e a outra é do pesquisador responsavel,
como prevé a Resolucdo CNS No 466 de 2012.
Nome da Pesquisa: “Avalicdo do efeito ateroprotetor do consumo do suco de Passiflora setacea por
individuos saudaveis: uma abordagem ex vivo”
Descricédo da Pesquisa
- Introducdo: Alimentos funcionais sdo aqueles que, além de nutrir o corpo, promovem outros beneficios
para a saude, como combate ao envelhecimento precoce e ao desenvolvimento de doencas. Essas agdes
podem ser explicadas pela presenca de antioxidantes nesses alimentos, compostos que protegem as células
contra danos e inflamagdes.
- Objeto: A Passiflora setacea, conhecida como BRS Pérola do Cerrado é uma espécie de maracuja
silvestre do Cerrado e ela € rica em antioxidantes.
- Objetivo: Avaliar os beneficios do consumo de suco de Passiflora setacea no metabolismo vascular de
homens saudaveis.

- Forma de participacdo: A sua participacdo se dard por meio de 1 (um) encontro, de duracdo de
3h15 no Laboratério de Imunologia Celular, Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
Campus Darcy Ribeiro.

Vocé devera chegar no Laboratorio as 7h em jejum de 12h, serdo coletadas 2 (duas) amostras de sangue
pela equipe biomédica do laboratdrio. Imediatamente apds, vocé devera consumir 250mL do suco de
Passiflora setacea e esperar durante 3 h onde desejar, sem fazer esforco fisico ou atividades estressantes.
Apds esse tempo de espera, serdo coletadas novamente 2 (duas) amostras de sangue. Ao fim do processo,
uma café-da-manha completo seré disponibilizado a vocé.

Amostras

Todas as analises serdo feitas igualmente ANTES e APOS o consumo do suco de Passiflora setacea, isso

servira para responder possiveis a¢Oes e alteracfes no corpo causadas pelo consumo do fruto.
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- Sangue: Avaliar a presenca e a producdo de moléculas e compostos responsaveis pelas inflamacoes nas
veias e artérias e formacéo de placas de gordura.

Exclusividade: As amostras e dados bioldgicos colhidos serdo utilizados unicamente para as atividades
descritas neste documento, tendo prazo para finalizar no ano de 2017. Apos esse periodo, as amostras
serdo destruidas. SO sera possivel o uso dos dados para outros fins caso haja consentimento prévio do
participante de pesquisa juntamente com a elaboracdo de um novo projeto de pesquisa para ser avaliado
pelo Comité de Etica em Pesquisa, conforme prevé o Item 111.12 da Res. CNS No 340 de 2004.
Beneficios: o beneficio de sua participacdo nessa pesquisa é que o consumo do fruto pode ter
propriedades calmantes e antiestresse, ja demonstrado em estudos pilotos anteriores. Além disso, vocé
contribuird na descoberta dos efeitos do consumo desse fruto silvestre na saiude do ser humano, o que
poderd ser caracterizado como um alimento funcional, um excelente aliado para compor a dieta da
populacéo do Cerrado e do Brasil.

Riscos: A polpa de P. setacea passou por testes de seguranca e toxicidade feitos por pesquisadores da
Embrapa. Porém, como havera coleta de sangue, vocé podera sentir tontura ou sentir desconforto no
braco. Para isso, vocé tera a assisténcia da equipe biomédica do laboratério no local caso sinta algum mal-
estar ou desconforto durante todo o procedimento da pesquisa.

Vocé terd garantia de indenizacdo caso ocorra algum problema com a sua saude, assim como o direito a

assisténcia integral, gratuita devido a danos diretos/indiretos e imediatos/tardios, pelo tempo que for

necessario ao participante da pesquisa.

Sigilo: Todos as amostras e resultados serdo codificados, mantendo rigoroso sigilo através da omissao
total de quaisquer informacGes que permitam identifica-lo(a), como prevé o item 11.22 da Resolucdo CNS
No 466 de 2012.

Informamos que vocé pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento) qualquer
questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento
sem nenhum prejuizo para voceé.

Divulgacdo de resultados: Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais
utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador. O participante de pesquisa tera acesso a todos

0s resultados de exame se solicitados, de acordo com o item 111.2.i da Res. CNS No 251 de 1997.
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Se for o caso, 0 participante de pesquisa sera encaminhado para um servigo de endocrinologia ou nutricao,
caso sejam encontrados resultados que meregam atencdo nesse sentido, sem gerar custos ao participante,
conforme prevé o item V.1.c da Res. CNS No 340 de 2004.

Se vocé tiver qualquer davida em relacdo a pesquisa ou a assinatura do TCLE, por favor entre em contato
com lIsabella Duarte (end.: SQS 107 Bl. H Ap. 407; tel.: 61 9996-8004), ou no CEP/FS-UnB (end.:
Faculdade Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro - Universidade de Brasilia; tel.: 61 3107-1947, e-
mail: cepfs@unb.br e horério de atendimento ao publico de segunda-feira a sexta-feira das 10:00hs as
12:00hs e das 13:30hs as 15:30hs.

O CEP (Comité de Etica em Pesquisa) é um colegiado multi e transdisciplinar, independente, que existe
para garantir a integridade e dignidade de participantes de pesquisas cientificas e também para contribuir
no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos (Resolucdo n°® 466/12 Conselho Nacional de
Saude).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia. A pesquisadora responsavel declara cumprir todas as exigéncias da Res. CNS
466 de 2012.

Brasilia, de de

Nome / assinatura Participante de Pesquisa

Pesquisador Responsavel

Isabella de Aradjo Esteves Duarte



ANEXO 2 DADOS BRUTOS

Tabela 14. Valores da producéo de 6xido nitrico (nitrito) por mondcitos de voluntarios com sobrepeso (uM).
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Nome

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10

Placebo Passiflora
Basal LPS Basal LPS

Oh 3h Oh 3h Oh 3h Oh 3h
6,46 7,62 9,05 8,01 39,90 37,74 62,83 107,88
6,86 6,57 26,61 13,55 35,95 37,53 36,44 47,72
6,35 5,96 6,45 10,76 39,29 38,06 67,23 45,25
6,27 6,18 6,17 6,22 35,52 40,58 37,11 38,66
35,85 35,71 38,18 49,19 44,96 26,72 17,24 18,39
37,06 37,94 35,49 38,42 5,49 6,33 6,04 6,44
36,85 38,55 36,58 37,57 6,37 14,49 6,26 16,37
36,12 76,50 44,86 522,00 - - - -

- - - - 38,31 37,59 35,97 38,39

- ] - - 6,33 9,71 6,68 9,83




Tabela 15. Valores do delta (%) da producéo de dxido nitrico (nitrito) por mondcitos de voluntarios com sobrepeso (UM).
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Nome Placebo Passiflora
BASAL LPS BASAL LPS

01 18,03 -11,45 -5,41 71,71

02 -4,13 -49,09 4,39 30,97

03 -6,20 66,79 -3,14 -32,70

04 -1,50 0,94 14,25 4,16

05 -0,40 28,84 -40,57 6,65

06 2,37 8,25 15,22 6,61

07 4,62 2,69 127,60 161,44

08 111,79 1063,51 - -

09 . : 1,88 6,74

10 - - 53,33 47,30

Tabela 16. Valores da producéo de perdxido de hidrogénio (H202) por monocitos de voluntarios com sobrepeso (UM).
Placebo Passiflora
Nome Basal PMA Basal PMA
Oh 3h Oh 3h Oh 3h Oh 3h

01 8,643 8,479 3,071 5,099 1,17 1,17 1,12 1,19
02 1,939 3,146 2,842 3,245 1,22 1,17 1,24 1,22
03 1,815 2,731 1,419 1,293 1,14 1,17 1,14 1,32
04 1,490 1,767 1,419 1,459 1,13 1,19 1,13 1,19
05 1,170 1,170 1,120 1,140 2,04 3,92 1,64 5,76
06 1,120 1,170 1,120 1,120 1,88 1,73 1,60 1,78
07 1,140 1,120 1,140 1,120 1,77 1,55 1,82 1,55
08 1,220 1,120 1,190 1,170 - - - -
09 - - - - 1,12 1,09 1,14 1,12
10 - - - - 10,66 9,77 5,30 5,75




Tabela 17. Valores do delta (%) da producéo de perdxido de hidrogénio (H20,) por mondcitos de voluntarios com sobrepeso (uM).
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Placebo

Passiflora

Nome
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10

Basal
-1,90
62,25
50,47
18,59
0,00
4,46
-1,75
-8,20

PMA
66,04
14,18
-8,88
2,82
1,79
0,00
-1,75
-1,68

Basal
0,00
-4,10
2,63
5,31
92,35
-7,99
-12,51
-2,68
-8,36

PMA
6,25
-1,61
15,79
5,31
250,82
10,87
-15,19

-1,75
8,61




Tabela 18. Valores da capacidade fagocitaria de mondcitos de voluntarios com sobrepeso em presenca de leveduras ndo sensibilizadas (LNS).
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Placebo Passiflora
Oh 3h Oh 3h
voluntario MO%  Lev IF MO%  Lev IF MO%  Lev IF MO%  Lev IF
01 46,75 1,90 91,00 15,00 1,61 24,00 8,70 1,10 9,58 28,16 1,75 54,74
02 38,34 1,92 73,44 23,00 2,08 48,00 3520 2,14 75,20 68,93 2,44 167,96
03 13,93 2,14 29,85 7,62 1,31 11,53 6,07 1,14 7,16 19,84 054 10,56
04 57,67 2,77 159,53 16,08 1,86 31,86 62,17 2,66 16523 71,00 3,35 236,75
05 20,67 1,25 39,50 1551 1,01 14,63 17,63 161 30,07 7,88 1,95 15,27
06 57,13 2,27 12997 75,00 2,61 196,50 3,17 1,29 4,07 5,48 1,58 8,68
07 66,25 2,21 146,25 69,62 2,31 161,00 1,74 1,50 2,61 12,12 161 19,29
08 59,75 2,13 130,25 7,71 0,52 4,19 - - - - - -
09 - - - - - - 62,71 2,16 136,82 80,06 245 197,35
10 - - - - - - 16,74 1,77 29,01 10,25 1,66 16,75




Tabela 19. Valores do delta (%) da capacidade fagocitaria de mondcitos de voluntarios com sobrepeso em presenca de leveduras ndo sensibilizadas (LNS).
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Placebo Passiflora
voluntario MO% Lev IF MO% Lev IF

01 -67,91 -15,32 -73,63 223,76 59,69 471,35
02 -40,01 8,37 -34,64 95,83 14,05 123,35
03 -45,30 -38,75 -61,39 226,97 -52,89 47,51
04 -72,12 -32,81 -80,03 14,20 25,79 43,28
05 -24,96 -19,41 -62,96 -55,28 21,39 -49,21
06 31,28 15,24 51,19 72,99 23,15 113,04
07 5,08 4,64 10,08 596,85 7,18 639,29
08 -87,10 -75,39 -96,79 - - -

09 - - - 27,66 13,71 44,24
10 - - - -38,78 -6,37 -42,26




Tabela 20. Valores da capacidade fagocitaria de mondcitos de voluntarios com sobrepeso em presenca de leveduras sensibilizadas (LS).
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Placebo Passiflora
Oh 3h Oh 3h
voluntario MO%  Lev IF MO%  Lev IF MO%  Lev IF MO%  Lev IF
01 30,54 1,86 64,97 38,11 1,89 71,26 10,72 2,47 25,50 25,77 1,62 41,33
02 31,73 190 60,12 3163 1,94 60,98 13,39 2,04 25,90 3093 185 57,22
03 2157 1,95 42,16 10,88 2,19 23,97 9,34 1,40 12,75 17,37 186 32,39
04 10,73 1,82 1951 1025 159 15550 3980 1,95 77,08 4260 1,81 78,89
05 2091 139 28,72 20,38 0,53 10,77 10,93 1,70 18,29 9,72 1,80 17,45
06 5430 2,03 110,25 58,53 2,08 121,59 6,55 2,00 13,10 6,31 1,38 8,74
07 46,30 2,13 98,64 3458 1,79 63,45 5,70 1,56 8,86 1453 1,38 24,69
08 48,04 2,14 107,40 1524 4,20 63,89 - - - - - -
09 - - - - - - 63,17 2,38 150,19 63,50 2,35 149,25
10 - - - - - - 30,67 1,81 55,27 31,82 1,86 58,52
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Tabela 21. Valores do delta (%) da capacidade fagocitaria de mondcitos de voluntarios com sobrepeso em presenca de leveduras sensibilizadas (LS).

Placebo Passiflora
voluntério MO% Lev IF MQO% Lev IF

01 24,78 1,69 9,68 140,30 -34,51 62,06
02 -0,62 2,04 1,43 130,93 -9,44 120,94
03 -49,55 11,92 -43,14 85,97 32,66 154,08
04 -4,49 -12,42 -20,56 7,05 -7,54 2,35
05 -2,51 -61,93 -62,51 -11,03 6,09 -4,61
06 7,79 2,56 10,28 -3,62 -30,77 -33,27
07 -25,31 -16,02 -35,67 155,10 -11,13 178,62
08 -68,28 96,24 -40,51 - - -

09 - - - 0,52 -1,34 -0,62
10 - - - 3,75 2,99 5,87




Tabela 22. Valores da expressao de corpUsculos lipidicos de mondécitos de voluntarios com sobrepeso (condicdo basal).
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Placebo Passiflora
Oh 3h Oh 3h
voluntario MO% CL IC MO% CL IC MO% CL IC MO% CL IC
01 30,46 2,73 1259 20,75 2,18 41,75 1,62 1,00 1,62 26,14 1,26 33,62
7
02 34,04 1,18 41,29 23 154 34 15,87 1,37 19,74 4,08 1 4,08
03 20,25 1,29 26,00 20,00 1,11 22,25 3500 1,19 45,00 9,50 1,02 9,75
04 22,67 1,22 28,17 5,88 1,29 7,56 6,67 0,75 10,00 2891 1,45 41,90
05 4,25 1,13 5,25 9,00 1,08 9,75 19,75 127 26,25 2200 182 39,75
06 19,06 1,33 25,84 12,58 1,03 1336 11,00 105 11,75 1725 1,13 19,50
07 15,73 161 25,39 35,00 1,36 53,18 - - - 12,17 1,12 14,17
08 9,51 1,06 10,13 2,43 1,25 2,89 - - - - - -
09 - - - - - - 39,04 112 4430 12,13 1,29 1491
10 - - - - - - 2450 143 4450 1250 1,74 30,00




Tabela 23. VValores da expressdo de corpusculos lipidicos de mondcitos de voluntarios com sobrepeso (condicdo estimulada por LPS).
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Placebo Passiflora
Oh 3h Oh 3h
voluntario MO% CL IC MO% CL IC MO% CL IC MO% CL IC
01 49,75 2,83 146,25 8150 3,77 310,00 11,72 1,20 1383 28,93 1,22 3522
02 3255 517 219,39 62,75 22 138 13,32 1,25 159 0 0 0
03 11,50 1,50 17,25 750 1,04 7,75 704 107 7,85 15,75 1,25 21,25
04 13,75 1,23 19,25 1050 1,85 19,75 18,38 1,25 2553 19,74 1,36 26,96
05 8,50 1,06 9,00 15,11 1,08 16,45 - - - 39,00 1,46 57,00
06 10,00 1,00 10,00 1,06 0,50 1,06 9,00 109 975 2725 1,36 39,75
07 42,73 1,39 60,60 17,98 1,17 20,97 1225 139 1725 852 133 11,54
08 8,17 1,19 9,50 1,69 0,75 2,54 - - - - - -
09 - - - - - - 1053 1,33 14,10 4,08 1,00 4,08
10 - - - - - - 1325 135 18,75 7,75 1,19 9,00
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Tabela 24. Valores do delta (%) da expressdo de corpusculos lipidicos de mondcitos de voluntarios com sobrepeso (condi¢Oes basal e estimulado por LPS).

Placebo Passiflora
BASAL LPS BASAL LPS
volunta MO% CL IC MO% CL IC MO% CL IC MO% CL IC
rio
01 31,88 20,26 66,86 -63,82 -33,19 -111,97 -1515,33 -25,72 - - -1,81  -154,58
1977,67 146,81
02 32,43 -30,51 17,66 -92,78 57,45 37,10 74,29 27,01 79,33 100,00 100,0 100,00
0

03 1,23 13,45 14,42 34,78 30,56 55,07 72,86 14,29 78,33 - -16,42 -170,69
123,60

04 74,05 -5,39 73,15 23,64 -50,76 -2,60 -333,62 -93,12 -318,97 -7,40 -8,89 -5,60

05 -111,76 3,89 -85,71 -77,76 -1,55 -82,77 -11,39  -4296 -51,43 - - -

06 33,98 22,15 48,30 89,36 50,00 89,36 -56,82 -7,06  -65,96 - -24,96 -307,69
202,78

07 -122,48 15,36 -109,47 57,93 16,03 65,40 - - - 30,45 4,45 33,09

08 74,50 -18,00 71,48 79,25 36,87 73,24 - - - - - -

09 - - - - - - 68,92 -15,04 66,34 61,26 25,00 71,08

10 - - - - - - 4898 -22,39 3258 4151 11,42 52,00




ANEXO 3 APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA — CEP (FS)




