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RESUMO

ROCHA, Daniela Mayumi Usuda Prado, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho
de 2016Efeito do consumo de diferentes cargas lipidicas associado ou ndo a bebidas

a base de frutose na resposta inflamatéria pés-prandial em mulheres com peso
normal ou excesso de pesoOrientadora: Helen Hermana Miranda Hermsdorff.
Coorientadores: Josefina Bressan e Leandro Licursi de Oliveira.

A inflamacao tem sido proposta como elo entre a obesidade e diversas condi¢des clinicas
como a sindrome metabolica, diabetes e aterosclerose. Por sua vez, a dieta é um
reconhecido fator modulador da resposta inflamatéria. Neste sentido, os acidos graxos
podem influenciar muitos eventos e mecanismos celulares, e desempenhar importante
papel na regulacdo de respostas imunes e inflamatérias. O consumo de frutas, por outro
lado, resultam em importante reducdo de marcadores pré-inflamatérios. Diante do
exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do consumo de refei¢coes
com alto conteldo de acidos graxos saturados (AGS) e monoinsaturados (AGMI),
acompanhadas de suco de laranja ou ndo, na resposta inflamatoria pos-prandial em
mulheres eutréficas ou com excesso de peso. Tratou-se de um estudo péds-prandial,
aleat6rio, cruzado e controlado. Participaram do estudo 55 mulheres adultas (com idade
entre 20 a 40 anos), pré-menopausicas e nao gestantes. Na primeira etapa do estudo, um
grupo de voluntarias (n=33, 27+01 anos) recebeu uma refgit@®0 kcal) com alto
conteudo de AGS (37% do valor caldrico total), acompanhadas de 500 mL de suco de
laranja (teste), ou de 4gua (controle negativo). Na segunda etapa, outro grupo (n=22, 27+1
anos) recebeu uma refeig@d .000 kcal) com alto conteado de AGMI (53% do valor
caldrico total), acompanhadas de 500 mL de suco de laranja (teste), de uma bebida a base
de frutose (controle), ou de agua (controle negativo). As concentracdes plasmaticas de
marcadores inflamatoérios (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-TNF ¢ PCR) foram
determinadas antes (jejum) e depois de 2, 3 e 5 horas da ingestdo das refei¢cdes testes.
Como resultados, o consumo agudo de uma refeicdo com alto contetdo de AGS, em
comparacao a refeicdo com alto conteudo de AGMI, apresentou maiores valores para
AUC ajustada das citocinas TNF e IL-6, independente da bebida que acompanhou as
refeicdes. Ainda, o consumo de AGS acompanhado de 4gua, mas nao de suco de laranja,
também apresentou maiores valores para AUC ajustada para citocinas IL-17A, IL-4 e IL-

2, em relacdo a refeicdo com alto conteado de AGMI acompanhada ou n&o da ingestéo
de suco de laranja. Também foi observado o aumento da AUC ajustada para IL-10, apos
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o consumo de AGS, em relacdo ao AGMI, possivelmente relacionado a uma
compensacdo do organismo visando limitar a inflamacdo subclinica induzida pelo
consumo desse acido graxo. O consumo do suco de laranja, por sua vez, reduziu a
inflamacédo pos-prandial, induzida pelo consumo de uma refeicdo com alto contetddo de
AGS, mediante a redugdo das concentragdes de AIL-17A. Ainda, o consumo de refeicbes

com alto conteudo de AGS ou AGMI aumentou a concentracdo pos-prandial da IL-6
plasmética, independente da refeicdo ser acompanhada ou ndo de suco de laranja. NOs
nao identificamos diferencas na resposta inflamatéria pés-prandial de acordo com estado
nutricional das voluntarias (eutrofia vs. excesso @@ mpie consumiram uma refeicéo

com alto contetdo de AGS ou AGMI, acompanhadas ou ndo da ingestao de suco de
laranja. Em conclusao,soresultados do presente estudo indicam um efeito anti-
inflamatorio dos AGMI em relacédo aos AGS. O consumo de suco de laranja, por sua vez,
se mostrou capaz de atenuar o aumento subclinico da inflamacao pés-prandial induzida
pela dieta com alto conteudo de AGS para um marcador especifico (IL-17A). Estudos em
longo prazo sao necessarios para avaliar os beneficios do seu consumo regular de AGMI

e suco de laranja, bem como os mecanismos envolvidos.



ABSTRACT

ROCHA, Daniela Mayumi Usuda Prado, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2016.Effect of eating different fatty acids with or without a fructose based beverage
intake on postprandial inflammatory response in normal weight or overweight
women. Adviser: Helen Hermana Miranda Hermsdorff. Co-advisers: Josefina Bressan
and Leandro Licursi de Oliveira.

Inflammation has being proposed as a link between obesity and various clinical
conditions such as metabolic syndrome, diabetes and atherosclerosis. Besides diet is a
recognized modulator of the inflammatory response. In this regard, the fatty acids can
influence many events and cellular mechanisms, and play an important role in regulating
immune and inflammatory responses. The consumption of fruit on the other hand, results
in significant reduction of pro-inflammatory markers. Considering the above, this study
aimed to evaluate the effect of food consumption with high content of saturated fatty acids
(SFA) and monounsaturated (MUFA), accompanied by orange juice or not, on
postprandial inflammatory response in normal or overweight/obesity women. This was a
post-prandial, randomized, crossover and controlled study design. The study included 55
adult women (aged 20 to 40 years), premenopausal and not pregnant. In the first stage of
the study, a group of volunteers (n=33, 27+1 years) received g+dl0 kcal) rich in

AGS (37% of energy intake) together with 500 ml of orange juice (test) or water (negative
control). At the second stage, another group (n=22, 27+1 years) received(a Inteal

kcal) rich in MUFA (53% of energy intake) together with 500 ml of orange juice (test),
fructose beverage (control), or water (negative control). Plasma concentrations of
inflammatory markers (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN; TNF and hs-CRP) were
determined before (fasting) and after 2, 3 and 5 hours of ingestion of the test meals. As a
result, the acute consumption of a high-SFA meal compared with a high-MUFA meal,
showed higher values for AUC of TNF and IL-6 cytokines, independent of the drink that
accompanied the meals. Also, consumption of a high-SFA meal accompanied by water
intake, but not orange juice, also had higher values for AUC of IL-17A, IL-4 and IL-2 for

in relation to a high-MUFA meal with or without orange juice intake. It was also observed
an increase in AUC of IL-10, after consumption of high-SFA meal, compared to a high-
MUFA meal, possibly related to a compensation to limit the subclinical inflammation
induced by the consumption of this fatty acid. On the other hand, the consumption of
orange juice reduced postprandial inflammation induced by the consumption of a meal



rich in AGS, by reducing the concentrationsAdf -17A. Moreover, the consumption of
meals with high MUFA or SFA content, followed by orange juice or not, increased
postprandial plasma concentration of IL-6. We have not identified differences in
postprandial inflammatory response according to nutritional status of volunteers (normal
weight vs. overweight) that consumed a meal rich in MUFA or SFA, with or without
orange juice intake. In summary, the results of this study indicate an anti-inflammatory
effect of MUFA compared to AGS. The consumption of orange juice, in turn, was able
to mitigate the subclinical increase of postprandial inflammation induced by diet with
high content of AGS for a particular biomarker (IL-17A). Long-term studies are needed
to assess the benefits of MUFA and orange juice regular consumption, as well as the

mechanisms involved.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é um problema de saude mundial agravado pela sua relacdo com
varias co-morbidades, como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares,
dislipidemias e cancer (VIA; MECHANICK, 2014). Estima-se que mais de um terco
(39%) da populacdo adulta mundtain idade >18 anos apresenta sobrepeso (25-29,9
kg/mP), e que 11% dos homens e 15% das mulheres sdo obesos (> 30 kg/m?) (WHO,

2015). Definida como expanséo excessiva do tecido adiposo, a obesidade € uma doenca
cronica multifatorial caracterizada por uma inflamacao crénica subclinica, associada com

0 aumento da adiposidade central (CHOI; JOSEPH; PILOTE, 2013; HERMSDORFF et
al., 2010c, 2011a). Neste sentido, a inflamacdo tem sido proposta como elo entre a
adiposidade e diversas condi¢des clinicas, como a sindrome metabdlica, diabetes e
aterosclerose.

A inflamacéo é uma resposta fisioldgica desencadeada por um agente infeccioso
ou leséo tecidual que visa eliminar o agente irritante e acelerar a regeneracao do tecido
(CARRARO et al., 2015; MEDZHITOV, 2008). Neste processo, varios mediadores
inflamatorios sédo liberados, incluindo moléculas de ades&o celular, citocinas,
quimiocinas, dentre outros agentes inflamatérios (KVIETYS; GRANGER, 2012).
Visando o equilibrio homeostatico, é necesséaria uma resposta inflamatoéria controlada,
com a ativacao da inflamacéo seguida das fases de resolucéo e reparo. Por outro lado,
uma inflamacéo persistente, excessiva ou inapropriada leva a um desbalanco na
homeostasia, e promove um estado patoldgico inflamatério (MEDZHITOV, 2008).

Por sua vez, estudos sugerem que o consumo de refeicdes com conteudo de
gordura pode induzir episddios agudos de ativacdo imune (DE VRIES et al., 2014;
HERIEKA; ERRIDGE, 2014; POPPITT et al., 2008). De fato, os acidos graxos podem
desempenhar importante papel na regulacéo de respostas imunes e inflamatorias (TENG
et al., 2014).

Nesse sentido, 0 consumo de acidos graxos saturados {@&&iBfluéncia sobre
0S processos pro-aterogénicos e inflamatorios e estd associado com concentragdes
elevadas de proteina C reativa (FGBANTOS et al., 2013; SANTOS; OLIVEIRA;

LOPES, 2013), com o aumento da morbimortalidade cardiovascular (ERKKILA et al.,



2008; HOOPER et al., 2016; SALTER, 20Jdyo cancer (GATHIRUA-MWANGI;
ZHANG, 2014), embora alguns estudos relatem resultados conflitantes (FATTORE;
FANELLI, 2013; O’SULLIVAN et al.,, 2013). Os acidos graxos monoinsaturados
(AGMI), por sua vez,tém sido associados com a reducdo da morbimortalidade
cardiovascular (ESTRUCH et al., 2013; WIDMER et al., 204%pm melhor perfil
lipidico (SOLA et al., 2011). Além disso, o consumo de AGMI pode modular a resposta
inflamatoria pés-prandial, apresentando caracteristica anti-inflamatéria, particularmente
quando comparadao consumo dos AGS (CAMARGO et al., 2012; JIMENEZ-GOMEZ

et al., 2009).

Por outro lado, o consumo de frutas pode reduzir marcadores pro-inflamatorios
(HERMSDORFF et al., 2010a, 2011b), o consumo do suco de laranja, por exemplo,
devido as suas propriedades anti-inflamatorias, é capaz de modular a resposta
inflamatéria (COELHO; HERMSDORFF; BRESSAN, 2013; GHANIM et al., 2018a).
frutose presente em sucos de frutas, bem como no suco de laranja, no entanto, é associada
com efeitos metabdlicos implicados no desenvolvimento da sindrome metabdlica, como
a resisténcia a insulina e dislipidemia (DEKKER et al., 2010). Além disso, modelos
animais, apontam a frutose como uma potente molécula indutora da inflamacéo
(DEKKER et al., 2010; GLUSHAKOVA et al., 2008), com resultados controversos em
estudos clinicos (BRYMORA et al., 2012; SILBERNAGEL et al., 2013).

O consumo de uma refeicdo com alto conteudo de gorduras ativa leucdcitos, que
em condi¢des inflamatérias sdo recrutadas para o sitio da inflamagcdo em um processo
dependente de citocinas que controlam a expressao de selectinas, integrinas, moléculas
de adeséao nos leucdcitos e células endoteliais, e dessa maneira contribui para a disfuncéo
endotelial (OOSTROM et al., 2004). Dessa forma, a dieta € um importante fator de risco
capaz de modular a inflamagéo subclinica pos-praedsth envolvida na progresséo de
doencas cronicas, incluindo a aterosclerose.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do consumo de refeigbes
com alto conteudo de AGSAGMI, acompanhadas de bebidas a base de frutose (como
0 suco de laranja) ou ndo, na resposta inflamatéria pds-prandial em mulheres eutréficas

Oou com excesso de peso.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.10besidade

Reconhecida como doenca desde 1985 @eltsensus Development Conference
on Obesity (National Institute of Healthq obesidade é uma doenca multifatorial,
caracterizada pelo acimulo anormal ou excessivo de lipidios, com prejuizos a saude, cuja
expressdo fenotipica resulta da interacdo entre fatores genéticos e ambientais
(BRESSAN; HERMSDORFF, 2008; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; WHO, 2015).

No mundo, a prevaléncia do excesso de peso vem aumentando desde 1980

(STEVENS et al., 2012). Estimativas da Organizacdo Mundial da Saude, indicam que
mais de um ter¢o (39%) da populagdo adulta com idade >18 anos apresenta sobrepeso
(25-29,9 kg/M), e que 11% dos homens e 15% das mulheres sdo obesos (> 30 kg/m?)
(WHO, 2014). Se a essa tendéncia do aumento da obesidade continuar, em 2025, a
prevaléncia global de obesidade sera de 18% para os homens e maior que 21% para as
mulheres, caminhando na contraméao da meta de reducéo global da obesidade (NCD RISK
FACTOR COLLABORATION (NCD-RISC), 2016).

A obesidade, particularmente a obesidade abdominal, € um dos principais fatores
de risco para a sindrome metabdlica (JUNG; CHOI, 2014), que por sua vez representa
um conjunto de fatores de risco metabdlico além da obesidade abdominal/central, como
dislipidemia (hipertrigliceridemia e/ou baixo HDL-c), hipertrigliceridemia ou diabetes,
pré-hipertensao ou hipertensao arterial sistémica (SILVA et al., 2015). Logo, a obesidade
se relaciona com varias co-morbidades, sendo um importante fator de risco para diversas
doencas cronicas e desordens metabdlicas incluindo o diabetes mellitus tipo 2, doencas
cardiovasculares, dislipidemias e cancer (VIA; MECHANICK, 2014).

O tecido adiposo além de armazenar eneggi@ambém reconhecidamente um
orgao endocrino. Assim, a obesidade desencadeia a expanséo do tecido adipgpso, que
acompanhada por alteracdes na producdo de varias substancias bioativas, conhecidas
como adipocitocinas ou adipocinas, com desequilibrio entre marcadores anti e pro-
inflamatorios, e consequente aumento de marcadores inflamatérios circulantes como das
citocinas pro-inflamatorias (ILB, IL-6, TNF-« e MCP-1), levando a inflamagéo cronica
subclinica associada a obesidade (CARRARO et al., 2015; CHOE et al., 2016; JUNG
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CHOI, 2014). Essa inflamacao subclinica na obesidade tem sido associada com disturbios
metabdlicos, incluindo a resisténcia a insulina, lipotoxicidade, e efeitos nocivos a outros

orgaos metabdlicos, como o figado, masculo e pancreas (CHOE et al., 2016).

2.2 Marcadores inflamatoérios

A inflamacdo aguda é desencadeada em resposta a agente infeccioso ou lesédo
tecidual. Trata-se de um processo fisiolégico que visa a manutencdo da homeostase
(CALDER et al., 2013). Neste processo, varios mediadores inflamatorios sao liberados,
incluindo moléculas de adesédo celular, citocinas, quimiocinas, dentre outros agentes
inflamatoérios (KVIETYS; GRANGER, 2012). A seguir, n6s discutimos o papel das
citocinas e da PCR na inflamagao.

2.2.1 Citocinas

As citocinas sdo importantes mediadores imunoldgicos, produzidos pelas células
do sistema imune sob estimulacdo. Elas se ligam a receptores especificos que podem
induzir a ativacao, proliferacéo, diferenciacdo das células alvo; ou ainda regular/modular
as reacdes imunoldgicas, inibindo o crescimento de células, atuando como agentes
citotoxicos, e induzindo ou suprimindo a producgéo de outras citocinas. Dependendo da
sua atuacdo as citocinas podem ser classificadas como anti-inflamatérias ou pro-
inflamatériag TRIFUNOVIC et al., 2015).

A interleucina-2 (IL-2) foi descoberta em 1976, sendo inicialmente reconhecida
pelo seu papel sobre as células T ativadas (LIAO; LIN; LEONARD, 2011). Trata-se de
uma citocina proé-inflamatéria envolvida na ativacdo e proliferagcdo de varios tipos de
células T (LIAO; LIN; LEONARD, 2013; SHARMA; FU; JU, 2011). AL-2
correlaciona-se positivamente com o IMC e medidas de adiposidade central (perimetro
da cintura e razao cintura/quadril), além da hemoglobina glicada (HbAlc) (LUCAS et al.,
2013; SCHMIDT et al., 2015). Contudo, em adolescentes com sobrepeso, apos 13 meses
de um programa de intervenc¢ao nutricional e de atividade fisica, ndo houve reducdo dessa
citocina, apesar da melhora observada na composicéao corporal (ROMEO et al., 2011).

A interleucina-4 (IL-4) € uma citocina produzida por linfocitos, baséfilos,

eosinofilos e mastocitos, que desempenha importante papel nas respostas alérgicas e
4



parasitarias, sendo implicada na fase de inicio e também efetora da resposta imunologica
do tipo 2 (LIANG et al., 2011; VOEHRINGER et al., 2006). Estudos apontam que a IL-

4 atua também no metabolismo lipidico, inibindo a deposi¢do de lipidios no tecido
adiposo, que consequentemente reduz tanto o ganho de peso quanto a massa de gordura
corporal (CHANG et al., 2012; TSAO et al., 2014). A IL-4 também esta envolvida no
metabolismo da glicose, e tem papel importante na promocao da sensibilidade a insulina

e datolerancia a glicose (CHANG et al., 2012).

A interleucina-6 (IL-6) € conhecida como uma citocina inflamatéria secretada
principalmente pelo tecido adiposo (10-35%), e também pelo musculo esquelético e
figado (CARRERO et al., 2009). A IL-6 € mediadora da resposta aguda, e promove 0
aumento das concentracfes plasmaticas do PCR e soro amiloide A (TANAKA,;
KISHIMOTO, 2014). A sua concentracdo estd correlacionada com o aumento da
adiposidade e também com um aumento do risco de resisténcia a insulina (CARRARO et
al., 2015; HERMSDORFF et al., 2011d; PARK; PARK; YU, 2005). Além disso a IL-6 é
associada ao aumento do risco cardiovascular (AMAR et al., 2006; KAPTOGE et al.,
2014) e com desenvolvimento de varias doencas, incluindo as doencas autoimunes e
inflamatdrias e cancer (NGUYEN; LI; TEWARI, 2014; YAO et al., 2014). Além disso,
um alto consumo de frutas e hortalicas e também uma grande adesdo a uma dieta de
restricdo cal6rica com base em um padrao de dieta mediterranea pode reduzir a expressao
e a sintese deste marcador inflamatério (HERMSDORFF et al., 2010b, 2011c).

A interleucina-10 (IL-10) apresenta propriedades anti-inflamatérias, sendo
produzida principalmente por macréfagos, mas também por linfécitos T auxiliares Thl e
Th2, células dendriticas, células T citotoxicas, linfécitos B, mondcitos e mastocitos
(TRIFUNOVIC et al., 2015). A IL-10 tem como principal func&o impedir danos ao tecido
limitando a resposta inflamatéria, no caso de uma injaria (CHANG et al., 2014). Além
disso, possui capacidade de inibir a apresentacéo de antigenos as células T por mondcitos
e macrofagos. E suprime a expressao de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e d.MFdeficiéncia
de IL-10 é implicada a uma série de doencas, como a doenca inflamatoria intestinal,
psoriase, asma e artrite reumataiRIFUNOVIC et al., 2015). A baixa concentracéo
de IL-10 tem sido apontada como marcador para sindrome metabdlica (CHANG et al.,
2014; VAN EXEL et al., 2002).



A interleucina-17 (IL-17) € uma citocina proé-inflamatéria, relacionada com varias
doencas, como artrite reumatoide, psoriase, doenca de Chrohn, e esclerose multipla
(MIOSSEC, 2009). Estudos clinicos sugerem que individuos obesos apresentam elevadas
concentracdes de IL-17 (AHMED; GAFFEN, 2010). Além disso, a IL-17 contribuiu para
o favorecimento da aterogénese subclinica em pacientes obesos (TARANTINO et al.,
2014). Em modelos experimentos, o papel pré-inflamatdrio e pré-aterogénico da IL-17A,
em resposta ao consumo de uma dieta com alto contetdo de lipidios, ja foi evidenciado
com o aumento da inflamacao sistémica e vascular, desempenhando importante papel na
progressao de lesdes ateroscleroticas (CHEN et al., 2010; MADHUR et al., 2011)

O interferon gama (IFN) ¢ secretado por linfocitos T e macréfagos. Dentre as
suas varias funcbes, o IFN-participa da iniciagdo ¢ modulagdo de respostas
inflamatorias. Nos macrofagos, estimula a producgéo de outras citocinas pro-inflamatorias,
como TNFe ¢ IL-6, e radicais de oxigénio (VOLOSHYNA; LITTLEFIELD; REISS,
2014). Nas doencas autoimunes, o fFm sendo um apontando como um importante
efetor na patogénese de doencas como no ldpus eritematoso, esclerose, e artrite
reumatoide (POLLARD et al., 2013). Ainda, o IFN-implicado no desenvolvimento e
progresséo da aterosclerose (VOLOSHYNA; LITTLEFIELD; REISS, 2014). Elevadas
concentragdes de IFN-sdo encontradas na obesidade e na sindrome metabolica
(SCHMIDT et al., 2015; SURENDAR et al., 2011).

O fator de necrose tumoral a (TNF-a)), anteriormente conhecida como caquectina,
€ uma citocina pro-inflamatéria produzida principalmente por macré6fagos e mondcitos,
mediante a ativacdo das vias MAPK e NF-kB, que resulta na expressdo de genes
inflamatorios ale outras citocinas inflamatorias tais como IL 1§ e IL-6 (BILLIET et al.,

2014; SHURETY et al., 2001). Os adipdcitos também contribuem para a producédo de
TNF-0, a qual ¢ altamente expressa no tecido adiposo de obesos e proposta como um elo
entre a obesidade @& resisténcia a insulina (MAKKI; FROGUEL; WOLOWCZUK,

2013). TNFe ¢ também associado com um risco cardiovascular aumentado, ¢ no
desenvolvimento de doencas como o cancer e outras condi¢des inflamatorias, incluindo
doencas inflamatorias do intestino, artrite reumatoide e psoriase (BILLIET et al., 2014,
KAPTOGE et al., 2014; YANG et al., 2011). De modo semelhante a IL-6, uma dieta
hipocalérico e o consumo de frutas e hortalicas pode modular sua sintese e expressao
(HERMSDORFF et al., 2010b, 2011c).



2.2.2 Proteina C reativa

A proteina C reativa (PCR) € uma proteina de fase aguda, produzida no figado em
resposta a um agente inflamatorio ou dano tecidual, comumente utilizado como marcador
nao especifico da inflamacédo sistémica. A PCR exerce efeitos pré-aterogénicos,
facilitando a adesdo e a transmigracdo de mondcitos através da parede vascular
(YOUSUEF et al., 2013). Na inflamac&o cronica subclinica, como aquela que ocorre em
individuos obesos relacionada com a obesidade abdominal, a PCR & um importante
marcador utilizado (CHOI; JOSEPH; PILOTE, 2013; HERMSDORFF et al., 2011a).
Elevadas concentracdes desse marcador, particularmente da PCR, estdo fortemente
correlacionadas com o risco cardiovascular, além disso associa-se com o risco aumentado
para hipertensao, evento isquémico transitério, acidente vascular cerebral, doenca arterial
periférica e morte coronaria subita (WINDGASSEN et al., 2011). Ademais, o consumo
hortalicas associado a dieta hipocalérica, pode reduzir esse marcador inflamatorio, em
individuos obesos independente da perda de peso (HERMSDORFF et al., 2011b).

2.3 Dieta e inflamacéo

A perda de peso associada a uma dieta hipocaldrica é associada com a melhora do
perfil lipidico, reducéo do estresse oxidativo e também da inflamacao, com a reducéo nas
concentracdes de TNk-IL-6, leptina, de moléculas de adesédo ICAM-I, além da.PCR
Assim, a dieta pode modular a inflamacao subclinica induzida pelo excesso de peso
(BOUGOULIA; TRIANTOS; KOLIAKOS, 2006a, 2006b; SHARMAN; VOLEK, 2004).

De fato, a dieta € um importante fator modificavel envolvido na obesidade e,
consequentemente, na inflamacdo induzida pela obesidade (EXLEY et al., 2014;
WILLETT; HU; PH, 2011). Ademais, estudos indicam que a fisiologia dos nutrientes e a
imunologia estao relacionadas. O jejum ou alto teor de gordura das refeigcbes pode induzir
episodios agudos de ativacado imune, induzidos pela disponibilidade de nutrientes (DE
VRIES et al.,, 2014; HERIEKA; ERRIDGE, 2014). Nesse sentido, os acidos graxos
podem ter importante papel na regulagdo da resposta imunologica e inflamatéria. Por
outro lado, o consumo do suco de laranja é recomendado pelas suas propriedades

benéficas a saude, incluindo o seu efeito anti-inflamatério associado a presenca de



compostos bioativos em sua composicdo (COELHO; HERMSDORFF; BRESSAN,
2013).

2.3.1 Acidos graxos

Dentre os macronutrientes, os lipidios sdo os mais discutidos no desenvolvimento
de doencas como a obesidade, além de outras doencas cronicas ndo transmissiveis.

Nesse contexto, o consumo de &cidos graxos saturados (AGS) estd associado com
efeitos nocivos para a saude humana, especialmente relacionado ao seu efeito sobre a
hipercolesterolemia, com impacto importante sobre a LDL (lipoproteina de baixa
densidade) pelo acido miristico (14:0), seguido do &cido laurico (12: 0) e do &cido
palmitico (16: 0) (SACKS; KATAN, 2002). De fato, sabe-se que uma mudanca de estilo
de vida, como a reducdo do consumo de AGS, € eficaz para diminuir a alta LDL (KELLY,
2010; SACKS; KATAN, 2002). Os AGS também podem influenciar os processos pro-
aterogénicos e inflamatérios e estd associado a concentracdes elevadas de PCR (SANTOS
et al., 2013; SANTOS; OLIVEIRA; LOPES, 2013), com 0 aumento da morbimortalidade
cardiovascular (ERKKILA et al., 2008; HOOPER et al., 2016; SALTER, 2011) e cancer
(GATHIRUA-MWANGI; ZHANG, 2014), embora alguns estudos relatem resultados
conflitantes(FATTORE; FANELLI, 2013; O’SULLIVAN et al., 2013). Além disso, a
ingestdo de AGS também influencia a saciedade pés-prandial diminuindo a liberacéo de
peptideos gastrointestinais que podem levar a uma maior ingestdo caldrica, balanco
energeético positivo, e, assim, contribuir para o ganho de peso e obesidade (BRESSAN et
al., 2009), a qual esta relacionada ao aumento da inflamagéo.

O papel dos AGS na inflamacéao ainda ndo € bem esclarecido. Sugere-se que 0s
AGS podem induzir a inflamacdo mediada por receptores do tipo Toll {TtbRlike
receptors), por diversas vias moleculares. Nesse sentido, 0 AGS tem sido proposto como
um ligante ndo microbiano do TLR4, de forma similar ao LPS. Além disso, o consumo
de uma refeicdo com alto contetdo de AGS pode induzir a endotoxemia metabdlica pelo
aumento e incorporacgao de LPS, que por sua vez ativa a inflamacgao via TLR4. Ainda os
AGS contribuem para o aumento da lipemia e do estresse oxidativo, fatores que também
parecem estar envolvido no processo inflamatério subclinico induzido por esses acidos

graxos. Todos esses eventos levam a ativacdo do fataBNE-assim, estimulam



aumento da expresséo de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e células de adeséo
(ROCHA et al., 2016) (Apéndice)A

Por outro lado, a dieta mediterranea é caracterizada pela alta quantidade de acidos
graxos monoinsaturados (AGMI), principalmente na forma de azeite de oliva (WIDMER
et al., 2015). O consumo de uma dieta mediterranea com alto contetido de AGMI tem sido
associado com a reducdo da morbimortalidade cardiovascular (ESTRUCH et al., 2013;
WIDMER et al., 2015). Além disso, o consumo de AGMI proveniente de alimentos como
0 azeite de oliva e castanhas, apresenta efeito benéfico sobre marcadores do metabolismo
lipidico em curto prazo (lipemia pés-prandial), e também em longo prazo com a melhora
do perfil lipidico plasmético, seja nas concentracdes, seja no tamanho das particulas de
HDL-C e LDL-C, amplamente conhecidos como fatores de protecdo e risco,
respectivamente, para as doencas cardiovasculares (LOPES; PELUZIO;
HERMSDORFF, 2016). Além disso, a dieta mediterranea, com alto contetdo de azeite
de oliva, também pode contribuir para a prevencdo e o controle da hipertenséo arterial
sistémica (MIURA et al., 2013; TOLEDO et al., 2013).

Em estudo realizado pelo PREDIMED (PREvencién con Dleta MEDiterranea),
na Espanha, foram fornecidos 1 L de azeite de oliva/semana para caaskisitam no
contexto da dieta mediterranea, a individuos com elevado risco cardiometabdlico. Apos
um ano de intervencdo foi observada a reducdo das concentracdes plasmaticas de
marcadores inflamatorios como o IL-6 e os receptores TNF (TNFR60 e TNFR80) (URPI-
SARDA et al., 2012a). Estudos pés-prandiais também mostram que os AGMI podem ser
capazes de modular a resposta inflamatéria pés-prandial, apresentando caracteristica anti-
inflamatodria, particularmente quando comparado ao consumo de AGS. Os efeitos dos
AGMI incluem a reducédo da expressao de genes inflamatérios em células mononucleares
de sangue periférico, como MCP-1 (proteina quimiotatica de mondécitddMP;9,
TNF-o e da subunidade p65 do NF-kB, e o aumento da expressdo de genes anti-
inflamatorios como IkBa (Inibidor do NF-kB o) quando comparados ao consumo de dieta
com alto conteido de AGS (CAMARGO et al., 2012; CRUZ-TENO et al., 2012;
JIMENEZ-GOMEZ et al., 2009). No tecido adiposo subcutaneo, o consumo agudo de
AGMI por individuos saudaveis também mostrou efeito anti-inflamatorio, com aumento
da expressdo do gene da adiponectia. Mas também aumentou a expressdo de genes

envolvidos na inflamacaol NFRSF1A- gene para o receptor TNF superfamilia 1A),
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contudo, a resposta inflamatoria observada foi menor em comparag¢do com a ingestéo de
AGS (PIETRASZEK; GREGERSEN; HERMANSEN, 2011). Em individuos obesos, 0
consumo em longo prazo de uma dieta com alto contetdo de AGMI também resultou na
reducdo ou manutencdo de genes pro-inflamatorios, no tecido adiposo subcutaneo, em
relacdo a dieta com alto conteido de AGS (DIJK et al., 208%sa forma, os AGMI

podem exercer um papel inflamatorio, porém nédo tdo pronunciado quanto ao associado

ao consumo de refeicdes com alto contetudo de AGS.

2.3.2 Suco de laranja e frutose

As frutas e hortalicas sdo importantes fontes de vitaminas, minerais e fibras, além
de compostos bioativos. O consumo desse grupo alimentar esta relacionado com a
melhora do estresse oxidativo, cardiminuicdo da LDL-oxidada ® aumento da
capacidade antioxidante (COCATE et al., 2013; HERMSDORFF et al., 2012). Além
disso, as frutas e hortalicas também apresentam boa capacidade anti-inflamatéria, com
reducdo das concentracdes de PCR e homocisteina, e reduzida expressédo de genes pro-
inflamatorios como IL-6, TNFre IL-1R (HERMSDORFF et al., 2010a, 2011c).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos biologicamente ativos encontrados
em frutas, hortalicas, castanhas e bebidas a base de frutas ou chas. Varios efeitos
benéficos a salude tem sido relacionados aos flavonoides, incluindo a prevencédo de
doencas cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas e outras (GONZALEZ-
GALLEGO et al., 2010)As frutas citricas, por exemplo, contém flavonoides e flavonas
(hesperidina e nangerina) que ndo sao comuns em outras frutas (COELHO;
HERMSDORFF; BRESSAN, 2013; GONZALEZ-GALLEGO et al., 2010).

Dentre os sucos de fruta, o consumo do suco de laranja € o mais popular, e
encorajado pela sua composi¢cédo nutricional, sendo fonte de vitamina C, flavonoides e
componentes bioativa€ OELHO; HERMSDORFF; BRESSAN, 2013; O’NEIL et al.,

2012). O consumo do suco de laranja também pode ter efeito sobre o perfil lipidico,
associado com a reducgéao do colesterol total e (WNEIL et al., 2012), assim com@&
diminuicdo do IMC, perimetro da cintura, e percentual de gordura corporal, além d
menor risco de obesidafd@’NEIL et al., 2012; WANG et al., 2012).
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Ademais, o consumo regular de suco de laranjarfippode afetar varios genes
em leucdcitos, apresentando um perfil anti-aterogénico e anti-inflamatério, que parece
estar relacionado com um de seus flavonoides, a hesperidina (MILENKOVIC et al.,
2011). Ainda, o suco de laranja pode reduzir as concentracbes de marcadores
inflamatdrios como PCR, IL-6 e TNécem individuos com elevado risco cardiovascular
(BUSCEMI et al., 2012). Em estudo agudo, o consumo do suco de laranja neutralizou o
efeito pro-inflamatorio do consumo de uma refeicdo com alto conteddo de lipidios e
carboidratos, inibindo a secrecdo de MMP-9 (metaloproteinase-9) e de endotoxinas, e a
expresséo de MMP-9, e TLR (receptores Toll-like) (GHANIM et al., 2010a).

Apesar dos efeitos benéficos, o consumo do suco de laranja também tem sido
relacionado com maior risco de desenvolvimento de gota, associado ao seu conteudo de
frutose (17%) (CHOI; WILLETT; CURHAN, 2010). A frutose é um acucar simples
altamente lipogénico, com efeitos metabdlicos importantes implicados no
desenvolvimento da sindrome metabdlica, como a resisténcia a insulina e dislipidemia
(DEKKER et al., 2010). Além disso, modelos animais, apontam a frutose como uma
potente molécula indutora da inflamacdo capaz de ativar a inflamacadFwa,
aumentar a expressao e a sintese de d Bida molécula de adesdo ICAM-1 (DEKKER
et al., 2010; GLUSHAKOVA et al., 2008). Contudo, em um estudo clinico, o consumo
elevado consumo de frutose (150 g) ndo apresentou efeito inflamatério em individuos
saudaveis, apos 4 semanas de intervencao (SILBERNAGEL et al., 2013). Ademais, 0 seu
consumo em baixas doses (12 g) diminuiu o perfil inflamatério (PCR e ICAM-1),
comparado a doses moderadas (60 g), em pacientes com doenca renal crbnica
(BRYMORA et al., 2012). Dessa forma, ao avaliar o efeito inflamatério do consumo do
suco de laranja é também interessante avaliar os efeitos associado ao seu conteudo de

frutose.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Avaliar o efeito do consumo de diferentes acidos graxos (AGS e AGMI) e
diferentes fontes de frutose (suco de laranja e bebida a base de frutose) sobre os
marcadores pés-prandiais inflamatorios em mulheres adultas saudaveis, com peso normal

ou excesso de peso.

3.2 Objetivos Especificos

. Caracterizar as voluntarias em relacdo as varidveis antropométricas,
clinicas e metabdlicas.

. Determinar as concentracdes plasmaticas de marcadores inflamatérios (IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF e PCR) antes (em jejum) e depois da ingestao
das refeicdes testes.

o Avaliar se existe diferenca (em jejum e no periodo pés-prandial) nos
marcadores inflamatérios de acordo com a refeigcéo teste (com alto conteddo em AGS ou
em AGMI).

o Avaliar se existe diferenca (em jejum e no periodo pés-prandial) nos
marcadores inflamatérios de acordo com o tipo de bebida (suco de laranja, bebida a base
de frutose ou agua).

o Avaliar se existe diferenca (em jejum e no periodo pés-prandial) nos
marcadores inflamatérios de acordo com estado nutricional das voluntarias (eutrofia

frente a sobrepeso/ obesidade), para cada refeicéo teste.
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4. METODOLOGIA

4.1 Casuistica

O estudo foi delineado para recrutar 80 mulheres adultas (com idade entre 20 a 40
anos), pré-menopausicas e nao gestantes, sendo 40 mulheres com peso normal (indice de
massa corporal IMC entre 18,5-24,9 kg/fiie 40 com sobrepeso / obesidade grau | (IMC
entre 25,0-35,0 kg/fme alto conteldo de gordura corporal - >30%) (BRAY;
BOUCHARD; JAMES, 1998), residentes na cidade de Vigdg&.

Os critérios de inclusdo na pesquisa foram os seguintes:

o Idade compreendida entre 20-40 anos;
o N&o estar em periodo gestacional, lactancia ou menopausa;
o N&o sofrer nenhum processo infeccioso que possa afetar de forma aguda

ao estado inflamatorio nos dias de experimento;

o N&o ter nenhuma doenca inflamatéria, hormonal, cardiaca, respiratoria,
renal ou hepatica, ou ainda, alguma doenca gastrointestinal que altere os processos de
digestdo e absorcao de nutrientes;

o N&o usar medicacdo que afete o metabolismo, a composicao corporal ou

algum outro parametro avaliado na pesquisa;

o N&o fumantes;
o N&o ter antecedentes de alcoolismo e droga-dependéncia;
o N&o haver estado em tratamento nutricional para perda de peso e ter peso

estavel (=5 % do peso habitual) nos tltimos trés meses;

o N&o ter alergia e/ou aversao a oleaginosas, azeite, azeitona e abacate;

o N&do ser atleta (serdo incluidos individuos classificados como
irregularmente ativos e sedentarios de acordo com o Questionario Internacional de
Atividade Fisica- IPAQ);

o Ter disponibilidade para comparecer ao Laboratério de Metabolismo
Energético e Composicao Corporal (LAMECC) em quatro encontros, sendo trés deles no
horario de 7:00 as 12:00.
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4.2 Aspectos Eticos

Os procedimentos descritos no presente projeto de pesquisa estdo de acordo com
a Resolucdo CNS/466 de 2012, que trata dos principios éticos na pesquisa. Para realizacéo
do projeto, todas suas etapas foram aprovadas previamente (Of. Ref. N° 184/2011 e
542.585/2014) (Anexo 1) pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). As mulheres selecionadas para o estudo
receberam informacdes sobre o objetivo do estudo e os procedimentos a serem realizados.
E aquelas que aceitaram as condicdes, termos e objetivos do estudo, bem como a
realizacéo de testes bioquimicos, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido

em duas vias (Anexo A), de acordo com os principios da Declara¢cédo de Helsinki.

4.3Desenho do estudo

Trata-se de um ensaio clinico agudo (pés-prandial), cruzado, aleatorizado e
controlado. As voluntarias foram recrutadas por meio de imprensa, cartazes afixados em
comércio local, radio, redes sociais e pagied da UFV, deixando a disposicdo um
telefone e um e-mail de contato. As mulheres interessadas em participar do estudo
compareceram em quatro ocasifes no Laboratorio de Metabolismo Energético e
Composic¢ao Corporal (LAMECC) do Departamento de Nutricdo e Salude (DNS) da UFV,
onde foi realizado o estudo.

O primeiro contato com as voluntéarias foi através de uma triagem telefonica, na
qual todas aquelas interessadas em participar do estudo, tiveram agendada uma primeira
visita ao LAMECC. Nessa primeira visita, as mulheres receberam uma folha informativa
sobre o estudo para leitura. Ao aceitarem participar do estudo, elas assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A), e responderam a um questionario
semiestruturado em relacdo a sua histoéria clinica (Anexo B).

O nivel de atividade fisica foi avaliado através do Questionario Internacional de
Atividade Fisica (IPAQ- Anexo C). Sendo incluidas as voluntérias classificadas como
sedentarias ou irregularmente ativas, de acordo com a corre¢ao deste questionario.

As voluntarias selecionadas, de acordo com todos os critérios de incluséo,
receberam uma folha (Anexo D) com instrucdes e recomendacdes (Anexo E) sobre sua
alimentacéo nos dias anteriores a segunda visita.

14



Na segunda visita, as voluntarias compareceram ao LAMECC em jejum de 12
horas, as 07:00 h da manh&. Neste momento, foram realizadas as medidas
antropomeétricas, afericdo da presséo arterial, de acordo com o protocolo do LAMECC.
Por volta das 7:30h, as voluntarias receberam uma das trés refeicOes testes, que foi
previamente selecionada de forma aleatoria, por mewebdsite www.random.org. As
voluntarias foram instruidas a realizar a refeicdo em, no maximo, 30 minutos.

Para avaliacao pés-prandial as voluntarias ficaram em repouso, no LAMECC, sem
consumir outro alimento durante 5h, mas podendo beber agua. Nesse periodo, foram
realizadas coletas de sangue por técnicos em enfermagem capacitados, em tubos EDTA
(4mL) no tempo TO (jejum) e nos tempos T2, T3 e T5 que correspondem a 2, 3 e 5 h pés-
prandiais. Apds, a extracdo de sangue, foram realizados os procedimentos para a
adequada separacdo e conservacdo das amostras bioldgicas (ver topico: Coleta e
preparacao de amostras de sangue).

As terceira e quarta visitas foram agendadas com um intervalo minimo de uma a
duas semanas (periodowlashoutentre as refei¢cdes testes). Nessas visitas, as voluntarias
receberam a segunda e terceira refeicbes testes, respectivamente, onde, todos o0s
procedimentos serdo realizados igualmente aos da segunda visita. Os encontros foram
agendados de modo que a voluntaria esteja fora do periodo menstrual. Os dados
antropomeétricos, pressao arterial e, aquelas informacdes referentes a adequada coleta de
dados foram registradas no caderno de registro de dados, devidamente codificados com
um numero para cada voluntario, para garantir a confidencialidade (Apexo F

A primeira fase do estudo foi realizada em 2012 (Projeto numero: Of. Ref. N°
184/2011), e fez parte da dissertagitulada “Resposta pos-prandial de marcadores
metabolicos e inflamatdrios ao consumo de gordura saturada e suco de laranja em
mulheres eutroficas e com excesso de peso” defendida em 2013 por Raquel Cristina
Lopes Assis Coelho. Neste estudo, participaram 36 mulheres com idade média de 24+4
anos, sendo 21 eutréficas (22,0+ 1,8 Ky/enl5 com excesso de peso (31,2 + 3,7 Rg/m
Todas as voluntérias foram selecionadas de acordo com critérios descritos anteriormente
e submetidas aos mesmos procedimentos descritos aqui. Em 2015, foi dada continuidade
ao projeto (Projeto numero: Of. Ref. N° 40.512466850/2015), sendo realizada uma
segunda fase, desta vez com a avaliagdo do consumo de AGMI e suco de laranja em

mulheres eutréficas e com excesso de peso. A diferenca entre os estudos reside no tipo

15



de refeicdo teste recebida (ver tdpico: Refei¢cdes teste) e no nimero de visitas realizadas
durante o estudo, que foi menor no primeiro estudo devido ao menor numero de refeicbes

teste oferecidas.

4.4 RefeicOes teste

Nos dois dias que precederam a refeicdo teste, as voluntarias cansumit
“dieta brancg que consisti no consumo restrito de alimentos, como frutas e hortalicas
fontes de vitaminas, minerais e compostos fendlicos que poderiam ter influéncia sobre os
resultados analisados. Essas orientacdes, como citadas anteriormente, foram entregues as
voluntarias, antes da segunda visita (Anexo E

Na primeira fase do estudo, as voluntarias receberam uma refeicdo com alto
conteudo de AGS (37% do valor caldrico total). Essa refeicédo foi composta por 2 muffins
a base de bacon, queijo e manteiga, totalizando 2 unidades de 90 g cada e 1.000 kcal
(Anexo Q. As refei¢cdes foram acompanhadas derf0f8e suco de laranja (teste), ou de
agua (controle negativo). J& na segunda fase, as voluntarias receberam uma refeicdo com
alto conteudo de AGMI (53% do valor calérico total), composta de 2 muffins a base de
azeite de oliva e castanhas, totalizando 2 unidades de 90g cada e 1.000 Kcal (Anexo H).
As refeicdes foram acompanhadas de 500 ml de suco de laranja (teste), de uma bebida a
base de frutose (controle), ou de agua (controle negativo) (Figura 1). O objetivo da
primeira fase foi verificar o efeito do suco de laranja sobre os marcadores inflamatorios,
sendo que na segunda fase foi incluido um teste a base de frutose para avaliar também o
efeito isolado de um de seus constituintes.

Para evitar variabilidade sazonal e entre lotes e variedades da fruta foi utilizado
suco pronto, industrializado, adquirido no comércio local. A bebida a base de frutose
possuia teor de frutose semelhante ao suco de laranja de 5,6% (m/v), os métodos

utilizados na sua quantificacdo sdo descritos a seguir.
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Figura 1. Desenho experimental do estudo.

(A) Primeira fase do estudo: intervengdo aguda com refeicdo dealegido de AGS; (B) Segunda fase: intervencao
aguda com refeicdo de alto conteddo de AGMMuffins de Bancon e Queijo (@Q0kcal): 16% carboidratos, 6%
proteinas e 78% lipidios, coB7%do VCT de AGS}* Muffins de Azeite e Castanha (1.000kcal): 19% carboidratos,
4% proteinas e 77% lipidios, com 53% do VCTAGEMI ; % referente ao valor caldrico total (VCT) ingerido.
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4.5 Quantificacao da frutose

A analise dos agucares totais no suco de laranja foi realizada utilizando-se dois
métodos, um titulométrico (determinacdo de acgUcares redutores totais) e outro
colorimétrico (determinacdo de acucares sollveis totais). A quantidade de frutose
adicionada na bebida teste a base de frutose, entéo, foi calculada a partir da média dos
valores obtidos nos dois métodos, descritos a seguir.

Para determinacao de acguUcares totais (Lane e Eynon, 1934) foi pesado, em balanca
analitica, 5g de suco de laranja, em duplicata. A esta quantidade adicionooisee50
agua morna destilada e a mistura foi aguecida em banho-maria a 60°C por 10 minutos.

Em seguida, retirou-se a amostra do banho-maria e adicionomkdeacido
cloridrico, levando-a ao banho-maria por 60 minutos. A mistura foi transferida para um
baldo volumétrico de 25@I, adicionando-se &l de ferrocianeto de potassio a 15% e 2
ml de sulfato de zinco a 30%, agitando-se e completando o volume. Com um filtro de
papel, a mistura foi filtrada e transferida para uma bureta de 50mL.

Em um balédo de fundo redondo foi pipetado 5 ml de Fehling A e 5 ml de Fehling
B, adicionando 40 ml de agua destilada. Essa mistura foi aquecida até ebulicdo. A amostra
foi gotejada na solucéo até que esta adquirisse cor azulada.

ApOs esse procedimento, manteve-se a ebulicdo e adicionou-se uma gota azul de
metileno a 1%. A amostra foi gotejada novamente até que a solucao se tornasse vermelho
tijolo, sendo reduzida a 6xido cuproso. O volume de amostra utilizado na titulacdo foi
anotado para posterior calculo de acucares totais.

O calculo foi realizado a partir da seguinte formula:

Acucares totais (%)= 100x100xFc/PxV, onde:

Fc= Fator de correcao equivalente a 0,05

P= Massa em gramas da amostra

V= Volume emml gasto na titulacéo

Os acucares soluveis totais foram quantificados pelo método fenol-sulfurico
(Dubois et al., 1956), com adaptacdes. Em cada réplica, foram pipetadosal @25
extrato diluido em tubo de ensaio. Em seguida, foram adicionados0i25fenol a 5%

e o0s tubos foram homogeneizados. Posteriormente, a cada um dos tubos foram
adicionados 1,2Bl de acido sulfurico concentrado, sendo novamente agitados e levados

a banho-maria a 30°C, por 20 minutos, sempre em duplicata. Em seguida, foi realizada a
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leitura da absorbancia a 490 nm em espectrofotdmetro, modelo UV1601 (Shimadzu). Os
valores obtidos foram comparados com a curva-padrdo de sacarose previamente

preparada.

4 .6Variaveis analisadas

4.6.1 Antropometria e composi¢ao corporal e pressao arterial

As medidas antropométricas (peso, altura, e perimetros da cintura e do quadril)
foram obtidos com individuos trajando roupas leves e sem sapatos, seguindo
recomendacdes padronizadas (NHANES, 2013). O peso das voluntarias foi aferido usado
equipamento de bioimpedancia elétrica tetrapolar (InBody, modelo 230, BiospaceCo.,
Ltd), com capacidade maxima de 250 kg. A estatura foi aferida utilizando estadidmetro
de parede (Seca, modelo 206, Hamburg, Germany), com extensdo maxima de 2 metros,
precisdo de um milimetro. O indice de Massa Corporal (IMC) foi calculado podmeio
peso dividido pela altura ao quadrado (k§/@HO, 2010).

Os perimetros da cintura (ponto médio entre a crista iliaca e a Ultima costela e
acima da crista iliaca), e do quadril foram aferidos utilizando uma fita métrica flexivel e
inelastica, subdividida em milimetros.

O percentual de gordura corporal total foi obtido mediante andlise de
bioimpedancia elétrica tetrapolar (InBody, modelo 230, BiospaceCo., Ltd), seguindo o
protocolo proposto pelo fabricante.

A presséao arterial sistélica e diastdlica foi aferida através de monitor de braco
automatico (Omron, modelo BP742, Omron Healthcare, Inc.), com preciséo de 3 mmHg,

seguindo protocolo proposto pelo fabricante.

4.6.2 Coleta de sangue e preparo de amostras

As amostras sanguineas foram extraidas apdés jejum de 12 horas, e apos 2, 3, e 5h
as refeicdes mediante puncéo endovenosa na veia anticubital mediana, utilizando sistema
de vacuo VACUETTE®. Para a puncéo venosa foi utilizado o cateter venoso periférico
SCALP®, seringa com agulha hipodérmica ou ainda sistema a vacuo com coletas

sucessivas. A escolha do método foi feita pelo técnico em enfermagem, de acordo com
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cada voluntaria. Ap6s a coleta em tubos (VACUETTE®, K3E K3EDTAM,
procedeu-se a centrifugacdo (3.500 rpm, 4° C, 15 min), separacdo do pmasma,
identificacdo das amostras nos Laboratérios de Analises Clinicas (LAC) do DNS/UFV.

Todas as amostras foram armazenadas a -80°C até o momento das analises.

4.6.3 Determinagdo de marcadores inflamatorios plasmaticos

O equipamento de Citometria de Fluxo FACV&rs¢BD Immunocytometry
Systems), do Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM-UFV) foi utilizado para
determinar as concentracdes plasmaticas de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17Ay BFRNF
analisados com o kiduman Th1/Th2/Th17 K{BD Biosciences, EUA), o qual permite
a identificagdo simultanea das citocinas citadas em cada amosfila) @&® plasma. Os
dados obtidos serdo analisadosafiwareFCAP Array™.

Concentracfes plasméticas de PCR foram mensuradas por meio de imunoensaio
turbidimétrico (kit CRP, Beckman Coulter, Inc.) em laboratério de analises clinicas

terceirizado.

4.7 Andlise estatistica

O teste t de Student ou Mann-Whitney, quando apropriado, foram utilizados para
comparar diferencas nas médias das caracteristicas basais das participantes do estudo que
consumiram dietas ricas em AGS daquelas que consumiram dietas ricas em AGMI.

O teste de ANOVA de medidas repetidas de dois fatores (tempo, dieta), seguido
do posthoc Bonferroni, foi aplicado para testar o efeito do tempo, da dieta e também da
interacéo dos dois fatores (dieta*tempo) nas concentragdes de citocinas e PCR, bem como
o delta entre valores finais e iniciais (final-inicial) desses parametros. O teste foi aplicado
separadamente para o0 grupo que consumiu uma refeicdo com alto contetdo de AGS, e
para o grupo que recebeu uma dieta com alto contetdo de AGMI.

O método trapezoidal foi utilizado para calcular a area abaixo da curva (AUC) da
concentracdo de citocinas e PCR ao longo do tempo (0-5h) utilizando o software Prism,
versao 5 (Prism, GraphPad Software, Sao Diego, EUA). O teste de ANOVA de medidas
repetidas de um fator (dieta), seguido do posthoc Bonferroni, foi aplicado para testar

diferencas significativas m&lUC da concentracéo de citocinas e PCR entre as dietas ricas
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em AGMI. E o teste t Student pareado foi aplicado para testar diferencas significativas na
AUC da concentracao de citocinas e PCR entre as dietas ricas em AGS.

O teste de ANCOVA foi aplicado para avaliar diferencas na AUC ajustada de
citocinas e PCR, tendo os valores iniciais das citocinas e PCR como co-variaveis, uma
vez que os valores iniciais diferiram entre 0os grupos que receberam dietas ricas em AGS
e AGMI, e aqui buscou-se comparar 0s dois grupos concomitantemente.

As voluntarias foram classificadas de acordo com seu IMC em eutroéfica8 (<25,
kg/n?) e em excesso de peddC>25,0 kg/m?), e também de acordo com seu percentual
de gordura corporal, em normal (<308t)excesso de gordura corporal (>30%). Todos
0s testes estatisticos foram realizados considerando o grupo como um todo, ou dividido
pela classificacdo de IMC e também do percentual de gordura corporal.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do SofBRES
(Statistical Package for the Social Sciences), versdo 20.0 (SPSS, Chicago, EUA),
adotando-se como nivel de sideihcia estatistica a = 0,05 (5% de probabilidade) para
todas as comparacdes. Os graficos foram produzidos com o auxilio do software Prism,
versao 5 (Prism, GraphPad Software, Sdo Diego, EUA). Os dados séo apresentados como

média + erro padrao (EP).
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5. RESULTADOS

Na primeira fase do estudo, foi avaliado o consumo de uma refeicdo com alto
conteudo de AGS acompanhada de suco de laranja ou agua foram selecionadas/triadas 52
voluntérias que atendiam os critérios de inclusdo. Por motivos pessoais, 13 voluntarias
abandonaram o estudo. Ainda, foram excluidas 3 voluntérias, por dificuldade de coleta
de sangue. Outras 3 voluntarias participaram do estudo, mas no presente trabalho foram
excluidas por quantidade insuficiente de amostras para analise. Desse modo 33
voluntérias foram incluidas para analise dos marcadores inflamatérios no periodo poés-
prandial apds o consumo de dietas com alto conteud&&eacompanhadas de suco de
laranja ou 4gua. Ja na segunda fase do estudo, foi avaliado o consumo de uma refeicdo
com alto conteudo de AGMI acompanhado suco de laranja, bebida a base de frutose ou
agua foram selecionadas/triadas 70 voluntarias que atendiam os critérios de incluséao. Por
motivos pessoais, 32 voluntarias abandonaram o estudo. Por dificultadas de coleta de
sangue, 4 voluntarias foram excluidas. Cinco voluntérias participaram apenas de uma
etapa do estudo, e outras 7 voluntarias participaram de duas etapas. Dessa forma, foram
incluidas 22 voluntarias para analise dos marcadores inflamatdrios apdés o consumo de
dietas ricas em AGMI acompanhadas de suco de laranja, bebida a base de frutose ou 4gua
(Figura 3.

No total, participaram do estudo 55 voluntarias. No grupo das que consuamiram
refeicdo com alto contetdo de AGS, a média de idade foi de 27,18+0,82 anos, IMC de
25,96+0,67 kg/rhe percentual de gordura corporal de 30,57+0,83 %. Dezoito voluntarias
(54,5%) possuiam percentual de gordura corporal normal (<30%) e 15 voluntérias
(45,5%) excesso de gordura corporal (>30%). Ja aquelas que participaram do consumo
de refeigcbes ricas em AGMI, possuiam idade média de 27,00+0,69 anos, IMC de
23,41+0,47 kg/rhe percentual de gordura corporal de 30,15+0,93 %, sendo que metade
das 22 participantes possuia percentual de gordura normal (<30 %) ou excesso de gordura
corporal (>30%). O perfil de citocinas inflamatorias inicial (jejum) foi diferente entre os
grupos, sendo maior para aquelas voluntarias que participaram do estudo envolvendo o
consumo de refeicdo com alto conteddo de AGS em relacdo ao grupo que consumiu
AGMI. A média da concentracdo de PCR, no entanto, foi a mesma para ambos 0s grupos

estudados (
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Figura 2. Fluxograma da sele¢&o e participacéo das voluntarias no estudo.

(A) primeira fase do estudo que avaliou o consumo de dietas cooomaténido de AGS associado ao consumo de suco
de laranja ou agua; (B) segunda fase do estudo que avalioswrmde dietas com alto contetido de AGMI associado
ao consumo de suco de laranja, bebida a base de frutose pA@§uacidos graxos saturados; AGMI: acidos graxos

monoinsaturados.
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Tabela 1.Caracteristicas basais das voluntarias

Voluntarias do  Voluntarias do

Caracteristicas estudo AGS estudo AGMI P
(n=33) (n=22)

Idade (anos) 27+0,8 27+0,7 0,661
Peso (kg) 68,1+1,9 60,4+1,0 0,012
Altura (m) 1,62+0,01 1,61+0,01 0,556
IMC (kg/n?) 25,96+0,67 23,41+0,47 0,010
Perimetro da cintura (cm) 82,0+1,7 79,8+1,2 0,276
Perimetro do quadril (cm) 98,6+1,1 98,8+0,8 0,460
Razéao Cintura/Quadril 0,83+0,01 0,81+0,01 0,107
Gordura Corporal (%) 30,6%0,8 30,1+0,9 0,736
PAS (mmHg) 106+1 107+1 0,676
PAD (mmHg) 67+0,9 67+1 0,829
TNF (pgml) 6,5+1,4 0,2+0,1 <0,001
IL-6 (pgiml) 7,0+0,8 0,3+0,2 <0,001
IL-10 (pgil) 4,8+0,7 0,2+0,1 <0,001
IL-17A (pgil) 63,0+10,7 7,5+1,1 <0,001
IFN-y (pg/iml) 21,045,1 0,66+0,2 <0,001
IL-4 (pgil) 4,7+1,1 0,1%0,1 <0,001
IL-2 (pgiml) 2,9+0,6 0,4+0,1 <0,001
PCR (mg/L) 3,6+0,7 4,4+0,8 0,581

AGS: acido graxo saturado; AGMI: &cido graxo monoinsaturado; IMC: indiogagsa corporal; PAS: presséao arterial
sistolica; PAD: pressao arterial diastélica. TNF: Dados expressos em médiaskPt de Student ou Mann-Whitney,

quando apropriado.

Ao comparar o efeito do consumo das refeicdes com alto conteddo em AGS e
AGMI, verificamos que os individuos que consumiram uma refeicdo com alto contetudo
de AGS apresentaram maiores valores médios de AUC ajustada, pelo valor de citocina
basal, para as citocinas TNF, IL-6 e IL-10, independente da bebida que acompanhou a
refeicdo. Ainda, a refeicdo com alto conteido de AGS acompanhada de agua apresentou
maiores valores médios de AUC ajustada para asiradL-17A, IL-4 e IL-2, em

relacdo as demais refei¢cdes ricas em AGMI acompanhadas de suco de laranja, bebida a
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base de frutose ou 4gua. E a AUC ajustada para a citocina IL-2 também foi maior para a
refeicdo com alto conteddo de AGS acompanhada de suco de laranja, comparada as
refeicbes ricas em AGMI com bebida a base de frutose e agua. Por outro lado, a AUC
ajustada concentracdo de PCR foi menor para a refeicdo de AGS acompanhada de suco
de laranja em comparacao com a refeicdo com alto conteido de AGMI acompanhada de
uma bebida a base de frutose (p=0,01) (Tabela 2

A variacéo da concentracao de IL-17A plasmatica, em relacdo aos valores basais
— delta—, foi maior nos individuos que consumiram uma refeicdo com alto contetdo de
AGS acompanhada de agua, em relacéo aqueles que consumiram suco de laranja (p=0,02)
(Gréfico J).

A concentracdo de citocinas plasmaticas nos individuos que consumiram uma
refeicdo com alto contetdo de AGS, apresentou um efeito temporal na concentracédo da
citocina plasmética IL-6 (p=0,02), que aumentou sua concentracdo entre 3 e 5 horas pos-
prandiais (p=0,049), independete da bebida (suco de laranja ou agua) (Qrafico 2

Nos individuos que consumiram uma refeicdo com alto conteido de AGMI
acompanhada de suco de laranja, bebida a base de frutose ou agua, a concentracdo da
citocina plasmatica IL-6 também apresentou efeito temporal (p<0,001), com aumento
entre as 3 e 5 horas pés-prandiais. Contudo, nédo foi verificada um efeito da interacéo
dieta*tempoDe forma semelhante, 0 mesmo foi verificado para variacao desta citocina,
em relacéo aos valores basais (p=0,02) (Grafico 3

Area abaixo da curva de citocinas plasmaticas e PCR nos individuos que
consumiram uma refeicdo com alto contetdo de AGS acompanhada de suco de laranja
ou agua, no intervalo de 5 horas pés-prandiais, ndo apresentou diferenca estatisticas
significativas entre as refeicbes. Da mesma forma, a area abaixo da curva de citocinas
plasmaticas nos individuos que consumiram uma refeicdo com alto conteudo de AGMI
acompanhada de suco de laranja, bebida a base de frutose ou agua, no intervalo de 5 horas
poés-prandiais, ndo apresentou diferenca significativa para as diferentes refeicbes
recebidas (dados néo apresentados).

Ao se dividir os grupos de acordo com estado nutricional em eutroficas (<25,0
kg/mP) ou excesso de peso (>25,0k/m?), e também em percentual de gordura normal
(<30%) ou excesso de gordura corporal (>30%), nés ndo observamos diferencas

estatisticas significantes na resposta inflamatéria pés-prandial das voluntarias que
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consumiram uma refeicdo com alto conteddo de AGS ou AGMI, acompanhadas ou nédo
da ingestdo de suco de laranja (dados n&o mostrados). Portanto, os dados foram
apresentados para o grupo como um todo, sem considerar as classificacdes descritas

acima.

26



Tabela 2. Area abaixo da curva de citocinas plasmaticas nos individuos que consumiram uma refeicdo com alto dzoriteiids graxos saturados ou
monoinsaturados acompanhada de suco de laranja, bebida a base de frutose ou agua, no intervalo de 5 horas pés-prandiais.

Marcadores/Grupos AGMI+Laranja AGMI+Frutose AGMI+Agua AGS+Laranja AGS+Agua Valores de p
AUC TNF (pgl) 49+17° 48+17° 48+1,7° 15,1+ 1,5 16,8 + 1,4 <0,001
AUC IL6 (pg/ml) 10,8 + 1,9 10,8 + 1,8 10,3 + 1,9 24,6 +1,6 27,0+1,5 <0,001
AUC IL10 (pgiml) 5,6 +1,6 5,3+ 1,59 52+1,6° 13,8 + 1,4 16,4 + 1,3 <0,001
AUC IL17 (pgiml) 102,6 + 22,9 97,1+ 22,7 99,3+ 22,8 167,3 + 10,4° 216,3+18,7 <0,001
AUC IFN (pgml) 25,5+ 7,5 245+ 7,5 24,6 +7,5 37,7 + 6,68 49,5 + 6,2 0,037
AUC IL4 (pg/ml) 41+1,6° 3,9+1,6 3,9 +1,6° 9,7 + 1,420 12,0+ 1,3 <0,001
AUC IL2 (pg/ml) 4,6 +1,12° 3,4+1,12 3,6+1,1° 8,8+ 1,0°° 10,4 + 0,9 <0,001
AUC PCR (mg/L) 206 £ 1,2 23,7+1,3 19,7+1,2 18,2 +1,0° 19,7+ 1,12 0,024

AGMI: &cidos graxos monoinsaturados; AGMI+Laramgfeicdo com alto contetdo de AGMI acompanhada de suemathga; AGMI+Frutoserefeicdo com alto conteido de AGMI acompanhada de belnidsea
de frutose; AGMI+Aguarefeicio com alto contetido de AGMI acompanhada de agua; &@®s graxos saturados; AGS+Larangdeicdo com alto contetido de AGS acompanhada de suco de laraSjpAgiG
refeicdo com alto contelildo de AGS acompanhada de agua; AU@bamea da curva. Dados expressos em média ajustada (pelo valor de titsal) + EP. Letras iguais representam auséncia de diferenca

estatistica (p > 0,05). Teste estatistico ANCOVA a um fator e Post-Hoc de Bonferron
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Gréfico 1. Variacdo da concentracdo plasmatica de IL-17A apds o consumo de uma
refeicdo com alto conteddo de acidos graxos saturados acompanhada de suco de laranja

ou agua.

AGS: acidos graxos saturados; AGS+Laranja: refeicdo com alto conte(®@ 2 acompanhada de suco de laranja;
AGS+Agua refeigio com alto contetido de AGS acompanhada de dgua; AIL-17A = IL-17A(T(h))— IL-17A(T(Oh));
TO: basal (jejum 12 horas). Dados expressos em média + EP. Teste de ANOWAlidas repetidas dois fatores. P1:

efeito da dieta. P2: efeito do tempo. P3: interacéo dieta*teipp0,04 AGS+Laranja vs. AGS+Agua.
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Gréfico 2. Concentracéo plasmética de IL-6 apds o consumo de uma refeicdo com alto

contetdo de 4cidos graxos saturados acompanhada de suco de laranja ou agua.

AGS: acidos graxos saturados; AGS+Laramgéeicdo com alto conteido de AGS acompanhada de suco mje;lara
AGS+Agua: refeigdio com alto contetido de AGS acompanhadgude Bados expressos em média = EP. Teste de
ANOVA de medidas repetidas dois fatores. P1: efeito da dieta. P2: déeitempo. P3: interacdo dieta*tempo.
“p=0,049 T2 vs. T5.
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Gréfico 3. IL-6 apds o consumo de uma refeicdo com alto contetdo de &cidos graxos

monoinsaturados acompanhada de suco de laranja, bebida a base de frutose ou agua.

(A) Concentracéo plasmatica de IL-6 aumentou significativamente (p3®&0602 os tempos 2h e 5h (ANOVA de
medidas repetidas dois fatores seguido pelo posthoc Bonferroni); (B) \dadagébncentracédo plasmatica de6lL-
aumentou significativamente (p=0,005) entre os tempas5Bh(ANOVA de medidas repetidas dois fatores seguido
pelo posthoc Bonferroni). AGMI: acidos graxos monoinsaturados; AGM#birja: refeicdo com alto contetdo de
AGMI acompanhada de suco de laranja; AGMI+Frutose: refeicdo corvali®ido de AGMI acompanhada de bebida
a base de frutose; AGMI+Agua: refeicdo com alto contetido de AGMigathada de 4guAIL-6 = IL-6(T(h))—IL-
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6(T(0h)); TO: basal (jejum 12 horas). Dados expressos em média e&#®.de ANOVA de medidas repetidas dois
fatores. P1: efeito da dieta. P2: efeito do tempo. P3: interacatietigpe. *p=0,002 2h vs. 5h; **p=0,005 3h vs. 5h.
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6. DISCUSSAO

Apbs o consumo agudo de uma refeicdo com alto contetdo de AGS, foram
observados maiores valores para AUC ajustada para citocinas ITMFe IL-10,
comparadas as refeicdes com alto contetdo de AGMI, independente do tipo de bebida
que acompanhou essas refeicBes. Ainda, a refeicdo com alto conteido de AGS
acompanhada de agua, mas nao de suco de laranja, apresentou maiores valores de AUC
ajustada para citocinas IL-17A, IL-4 e IL-2, em relacdo as demais refeicbes com alto
conteudo de AGMI acompanhadas de suco de laranja, bebida a base de frutose ou agua.
Dessa forma, nds observamos que o consumo de uma refeicdo com alto conteddo de AGS
favoreceu um perfil mais pro-inflamatorio, em relacéo a uma refeicdo com alto contetdo
de AGMI. Ainda, o consumo de suco de laranja concomitante com a ingestdo de uma
refeicdo com alto contetdo de AGS pareceu modular os efeitos pro-inflamatores dess
refeicdo para um perfil menos inflamatorio, inibindo a inflamacédo subclinica induzida
pelo consumo dos AGS. Contudo esse efeito nao foi verificado para a AUC ajustada da
citocina IL-2, que foi maior para a refeicdo com alto conteido de AGS acompanhada de
suco de laranja, comparada as refeicdes com alto contetdo de AGMI com bebida a base
de frutose e agua.

De fato, o consumo de AGS esta associado com efeitos nocivos para a saude
humana, especialmente relacionado ao seu efeito sobre a hipercolesterolemia, com
impacto importante sobre a LDL (lipoproteina de baixa densidade) (SACKS; KATAN,
2002). Os AGS também podem influenciar os processos pré-aterogénicos e inflamatérios
e esta associado a concentracdes elevadas de PCR (SANTOS et al., 2013; SANTOS;
OLIVEIRA; LOPES, 2013), com o aumento da morbimortalidade cardiovascular
(ERKKILA et al., 2008; HOOPER et al., 2016; SALTER, 2011). Por outro lado, a dieta
Mediterranea, tipicamente com alto conteudo de AGMI, provenientes principalmente do
azeite de oliva, apresenta varios beneficios a saude, particularmente sobre a
morbimortalidade cardiovascular (KONSTANTINIDOU et al., 2010). Os efeitos anti-
inflamatoérios e a reducdo do estresse oxidativo, associados ao seu consumo, S&o
atribuidos a protecdo observada (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2015). Dentre esses
efeitos podemos citar a reducdo na concentracdo da PCR, IL-6¢, TiN#léculas de
adesao endotelial, quimiocinas, e receptores do TNF (HERMSDORFF et al., 2009; URPI-

SARDA et al., 2012b).
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Estudos de intervengdo, com humanos, também corroboram o efeito pro-
inflamatoério dos AGS em relagdo ao AGMI. O consumo de uma dieta com alto conteudo
de AGS (35 %% energia (EAumentou a expressao génica de TNBh pds-prandiais),
em relacéo a ingestado dos AGMI (3&) proveniente principalmente do azeite de oliva
extra virgem. Mas, ndo influenciou a concentracdo plasmatica nos periodos pos-prandiais
(3h, 6h e 9h) avaliados (JIMENEZ-GOMEZ et al., 2009). Ja em individuos com sindrome
metabolica, houve aumento pos-prandial da expressédo e da concentracdo plasmatica de
TNF-0, ap6s 12 semanas de intervengdo com dicta com alto contetdo de AGS (16% E)
ou AGMI (20% E). Essa expressao, no entanto, foi maior quando se consumiu uma
refeicdo com alto conteddo de AGS em relacao a dieta com alto contetdo de AGMI. Tal
fato pode estar relacionado com o aumento e reducéo da expressaeiBle 88H«B-a
respectivamente, ap0s 4 horas pés-prandiais da refeicdo com alto conteddo de AGMI
(CRUZ-TENO et al., 2012). Por outro lado, em estudo com idosos que consumiram por
um més de dietas com alto contetdo de AGS (35% E) ou de AGMI (36%), provenientes
do azeite de oliva virgem, ocorreu reducdo nas concentracdes de, &piis-4h pos-
prandiais, independente da refeicédo recebida. No entanto, AG@iSiaduziu uma maior
expressao do fatd¥F-kB, enquanto que a dieta AGMI reduziu a expressédo génica do
IkB-o. (CAMARGO et al.,, 2012). Em homens saudéaveis, o consumo agudo de uma
refeicdo com alto contetddo de AGS (35% E), mas ndo de azeite de oliva extra virgem
(38% AGMI), ativou o NFeB apo6s 3 horas pos-prandiais (BELLIDO et al., 2004).

O consumo de uma refeicdo com alto conteddo de gorduras ativa leucdécitos, que
em condi¢des inflamatérias sdo recrutadas para o sitio da inflamag¢do em um processo
dependente de citocinas que controlam a secrecdo de selectinas, integrinas, moléculas de
adesdo nos leucécitos e células endoteliais, e dessa maneira contribui para a disfungéo
endotelial e progressao da aterosclerose (OOSTROM et al., 2004). A lipemia pos-prandial
é descrita como uma das condigbes que favorecem a inflamagéo pds-prandial, a qual se
associa com a ativacao de leucocitos, e regulagdo positiva de genes inflamatoérios nas
células endoteliais (ALIPOUR et al., 2008). Contudo, as causas da inflamacdo pos-
prandial ainda ndo estdo bem esclarecidas. Outro mecanismo proposto para explicar a
inflamagé@o pos-prandial € a endotoxemia metabdlica causada pelo aumento da
endotoxina bacteriana (lipopolissacaridddPS), encontrada em grandes quantidades no

intestino humano, e que parece ser transportada do intestino para a circulacdo apos o
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consumo de uma dieta com alto contetdo de lipidios, evidenciada pelo aumento da sua
concentracao circulante (ERRIDGE et al., 2007a). O LPS é um ligante natural do receptor
tipo toll 4 (TLR4), e consequentemente um potente estimulador da cascata inflamatoria
qgue regula a expressdo de diversos mediadores inflamatorios por meio da ativacdo do
TLR4 (ROCHA et al., 2016). O consumo de AGS, frente ao consumo de dietas com alto
contetdo de AGMI, parece promover uma maior resposta inflamatéria, com o aumento
da expresséao de varios genes de sinalizacdo e recrutamento de células do sistema imune
(como linfécitos, leucdcitos e macrofagos) e também da expressao dos receptores TLR
(DIJK et al., 2009). De fato, 0 AGS pode modular a ativagdo dos receptores TLR2 e
TLRA4, e promover a expressédo de factores de transcrigdo pré-inflamatorios, tais como o
NF-kB e da ciclo-oxigenase (LEE et al., 2003; WONG et al., 2009). Neste sentido, os
AGS foram propostos como agonistas ndo microbianos do TLR na promocéo da resposta
inflamatéria (ROCHA et al., 2016Ds AGS também podem desencadear a secrecao de
IL-1B através de mecanismos que envolvem a ativacdo do inflamassomo NLRP3

(dominio familia de receptores NOD-like, pyrin contendo 3), enquanto os acidos graxos
insaturados inibem essa ativagROHOMME et al., 2013). Além disso, 0 AGS promove

maior lipemia em relacdo as gorduras insaturadas, o que pode levar a um estado mais pro-
inflamatério (BOTHAM; WHEELER-JONES, 2013).

Contudo, o papel dos AGMI sobre a inflamacédo ainda ndo esta claro. O
beneficios do consumo do azeite de oliva ndo podem ser atribuidos exclusivamente ao
seu elevado contetdo de AGMI, pois o consumo de azeite, particularmente devido ao
elevado teor de polifenois (328 vs. 55mg/kg) é capaz de suprimir a expressado de varios
genes pro-inflamatorios (IFM-Rho GTPase-activating proteinl5 (ARHGAP15), and
IL-7R) (KONSTANTINIDOU et al., 2010). Assim, a ingestdo compostos fendlicos
presentes no azeite de oliva reduzem a resposta inflamatoria, possivelmente por reduzir a
ativacdo do NReB, devido a menor absor¢ao pos-prandial de LPS (CAMARGO et al.,

2014). Dessa forma, os componentes bioativos presentes no azeite (polifenois e
carotenoides) parecem também desempenhar papel importante na inflamacédo. E o real
impacto dos AGMI sobre os beneficios atribuidos ao seu consumo sao desconhecidos,
devido a presenca desses compostos bioativos inerentes na principal e mais estudada fonte

desse acido graxo, que é o azeite de oliva.
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Por outro lado, apesar de ser observado um papel mais pro-inflamatorio associado
ao consumo de AGS, comparado ao AGMI, o consumo de uma refeicdo com alto
conteudo de AGS também aumentou a AUC ajustada de IL-10. A IL-10 é uma citocina
tipicamente anti-inflamatoria que € capaz de limitar a resposta inflamatéria por inibir a
apresentacdo de antigenos as células T por mondcitos e macrofagos, e ainda suprimir a
expressdo de citocinas proé-inflamatérias como a IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e d'NF-
(CHANG et al., 2014; TRIFUNOVIC et al, 2015). Dessa forma, os resultados
encontrados sugerem um mecanismo de compensacao no qual o organismo busca limitar
a inflamacdao subclinica pds-prandial induzida por esse acido graxo.

De forma inédita, até onde pudemos avaliar, a refeicdo com alto contetdo de AGS
acompanhada de suco de laranja reduziu a variacdo da concentracaly Ae(AlLE-
17A), nas 3 horas poés-prandiais, em relacdo aos valores basais, comparada a mesma
refeicdo acompanhada de &agua (controle). A IL-17 é uma citocina proé-inflamatéria
envolvida em diversas doencgas inflamatérias, tais como artrite reumatoide, psoriase,
doenca de Chrohn, e esclerose multipla (MIOSSEC, 2009). Em humanos, a obesidade foi
associada a elevadas concentracfes de IL-17 (AHMED; GAFFEN, 2010). Além disso, a
IL-17 contribuiu para o favorecimento da aterogénese subclinica em pacientes obesos
(TARANTINO et al., 2014). Em modelos experimentais, o papel pré-inflamatorio e proé-
aterogénico da IL-17A, em resposta ao consumo de uma dieta com alto contetudo de
lipidios, ja foi evidenciado com o aumento da inflamacédo sistémica e vascular,
desempenhando importante papel na progresséao de lesdes ateroscleréticas (CHEN et al.,
2010; MADHUR et al., 2011). Dessa forma, os resultados encontrados em nosso estudo
sugerem que o consumo do suco de laranja favoreceu a reducdo da inflamacéo pds-
prandial induzida pelo consumo de uma refeicdo com alto conteddo de AGS, e
possivelmente contribuiu para reducao do risco da aterosclerose subclinica.

O suco de laranja, além de ser excelente fonte de vitamina C, € uma boa fonte de
folato e magnésio, e também fornece vitamina B6, tiamina, niacina, riboflavina e vitamina
A (RAMPERSAUD; VALIM, 2015), e compostos fendlicos bioativos principalmente na
forma de hesperidina e narirutina (metabolizada em nangerina no intestino) (COELHO;
HERMSDORFF; BRESSAN, 2013). O seu consumo é recomendado por ser um fonte de
calorias saudaveis, e é associado com elevadas ingestdes de fibras, vitamina C, folato,
potdssio, magnésio e vitamina B6 (RAMPERSAUD; VALIM, 2015). Além disso, o
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consumo do suco de laranja € associado com a melhora do perfil lipidico e reducgéo do
risco cardiovascular (GHANIM et al.,, 2007). Os compostos bioativos, hesperidina e
nangerina, presentes no suco de laranja apresentam efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes, contribuindo para reducao da inflamacao através da supresséo da ativacao
do NF«B, com consequente redugdo da expressio de diversas citocinas pro-inflamatorias

(IL-1B, IL-6 e TNFe) e moléculas de adesdo celular, além de inibir a producdo de
espécies reativas do oxigénio, e reduzir o dano ao DNA (COELHO; HERMSDORFF;
BRESSAN, 2013).

As calorias do suco de laranja, provém basicamente dos seus carboidratos
(sacarose, frutose e glicose) que quando hidrolisados em seus monossacarideos fornecem
glicose e frutose na mesma proporcdo (GHANIM et al., 2007). E apesar dos efeitos
benéficos, o consumo do suco de laranja também tem sido relacionado com maior risco
de desenvolvimento de gota, associado ao seu conteudo de frutose (17%) (CHOI;
WILLETT; CURHAN, 2010). A frutose é um acucar simples altamente lipogénico, com
efeitos metabdlicos importantes implicados no desenvolvimento da sindrome metabdlica,
como a resisténcia a insulina e dislipidemia (DEKKER et al., 2010). Além disso, modelos
animais, apontam a frutose como uma potente molécula indutora da inflamacéo capaz de
ativar a inflamacdo via NkB, aumentar a expressdo ¢ a sintese de TNF-o e das
moléculas de adesédo ICAM-1 (DEKKER et al., 2010; GLUSHAKOVA et al., 2008). No
ertanto, investigacdes recentes tem demostrado que o consumo dos agucares presentes no
suco de laranja ndo parece afetar negativamente a saude, inclusive alguns beneficios do
seu consumo tem sido relatados sobre o risco de sindrome metabolica (RAMPERSAUD;
VALIM, 2015).

Ademais, o consumo regular de suco de laranja (480mL) foi capaz de manter
inalteradas as concentracfes de citocinas pro e anti-inflamatorigs (IL-6, IL-8, IL-

10, TNF) bem como na atividade do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-

1), em individuos saudaveis (DEVARAJ et al., 2011). Resultados similares sao relatados
em individuos normopeso e sobrepeso, que apds o consumo de 750mL de suco de laranja,
mantiveram inalteradas as concentracdes de algumas citocinas pré e anti-inflamatoérias
(IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-y). Mas, observaram reducéo da inflamacéo, com a reducéo

da concentracdo de PCR, e também aumento na capacidade de defesa imunolégica

relacionada com a elevagdo da concentracdo de IL-12, ap06s 8 semanas do estudo
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(DOURADO; CESAR, 2015). De fato, em estudo aner@ivoo aumento da capacidade
efetora de macréfagos, evidenciada pelo aumento de IL-12, em resposta ao consumo de
suco de laranja ou solucéo a base de hesperiginacipal flavonoide da laranja e outras
frutas citricas- foi demonstrado. Além disso, frente a inflamacédo induzida por LPS o
suco de laranja foi capaz de suprimir a secrecao de ol MFhesperidina, também

reduziu a concentracdo de TNFe de outras citocinas envolvidas no processo
inflamatorio, como IL-10 e IL-12 (DOURADO et al., 2014).

Em estudo que avaliou o consumo agudo de uma refeicdo com alto contetdo de
gorduras e carboidratos (33% AGS) ou de uma refeicdo isocaldrica com alto contetddo de
frutas e fibra, contendo entre outros alimentos suco de laranja, manteve as concentragdes
pos-prandiais de TNE-nalteradas. Por outro lado, a refeicdo com alto conteddo de AGS
resultou no aumento da concentracdo plasmatica da proteina ligante de LPS (LBP) e do
proprio LPS, as 2 e 3 horas pds-prandiais, respectivamente (GHANIM et al., 2009)
Ambos, LPS e LBP, participam da ativacdo do complexo TLR4, através da apresentacéo
do LPS ao TLR4 pelo LBP mediado pelo receptor CD14 e subsequente ativacdo da
transcricdo de fatores pré-inflamatorios como odBFgue tem papel crucial na indugéo
de mediadores inflamatérios, com citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimulatorias
(ROCHA et al., 2016). De fato, a ingestao refeicdo com alto conteido de AGS resultou
na ativacdo da cascata inflamatoria induzida pelo LPS, com aumento da expressao de
receptores do tipo toll (TLR2 e TL4), e também da expressdo ddBNE-apesar das
concentracdes de TNkpermanecerem constantes, a proteina supressora da sinalizagdo
das citocinas (SOCS-3), uma proteina que € induzida em modelos animais por estimulo
de citocinas pro-inflamatorias como 1f; IL-6 e TNFe, apresentou aumento
significativo as 2 e 3 horas po6s-prandiais. Os mesmos resultados ndo foram encontrados
para o consumo da refeicdo isocaldrica com alto conteudo de frutas e fibra, acompanhada
de suco de laranja (GHANIM et al., 2009). Quando avaliado o consumo agudo de 300kcal
de suco de laranja, a expressadNlekB também permaneceu constante apos o periodo
pos-prandial (1h, 2h, e 3h), 0 mesmo ocorreu para a ingestao de agua ou 300kcal de bebida
a base de frutose (GHANIM et al., 2007). J& o consumo de 300kcal de gordura (70%
AGS) apresentou aumento na concentracao de LPS, da expressao da SOCS3, TLR4, NF-
kB e de citocinas pro-inflamatorias (IL1p ¢ TNF-a) apos 3h pos-prandiais, mas, sem

efeito para o consumo de 300kcal de suco de laranja ou 300mL 4gua (DEOPURKAR et
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al., 2010). Da mesma forma, o consumo de 900kcal de uma refeicdo com alto conteudo
de gorduras e carboidratos (51% AG) acompanhada de dgua, mas nao de 300kcal de suco
de laranja, também aumentou a concentracdo de LPS, da expressdo da SOCS3, TLR2,
TLR4 (GHANIM et al., 2010b). De forma semelhante, o consumo de uma refeicdo com
alto conteudo de gordura (59,2% E) aumentou a concentragdo plasmatica de citocinas
pro-inflamatorias (IL-6, TNFe) e de moléculas de adesdo (ICAM-1 e VCAM-1), em
individuos saudaveis. Mas, quando essa mesma refeicdo foi acompanhada do consumo
de antioxidantes, vitamina E (800 Ul) e acido ascérbico (1.000 mg), ndo houve aumento
para esses marcadores inflamatorios (NAPPO et al., 2003).

Ainda, em nosso estudo mostramos que o consumo de uma refeicdo com alto
conteudo de gordura, saturada ou monoinsaturada, acompanhada ou ndo de suco de
laranja, aumentou a concentracao pos-prandial de IL-6 plasméaties §8h). Em estudo
com idosos que investigou a reposta pés-prandial do consumo de dietas ricas em AGS
(35% E) ou em AGMI (36% E), do azeite de oliva virgem, ap6s um més seguindo essa
alimentacdo, encontrou resultado semelhante, com aumento da concentracdo de IL-6
plasmatica (4h pds-prandiais) independente da refeicdo recebida, mas sem alteracdo para
a expressédo génica dessa citocina (CAMARGO et al., 2012). J& em outro estudo apos 12
semanas de intervencdo com dieta com alto conteido de AGS (16% E) ou AGMI (20%
E), observou-se o aumento pés-prandial da concentracéo de IL-6 plasmatica apos 4 horas
da ingestdo de ambas dietas, conjuntamente com o aumento da sua expressao génica, em
individuos com sindrome metabdlica (CRUZ-TENO et al., 2012). Resultado similar foi
encontrado no estudo em que avaliou a concentracdo plasmatica de IL-6 apds o consumo
agudo de uma refeicdo com alto contetido de AGS de cadeia média (79% E), derivada do
Oleo de coco, ou de uma refeicdo com alto conteudo de AGMI (72% E), proveniente
principalmente do 6leo de macadamia, as 3 horas e 30 minutos pos-prandiais, em
individuos saudaveis ou com risco aumentado para diabetes tipo 2. No mesmo periodo,
houve aumento da expressdo génica das citocinas inflamatorié8, (IL-6, IL-6R e
TNF) no tecido adiposo subcutaneo, dos individuos saudaveis, qgue consumiram a dieta
com alto contetudo de AGS, mas nao para aqueles que consumiram a refeicdo com alto
conteudo de AGMI (PIETRASZEK; GREGERSEN; HERMANSEN, 2011). Ja em outro
estudo, que avaliou o efeito pos-prandial do consumo de uma dieta com alto conteudo de

AGS (35 % E) ou com alto conteudo de AGMI (36%) proveniente principalmente do
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azeite de oliva extra virgem, mas, que foram consumidas durante o periodo de um més,
ndo houve efeito das refeicdes na concentracdo de IL-6 plasmatica nos periodos pos-
prandiais (3h, 6h e 9h) avaliados (JIMENEZ-GOMEZ et al., 2009). De forma semelhante,

o consumo de 300kcal de gordura (70% AGS), 300kcal de suco de laranja ou 300mL de
agua também ndo alterou as concentracdes pos-prandiais (1h, 3h e 5h) de IL-6 plasmética
(DEOPURKAR et al., 2010). Um unico estudo, com homens saudaveis, avaliou o efeito
pos-prandial em um periodo de 10 horas, sendo observado um aumento da IL-6 entre o
jejum (12h) e as 10 horas pds-prandiais, apos o consumo de 3,700kcal de gordufa (50g/m
de superficie corporal). O mesmo resultado foi observado para o consumo de uma
refeicdo mista com gorduras e carboidratos e também para o consumo de agua. Os
pesquisadores do estudo concluiram que esse aumento, independente da dieta, sugere um
ciclo diurno dessa citocina (VAN OOSTROM et al., 2003). Em estudo de reviséo, 73%
dos 30 estudos com refeicbes com alto contetdo de gorduras encontraram um aumento
sobre a IL-6, com pico entre 2 e 4 horas pos-prandiais (ERRIDGE et al., 2007b). Os
resultados contraditorios encontrados podem estar relacionados o tempo de investigacao
em alguns estudos pode ter sido insuficiente para detectar diferencas nas concentracfes
da citocina, pois como observado em alguns estudos, apesar da sua concentracdo nao se
alterar, a sua expressao génica pode se elevar pos-prandialmente. De fato, 0os processos
de transcricdo e traducdo ndo ocorrem de forma simultanea (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2002). Ademais, diversos mecanismos de traducéo e pos-traducédo podem estar
envolvidos na producgéo e secrec¢ao de citocinas (KELSO, 1998), e ainda existe fatores de
confuséo envolvidos como género, idade, atividade fisica, fumo e IMC (HERMSDORFF

et al., 2010c).

Em nosso estudo, as concentracdes de PCR poés-prandiais permaneceram
inalteradas em relacéo ao tempo avaliado (2h, 3h, 5h), dieta, e interacdo dieta*tempo. O
consumo de refeicdo com alto conteudo de AGS de cadeia média (79% E), proveniente
do 6leo de coco, ou AGMI (72% E), do 6leo de macadamia, também nao alterou a
concentracdo de PCR, as 3 horas e 30 minutos poés-prandiais (PIETRASZEK;
GREGERSEN; HERMANSEN, 2011). E a ingestdo aguda de uma refeicdo com alto
conteudo de gorduras e carboidratos (33% AGS) ou de um refeic&o isocalérica com alto
conteudo de frutas e fibra, contendo entre outros alimentos suco de laranja, também

manteve as concentracdes pos-prandiais de PCR inalteradas as 1h, 2h, e 3h pds-prandiais
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(GHANIM et al., 2009). Ja o consumo isolado do suco de laranja (300kcal) reduziu a
concentracdo de PCR plasmaética, ap0s 1 hora da sua ingestéo, e contribuiu para um menor
percentual de mudanca da concentracdo de PCR plasmatica, durante 3 horas pos-
prandiais, em relacdo ao consumo de agua no mesmo periodo. Neste mesmo estudo, a
ingestdo de frutose (300kcal), por sua vez, ndo alterou a concentracdo pés-prandial de
PCR (GHANIM et al., 2007).

Pequenas elevacBes na concentracdo de PCR, em condi¢cbes de inflamacao
subclinica ou de baixa intensidade (<10mg/L), como ocorre na obesidade, sao
consideradas clinicamente significantes (EKLUND, 2009). Contudo, o aumento da
concentracdo de PCR pés-estimulo € de dificil detec¢éo, e quase néo é possivel detectar
um aumento na sua concentracao 5 horas apos um estimulo, somente por volta de 24 horas
apos € observado o seu pico de secrecdo (HERIEKA; ERRIDGE, 2014). Logo, é razoavel
acreditar que a auséncia de modificacdo na concentracdo dessa proteina deve-se ao fato
do tempo pés-prandial de 5 horas ter sido insuficiente para detec¢do na sua modificacao.
Ademais, a PCR é uma proteina de fase aguda comumente utilizada como marcador ndo
especifico da inflamacao sistémica (YOUSUF et al., 2013), sendo produzida no figado,
induzida pelas citocinas IL-1, IL-6 e IL-17, em resposta a um agente inflamatério ou dano
tecidual (EKLUND, 2009). Em nosso estudo também nao foi observado nenhum aumento
expressivo na concentracao de citocinas pro-inflamatdrias no periodo pés-prandial, tal
fato corrobora para fundamentar a inexisténcia de alteracdo na concentracédo da PCR apos
0 consumo das refeicdes avaliadas. Por outro lado, a AUC ajusta da concentracdo de PCR
foi menor para a refeicdo de AGS acompanhada de suco de laranja em comparagao com
arefeicdo com alto conteido de AGMI acompanhada de uma bebida a base de frutose.

O nosso estudo apresenta algumas limitacdes, como a auséncia de uma dieta
controle positivo (consumo de uma dieta com alto conteudo de gorduras saturadas
acompanhada de uma bebida a base de frutose), na primeira fase do estudo. Ainda, nés
observamos que os valores basais dos marcadores inflamatorios foram diferentes entre os
participantes da primeira e segunda fases do estudo, contudo, ao analisar de forma
conjunta esses dados, nos tivemos o cuidado de ajustar a média da AUC pelos valores
basais dos marcadores. Além disso, n6s nao consigimos avaliar o efeito isolado dos

nutrientes presentes nas refeigcdes oferecidas, pois elas se consistiram na combinacao de
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alimentos que além dos nutrientes, séo fontes de compostos ndo nutricionais, como

vitaminas, minerais, além dos compostos bioativos.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, concluimos que:

1- O consumo agudo de uma refeicdo com alto contetdo de AGS, aumentou
a AUC ajustada para as citocinas pro-inflamatorias TNIE-@ em comparacao as
refeicbes com alto conteltdo de AGMI, independente do tipo de bebida que
acompanhou essas refeicdes. Ainda, a refeicdo com alto conteltdo de AGS
acompanhada de agua, apresentou maiores valores para AUC ajustada para citocinas
IL-17A, IL-4 e IL-2, em relacédo a refeicdo com alto conteido de AGMI acompanhada
ou ndo da ingestdo de suco de laranja. Assim, a refeicdo com alto conteudo de AGS
apresentou um perfil mais pré-inflamatério, em relacdo a uma refeicdo com alto
contetdo de AGMI.

2- Apesar de ser observado um papel pro-inflamatério associado ao consumo
de AGS, comparado ao AGMI, o consumo de uma refeicdo com alto contetdo de AGS
também aumentou a AUC ajustada da citocina anti-inflamatéria IL-10. Esse resultado
encontrados sugere um mecanismo de compensacao no qual o organismo busca limitar
a inflamacé&o subclinica pés-prandial induzida pelo consumo agudo de alto contédudo
de AGS.

3- A refeicdo com alto conteudo de AGS acompanhada de suco de,laranja
por sua vez, reduziu a inflamacédo poés-prandial, induzida pelo consumo de uma
refeicdo com alto conteddo de AGS, medianteducdo das concentra¢des de AIL-
17A. Dessa forma, o consumo de suco de laranja parece modular os efeitos pré-
inflamatérios de uma refeicdo com alto conteddo de AGS para um perfil menos
inflamatorio.

4- O consumo de AGS ou AGMI aumentou a contracdo pos-prandial de IL-

6. Esse aumento da resposta inflamatoria pds-prandial foi independente do tipo de

gordura e do tipo de bebida que acompanhava a refeicdo (suco de laranja, bebida a
base de frutose ou agua), sugerindo uma resposta inflamatdria fisiol6gica associada a
fase pos-prandial induzida pela disponibilidade de nutrientes.

5- Nosso estudo ndo foi capaz de identificar diferencas na resposta
inflamatoria pés-prandial de acordo com estado nutricional das voluntéarias (eutrofia
vs. sobrepeso) que consumiram uma refeicdo com alto contetdo de AGS ou AGMI,

acompanhadas ou ndo da ingestdo de suco de laranja. Esses resultados indicam que a
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resposta inflamatoéria pos-prandial pode ser modulada pela dieta, independente do
estado nutricional.

Em suma, podemos concluir que mudancas na propor¢cao dos diferentes acidos
graxos (AGS ou AGMI), bem como ingestéo de suco de laranja numa refeicdo é capaz de
modular uma resposta inflamatéria subclinica pds-prandial, independente do estado
nutricional dos individuos saudaveis. Estudos em longo prazo sao necessarios para avaliar
os beneficios do seu consumo regular de AGMI e suco de laranja, bem como o0s

mecanismos envolvidos

43



8. REFERENCIAS

AHMED, M.; GAFFEN, S. L. IL-17 in obesity and adipogene€igtokine and Growth
Factor Reviews v. 21, n. 6, p. 449153, 2010.

ALIPOUR, A. et al. Novel aspects of postprandial lipemia in relation to atherosclerosis.
Atherosclerosis Supplementsv. 9, n. 2, p. 344, 2008.

AMAR, J. et al. Interleukin 6 is associated with subclinical atherosclerosis: a link with
soluble intercellular adhesion moleculel@urnal of Hypertension, v. 24, n. 6, p. 1083
1088, jun. 2006.

BELLIDO, C. et al. Butter and walnuts, but not olive oil, elicit postprandial activation of
nuclear transcription factor kappaB in peripheral blood mononuclear cells from healthy
men.The American journal of clinical nutrition , v. 80, n. 6, p. 1487491, 2004.

BERG, J.; TYMOCZKO, J.; STRYER, L. Eukaryotic Transcription and Translation Are
Separated in Space and Time.Biochemistry. 5th editio ed. New York: W H Freeman,
2002.

BILLIET, T. et al. Targeting TNFe for the treatment of inflammatory bowel disease.
Expert Opinion on Biological Therapy, v. 14, n. 1, p. 75101, 11 jan. 2014.

BOTHAM, K. M.; WHEELER-JONES, C. P. D. Postprandial lipoproteins and the
molecular regulation of vascular homeostaBimgress in Lipid Researchv. 52, n. 4,
p. 446-464, 2013.

BOUGOULIA, M.; TRIANTOS, A.; KOLIAKOS, G. Plasma interleukin-6 levels,
glutathione peroxidase and isoprostane in obese women before and after weight loss.
Association with cardiovascular risk factokormones (Athens, Greece)v. 5, n. 3, p.
192-199, 2006a.

BOUGOULIA, M.; TRIANTOS, A.; KOLIAKOS, G. Effect of weight loss with or
without orlistat treatment on adipocytokines, inflammation, and oxidative markers in
obese womerHormones (Athens, Greece)v. 5, n. 4, p. 25269, 2006b.

BRAY, G. A.; BOUCHARD, C.; JAMES, W. P. T. Definitions and proposed current
classifications of obesity. In: BRAY, G. A.; BOUCHARD, C.; JAMES, W. P. T. (Eds.).
. Handbook of obesity New York: Marcel Dekker, 1998. p.-340.

BRESSAN, J. et al. Impacto hormonal e inflamatério de diferentes composi¢cfes
dietéticas: énfase em padrdes alimentares e fatores dietéticos espegificdsos
Brasileiros de Endocrinologia & Metabologig v. 53, n. 5, p. 57581, jul. 2009.

BRESSAN, J.; HERMSDORFF, H. H. M. A epidemia da obesidade: a causa, o tratamento
e 0 ambiente. In: MOREIRA, E. A. M.; CHIARELLO, P. G. (Eds.)Atencéo
Nutricional: abordagem dietoterapica em adulto Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2008. p. 7597.

BRYMORA, A. et al. Low-fructose diet lowers blood pressure and inflammation in
patients with chronic kidney diseas€ephrology, dialysis, transplantation : official
publication of the European Dialysis and Transplant Association - European Renal
Association v. 27, n. 2, p. 608%12, 2012.

BUSCEMI, S. et al. Effects of red orange juice intake on endothelial function and
inflammatory markers in adult subjects with increased cardiovascularAms&rican
Journal of Clinical Nutrition , v. 95, n. 5, p. 10894095, 2012.

44



CALDER, P. C. et al. A Consideration of Biomarkers to be Used for Evaluation of
Inflammation in Human Nutritional StudieBritish Journal of Nutrition , v. 109, n. S1,
p. S1S34, 23 jan. 2013.

CAMARGO, A. et al. Expression of proinflammatory, proatherogenic genes is reduced
by the Mediterranean diet in elderly peomeitish Journal of Nutrition , v. 108, n. 3,
p. 506-508, 15 ago. 2012.

CAMARGO, A. et al. Olive oil phenolic compounds decrease the postprandial
inflammatory response by reducing postprandial plasma lipopolysaccharide F®azls.
Chemistry, v. 162, p. 163171, 2014.

CARRARDO, J. C. C. et al. Interleukin-6 is a better metabolic biomarker than interleukin-
18 in young healthy adultdournal of Physiology and Biochemistryv. 71, n. 3, p. 527
535, 27 set. 2015.

CARRERO, J. J. et al. Cytokines, Atherogenesis, and Hypercatabolism in Chronic
Kidney Disease: A Dreadful Triageminars in Dialysis v. 22, n. 4, p. 381386, jul.
20009.

CHANG, J. S. et al. Interleukin 10 and clustering of metabolic syndrome components in
pediatrics European Journal of Clinical Investigation, v. 44, n. 4, p. 384394, 2014.

CHANG, Y.-H. et al. Regulation of glucose/lipid metabolism and insulin sensitivity by
interleukin-4.International Journal of Obesity, v. 36, n. 34, p. 99398, 2012.

CHEN, S. et al. IL-17A Is Proatherogenic in High-Fat Diet-Induced and Chlamydia
pneumoniae Infection-Accelerated Atherosclerosis in  Midhe Journal of
Immunology, v. 185, n. 9, p. 561%627, 1 nov. 2010.

CHOE, S. S. et al. Adipose Tissue Remodeling: Its Role in Energy Metabolism and
Metabolic Disorderg-rontiers in Endocrinology, v. 7, n. April, p. £16, 2016.

CHOI, H. K.; WILLETT, W.; CURHAN, G. Fructose-rich beverages and risk of gout in
women.JAMA : the journal of the American Medical Association, v. 304, n. 20, p.
2270-2278, 2010.

CHOI, J.; JOSEPH, L.; PILOTE, LObesity and C-reactive protein in various
populations: A systematic review and meta-analysisObesity Revien2013.

COCATE, P. G. et al. Fruit and vegetable intake and related nutrients are associated with
oxidative stress markers in middle-aged malutrition (Burbank, Los Angeles
County, Calif.), p. 16, 30 out. 2013.

COELHO, R. C. L. A,; HERMSDORFF, H. H. M.; BRESSAN, J. Anti-inflammatory
Properties of Orange Juice: Possible Favorable Molecular and Metabolic Bfiects.
Foods for Human Nutrition, v. 68, n. 1, p. 410, 2013.

CRUZ-TENO, C. et al. Dietary fat modifies the postprandial inflammatory state in
subjects with metabolic syndrome: the LIPGENE stiMdglecular Nutrition & Food
Research v. 56, n. 6, p. 854865, jun. 2012.

DE VRIES, M. A. et al. The postprandial situation as a pro-inflammatory condition.
Clinica e Investigacion en Arteriosclerosisv. 26, n. 4, p. 184192, 2014.

DEKKER, M. J. et al. Fructose: a highly lipogenic nutrient implicated in insulin
resistance, hepatic steatosis, and the metabolic syndrAmerican journal of
physiology. Endocrinology and metabolismv. 299, n. 5, p. E68%&694, 2010.

45



DEOPURKAR, R. et al. Differential effects of cream, glucose, and orange juice on
inflammation, endotoxin, and the expression of toll-like receptor-4 and suppressor of
cytokine signaling-3Diabetes Carev. 33, n. 5, p. 992097, 2010.

DEVARAJ, S. et al. Effect of orange juice and beverage with phytosterols on cytokines
and PAI-1 activity Clinical Nutrition , v. 30, n. 5, p. 66&71, 2011.

DIJK, S. VAN S. J. VAN et al. A saturated fatty acid-rich diet induces an obesity-linked
proinflammatory gene expression profile in adipose tissue of subjects at risk of metabolic
syndrome American Journal of Clinical Nutrition , v. 90, n. 6, p. 1654664, 1 dez.
20009.

DOURADO, G. K. Z. S. et al. Orange juice and hesperidin promote differential innate
immune response in macrophages ex vimternational Journal for Vitamin and
Nutrition Research, v. 83, n. 3, p. 16267, 2014.

DOURADO, G. K. Z. S.; CESAR, T. B. Investigation of cytokines, oxidative stress,
metabolic, and inflammatory biomarkers after orange juice consumption by normal and
overweight subjects$zood & Nutrition Research, v. 59, p. 18, 20 out. 2015.

EKLUND, C. M. Proinflammatory cytokines in CRP baseline regulathazances in
clinical chemistry, v. 48, n. 9, p. 11136, 2009.

ERKKILA, A. et al. Dietary fatty acids and cardiovascular disease: an epidemiological
approachProgress in lipid research v. 47, n. 3, p. 17387, maio 2008.

ERRIDGE, C. et al. A high-fat meal induces low-grade endotoxemia: Evidence of a novel
mechanism of postprandial inflammatigdmerican Journal of Clinical Nutrition , v.
86, n. 5, p. 12861292, 2007a.

ERRIDGE, C. et al. A high-fat meal induces low-grade endotoxemia: Evidence of a novel
mechanism of postprandial inflammatigkmerican Journal of Clinical Nutrition , v.
86, n. 5, p. 12861292, 2007b.

ESTRUCH, R. et al. Primary prevention of cardiovascular disease with a Mediterranean
diet. The New England journal of medicing v. 368, n. 14, p. 12790, 2013.

EXLEY, M. A. et al. Interplay between the immune system and adipose tissue in obesity.
Journal of Endocrinology, v. 223, n. 2, p. R4R48, 2014.

FATTORE, E.; FANELLI, R. Palm oil and palmitic acid: a review on cardiovascular
effects and carcinogenicitinternational journal of food sciences and nutrition, v. 64,
n. August, p. 6489, 2013.

GATHIRUA-MWANGI, W. G.; ZHANG, J. Dietary factors and risk for advanced
prostate canceEuropean Journal of Cancer Preventionv. 23, n. 2, p. 96109, mar.
2014.

GHANIM, H. et al. Orange juice or fructose intake does not induce oxidative and
inflammatory respons®iabetes Care v. 30, n. 6, p. 1404411, 2007.

GHANIM, H. et al. Increase in plasma endotoxin concentrations and the expression of
toll-like receptors and suppressor of cytokine signaling-3 in mononuclear cells after a
high-fat, high-carbohydrate meal: Implications for insulin resistabi@betes Care v.

32,n. 12, p. 22812287, 2009.

GHANIM, H. et al. Orange juice neutralizes the proinflammatory effect of a high-fat,
high-carbohydrate meal and prevents endotoxin increase and toll-like receptor

46



expressionAmerican Journal of Clinical Nutrition , v. 91, n. 4, p. 94®49, 2010a.

GHANIM, H. et al. Orange juice neutralizes the proinflammatory effect of a high-fat,
high-carbohydrate meal and prevents endotoxin increase and toll-like receptor
expressionAmerican Journal of Clinical Nutrition , v. 91, n. 4, p. 94849, 2010b.

GLUSHAKOVA, O. et al. Fructose induces the inflammatory molecule ICAM-1 in
endothelial cellsJournal of the American Society of Nephrology : JASN, v. 19, n. 9,
p. 17121720, 2008.

GONZALEZ-GALLEGO, J. et al. Fruit polyphenols, immunity and inflammatibhe
British journal of nutrition , v. 104 Suppl, p. S527, 2010.

GREGOR, M. F.; HOTAMISLIGIL, G. S. Inflammatory mechanisms in obesityhual
review of immunology, v. 29, p. 41545, jan. 2011.

HERIEKA, M.; ERRIDGE, C. High-fat meal induced postprandial inflammation.
Molecular Nutrition and Food Research v. 58, n. 1, p. 136,46, 2014.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. Discriminated benefits of a Mediterranean dietary
pattern within a hypocaloric diet program on plasma RBP4 concentrations and other
inflammatory markers in obese subje&ndocrine, v. 36, n. 3, p. 445151, 9 dez. 20009.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. Fruit and vegetable consumption and proinflammatory
gene expression from peripheral blood mononuclear cells in young adults: a translational
study.Nutrition & metabolism, v. 7, p. 42, 2010a.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. Fruit and vegetable consumption and proinflammatory
gene expression from peripheral blood mononuclear cells in young adults: a translational
study.Nutrition & Metabolism , v. 7, n. 1, p. 42, 2010b.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. Association of Body Fat Distribution with
Proinflammatory Gene Expression in Peripheral Blood Mononuclear Cells from Young
Adult SubjectsOMICS: A Journal of Integrative Biology, v. 14, n. 3, p. 297307, jun.
2010c.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. Central adiposity rather than total adiposity
measurements are specifically involved in the inflammatory status from healthy young
adults.Inflammation, v. 34, n. 3, p. 161170, 2011a.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. A legume-based hypocaloric diet reduces
proinflammatory status and improves metabolic features in overweight/obese subjects.
European Journal of Nutrition, v. 50, n. 1, p. 6369, 2011b.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. A legume-based hypocaloric diet reduces
proinflammatory status and improves metabolic features in overweight/obese subjects.
European Journal of Nutrition, v. 50, n. 1, p. 6369, 25 fev. 2011c.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. Central Adiposity Rather Than Total Adiposity
Measurements Are Specifically Involved in the Inflammatory Status from Healthy Young
Adults. Inflammation, v. 34, n. 3, p. 161170, 14 jun. 2011d.

HERMSDORFF, H. H. M. et al. Vitamin C and fibre consumption from fruits and
vegetables improves oxidative stress markers in healthy young dshititsh Journal
of Nutrition, v. 107, n. 8, p. 1119127, 2012.

HOOPER, L. et al. Reduced or modified dietary fat for preventing cardiovascular disease.
Sao Paulo Medical Journa) v. 134, n. 2, p. 18283, abr. 2016.

a7



JIMENEZ-GOMEZ, Y. et al. Olive oil and walnut breakfasts reduce the postprandial
inflammatory response in mononuclear cells compared with a butter breakfast in healthy
men.Atherosclerosis v. 204, n. 2, p. e7@76, jun. 2009.

JUNG, U.; CHOI, M.-S. Obesity and Its Metabolic Complications: The Role of
Adipokines and the Relationship between Obesity, Inflammation, Insulin Resistance,
Dyslipidemia and Nonalcoholic Fatty Liver Diseaskternational Journal of
Molecular Sciencesv. 15, n. 4, p. 6184223, 2014.

KAPTOGE, S. et al. Inflammatory cytokines and risk of coronary heart disease: new
prospective study and updated meta-analy@isopean Heart Journal, v. 35, n. 9, p.
578-589, 1 mar. 2014.

KELLY, R. B. Diet and exercise in the management of hyperlipidedmerican
Family Physician, v. 81, n. 9, p. 1097102, 2010.

KELSO, A. Cytokines : Principles and prospects. p. 300-317, 1998.

KONSTANTINIDOU, V. et al. In vivo nutrigenomic effects of virgin olive oil
polyphenols within the frame of the Mediterranean diet: a randomized controlled trial.
The FASEB Journal, v. 24, n. 7, p. 254&557, 1 jul. 2010.

KVIETYS, P. R.; GRANGER, D. N. Role of reactive oxygen and nitrogen species in the
vascular responses to inflammatiéinee Radical Biology and Medicinev. 52, n. 3, p.
556-592, fev. 2012.

L’HOMME, L. et al. Unsaturated fatty acids prevent activation of NLRP3 inflammasome
in human monocytes/macrophag@&fie Journal of Lipid Research v. 54, n. 11, p.
2998-3008, 1 nov. 2013.

LEE, J. Y. et al. Reciprocal modulation of toll-like receptor-4 signaling pathways
involving MyD88 and phosphatidylinositol 3-kinase/AKT by saturated and
polyunsaturated fatty acid3ournal of Biological Chemistry, v. 278, n. 39, p. 37041
37051, 2003.

LIANG, H.-E. et al. Divergent expression patterns of IL-4 and IL-13 define unique
functions in allergic immunityNature Immunology, v. 13, n. 1, p. 586, 2011.

LIAO, W.; LIN, J.-X.; LEONARD, W. J. IL-2 family cytokines: new insights into the
complex roles of IL-2 as a broad regulator of T helper cell differentiaGamrent
opinion in immunology, v. 23, n. 5, p. 598604, out. 2011.

LIAO, W.; LIN, J.-X.; LEONARD, W. J. Interleukin-2 at the crossroads of effector
responses, tolerance, and immunotherlapyunity , v. 38, n. 1, p. 135, 24 jan. 2013.

LOPES, L. L.; PELUZIO, M. DO C. G.; HERMSDORFF, H. H. M. Ingestao de acidos
graxos monoinsaturados e metabolismo lipidiconal Vascular Brasileiro, v. 15, n. 1,
p. 52-60, mar. 2016.

LUCAS, R. et al. Cytokine profiling of young overweight and obese female African
American adults with prediabet&3ytokine, v. 64, n. 1, p. 3115, 2013.

MADHUR, M. S. et al. Role of interleukin 17 in inflammation, atherosclerosis, and
vascular function in apolipoprotein e-deficient migeeriosclerosis, Thrombosis, and
Vascular Biology, v. 31, n. 7, p. 1568572, 2011.

MAKKI, K.; FROGUEL, P.; WOLOWCZUK, I. Adipose Tissue in Obesity-Related
Inflammation and Insulin Resistance: Cells, Cytokines, and ChemokI&&dN

48



Inflammation, v. 2013, p. 112, 2013.

MARTINEZ-GONZALEZ, M. A. et al. Benefits of the Mediterranean Diet: Insights from
the PREDIMED StudyProgress in Cardiovascular Disease2015.

MEDZHITOV, R. Origin and physiological roles of inflammatiddature, v. 454, n.
7203, p. 428435, 2008.

MILENKOVIC, D. et al. Hesperidin displays relevant role in the nutrigenomic effect of
orange juice on blood leukocytes in human volunteers: A randomized controlled Cross-
Over studyPL0oS ONE, v. 6, n. 11, p.19, 2011.

MIOSSEC, P. IL-17 and Th17 cells in human inflammatory diseddesobes and
Infection, v. 11, n. 5, p. 62530, 2009.

MIURA, K. et al. Relationship of dietary monounsaturated fatty acids to blood pressure:
the International Study of Macro/Micronutrients and Blood Pressilwernal of
hypertension v. 31, n. 6, p. 11440, 2013.

NAPPO, F. et al. Postprandial endothelial activation in healthy subjects and in type 2
diabetic patients: role of fat and carbohydrate mdatsm Coll Cardiol., v. 39, n. 7, p.
1145-1150, 2003.

NCD RISK FACTOR COLLABORATION (NCD-RISC). Trends in adult body-mass
index in 200 countries from 1975 to 2014: a pooled analysis of 1698 population-based
measurement studies with 19-2 million participanésicet (London, England) v. 387,

n. 10026, p. 13706, 2 abr. 2016.

NGUYEN, D. P.; LI, J.; TEWARI, A. K. Inflammation and prostate cancer: The role of
interleukin 6 (IL-6).BJU International, v. 113, n. 6, p. 98®92, 2014.

NHANES. Anthropometry Procedures Manual. [s.|: s.n.].

O’NEIL, C. E. et al. 100% orange juice consumption is associated with better diet quality,
improved nutrient adequacy, decreased risk for obesity, and improved biomarkers of
health in adults: National Health and Nutrition Examination Survey, 2003-2006.
Nutrition journal , v. 11, p. 107, 2012.

O’SULLIVAN, T. A. et al. Food sources of saturated fat and the association with
mortality: A meta-analysisAmerican Journal of Public Health, v. 103, n. 9, p. 342,
2013.

OOSTROM, A. J. H. H. M. VAN et al. Activation of leukocytes by postprandial lipemia
in healthy volunteerstherosclerosis v. 177, n. 1, p. 179.82, 2004.

PARK, H. S.; PARK, J. Y.; YU, R. Relationship of obesity and visceral adiposity with
serum concentrations of CRP, TNF-?? and ILDtabetes Research and Clinical
Practice, v. 69, n. 1, p. 285, 2005.

PIETRASZEK, A.; GREGERSEN, S.; HERMANSEN, K. Acute effects of dietary fat on
inflammatory markers and gene expression in first-degree relatives of type 2 diabetes
patients Review of Diabetic Studiesv. 8, p. 477489, 2011.

POLLARD, K. M. et al. Interferon-and systemic autoimmunitipiscovery medicine
v. 16, n. 87, p. 12331, 2013.

POPPITT, S. D. et al. Postprandial response of adiponectin, interleukin-6, tumor necrosis
factor-, and C-reactive protein to a high-fat dietary lo@ltrition , v. 24, n. 4, p. 322

49



329, 2008.

RAMPERSAUD, G. C.; VALIM, M. F. 100% Citrus Juice: Nutritional Contribution,
Dietary Benefits, and Association with Anthropometric Measutegical reviews in
food science and nutrition n. May 2015, p. 341, 2015.

ROCHA, D. M. et al. Saturated fatty acids trigger TLR4-mediated inflammatory
responseAtherosclerosis v. 244, p. 211215, jan. 2016.

ROMEDQ, J. et al. Changes in cardiometabolic risk factors, appetite-controlling hormones
and cytokines after a treatment program in overweight adolescents: Preliminary findings
from the EVASYON studyPediatric Diabetes v. 12, n. 4 PART 2, p. 37380, 2011.

SACKS, F. M.; KATAN, M. Randomized clinical trials on the effects of dietary fat and
carbohydrate on plasma lipoproteins and cardiovascular digdes@merican journal
of medicing v. 113 Suppl, n. 2, p. 1334S, 2002.

SALTER, A. M. Dietary fatty acids and cardiovascular diseasenal, p. -9, 2011.

SANTOS, S. et al. Saturated fatty acids intake in relation to C-reactive protein,
adiponectin, and leptin: a population-based stiNiytrition (Burbank, Los Angeles
County, Calif.), v. 29, n. 6, p. 897, jun. 2013.

SANTOS, S.; OLIVEIRA, A.; LOPES, C. Systematic review of saturated fatty acids on
inflammation and circulating levels of adipokindsutrition research (New York,
N.Y.), v. 33, n. 9, p. 6885, set. 2013.

SCHMIDT, F. M. et al. Inflammatory Cytokines in General and Central Obesity and
Modulating Effects of Physical Activity?los One v. 10, n. 3, p. e0121971, 2015.

SHARMA, R.; FU, S. M.; JU, S.-T. IL-2: a two-faced master regulator of autoimmunity.
Journal of autoimmunity, v. 36, n. 2, p. 917, mar. 2011.

SHARMAN, M. J.; VOLEK, J. S. Weight loss leads to reductions in inflammatory
biomarkers after a very-low-carbohydrate diet and a low-fat diet in overweight men.
Clinical science (London, England : 1979), v. 107, n. 4, p. 3659, 2004.

SHURETY, W. et al. Endocytosis of uncleaved tumor necrosis factor-alpha in
macrophages.Laboratory investigation; a journal of technical methods and
pathology, v. 81, n. 1, p. 107117, 2001.

SILBERNAGEL, G. et al. Plasminogen activator inhibitor-1, monocyte chemoattractant
protein-1, e-selectin and C-reactive protein levels in response to 4-week very-high-
fructose or -glucose dietBuropean Journal of Clinical Nutrition, v. 68, n. 1, p. 97

100, 2013.

SILVA, H. A. DA et al. Relation between uric acid and metabolic syndrome in subjects
with cardiometabolic riskEinstein (S&o Paulo)v. 13, n. ahead, p. 600, 2015.

SOLA, R. et al. Effect of a traditional Mediterranean diet on apolipoproteins B, A-I, and
their ratio: a randomized, controlled tridtherosclerosis v. 218, n. 1, p. 17480, set.
2011.

STEVENS, G. A et al. National, regional, and global trends in adult overweight and
obesity prevalence®opulation health metrics v. 10, n. 1, p. 22, jan. 2012.

SURENDAR, J. et al. Increased levels of both Thl and Th2 cytokines in subjects with
metabolic syndrome (CURES-108B)iabetes technology & therapeuticsv. 13, n. 4, p.

50



477482, 2011.

TANAKA, T.; KISHIMOTO, T. The biology and medical implications of interleukin-6.
Cancer immunology researchv. 2, n. 4, p. 2884, 2014.

TARANTINO, G. et al. Is serum Interleukin-17 associated with early atherosclerosis in
obese patients®ournal of translational medicine, v. 12, p. 214, 2014.

TENG, K.-T. et al. Modulation of obesity-induced inflammation by dietary fats:
mechanisms and clinical evidendgutrition journal , v. 13, n. 1, p. 12, 2014.

TOLEDO, E. et al. Effect of the Mediterranean diet on blood pressure in the PREDIMED
trial: results from a randomized controlled trBMC medicine, v. 11, p. 207, jan. 2013.

TRIFUNOVIC, J. et al. Pathologic patterns of interleukin 10 expressioh review.
Biochemia Medicg p. 36-48, 2015.

TSAO, C.-H. et al. Interleukin-4 regulates lipid metabolism by inhibiting adipogenesis
and promoting lipolysisJournal of lipid research, v. 55, n. 3, p. 38®7, 2014.

URPI-SARDA, M. et al. The Mediterranean diet pattern and its main components are
associated with lower plasma concentrations of tumor necrosis factor receptor 60 in
patients at high risk for cardiovascular dised$e Journal of nutrition, v. 142, n. 6, p.
1019-25, 2012a.

URPI-SARDA, M. et al. Virgin olive oil and nuts as key foods of the Mediterranean diet
effects on inflammatory biomarkers related to atherosclerd®marmacological
Researchv. 65, n. 6, p. 575683, 2012b.

VAN EXEL, E. et al. Low production capacity of interleukin-10 associates with the
metabolic syndrome and type 2 diabetes: The Leiden 85-plus Biadhetes v. 51, n. 4,
p. 10881092, 2002.

VAN OOSTROM, A J. H. H. M. et al. Postprandial recruitment of neutrophils may
contribute to endothelial dysfunctiodournal of lipid research, v. 44, n. 3, p. 5783,
2003.

VIA, M. A.; MECHANICK, J. I. Obesity as a Diseaséurrent Obesity Reports, v. 3,
n. 3, p. 293297, 1 jun. 2014.

VOEHRINGER, D. et al. Type 2 immunity is controlled by IL-4/IL-13 expression in
hematopoietic non-eosinophil cells of the innate immune systéma. Journal of
experimental medicine v. 203, n. 6, p. 1433446, 2006.

VOLOSHYNA, I.;: LITTLEFIELD, M. J.; REISS, A. B. Atherosclerosis and interferon-
v: New insights and therapeutic targets. Trends in Cardiovascular Medicing, v. 24, n.
1, p. 4551, jan. 2014.

WANG, Y. et al. Impact of orange juice consumption on macronutrient and energy
intakes and body composition in the US populatiublic Health Nutrition, v. 15, n.
12, p. 18, 2012.

WHO. BMI classification. Disponivel em:
<http://apps.who.int/bmi/index.jsp?introPage=intro_3.html>.

WHO. Global status report on noncommunicable diseases 2014.I: s.n.]. Disponivel
em:
<http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/148114/1/9789241564854 eng.pdf?ua=1>.

51



WHO. Obesity and overweight Disponivel em:
<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/>. Acesso em: 11 abr. 2015.

WIDMER, R. J. et al. The Mediterranean Diet, its Components, and Cardiovascular
DiseaseThe American Journal of Medicing v. 128, n. 3, p. 22238, 2015.

WILLETT, W. C.; HU, F. B.; PH, D. Changes in Diet and Lifestyle and Long- Term
Weight Gain in Women and Men. 2011.

WINDGASSEN, E. B. et al. C-Reactive Protein and High-Sensitivity C-Reactive
Protein : An Update for Clinicians. v. 123, n. 1, p. 114-119, 2011.

WONG, S. W. et al. Fatty Acids Modulate Toll-like Receptor 4 Activation through
Regulation of Receptor Dimerization and Recruitment into Lipid Rafts in a Reactive
Oxygen Species-dependent Manrdaurnal of Biological Chemistry, v. 284, n. 40, p.
27384-27392, 2 out. 2009.

YANG, Y. et al. TNF-alpha polymorphisms and breast caRrerast Cancer Research
and Treatment, v. 129, n. 2, p. 513%19, 2011.

YAO, X. et al. Targeting interleukin-6 in inflammatory autoimmune diseases and cancers.
Pharmacology and Therapeuticsv. 141, n. 2, p. 12829, 2014.

YOUSUF, O. et al. High-sensitivity C-reactive protein and cardiovascular disease: A
resolute belief or an elusive linkidurnal of the American College of Cardiology v.
62, n. 5, p. 397408, 2013.

52



9. ANEXOS

9.1 Anexo A: Termo de Consentimento Livre Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E SAUDE

Nu.'t-rié_;éo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Convidamos vocé a participar do estudo denominado “‘MARCADORES
METABOLICOS, INFLAMATORIOS, GENETICOS E DO APETITE EM RESPOSTA AO
CONSUMO DE ACIDOS GRAXOS MONOINSATURADOS E FRUTOSE”, cujo objetivo é
conhecer a resposta metabdlica, inflamatéria e da saciedade frente a diferentes componentes
da dieta.

Para tal, vocé devera comparecer por quatro vezes no Laboratério de Metabolismo
Energético e Composicdo Corporal (LAMECC), no Departamento de Nutricdo e Saude da
Universidade Federal de Vigosa. Na primeira visita, sera feita uma entrevista para completar
um questiondrio e sera aferida a sua pressao arterial. Caso tenha, vocé devera apresentar
exames laboratoriais recentes (<3 meses) de colesterol total, triglicerideos e glicemia de
jejum. Caso néo disponha desses exames, 0s mesmos poderdo ser solicitados sem nenhum
custo. Na segunda, terceira e quarta visitas, sera oferecido a vocé um café da manha, que
devera ser consumido no LAMECC. Ao chegar serdo realizadas medidas de peso, altura,
perimetro da cintura e bioimpedancia para avaliar sua composi¢ao corporal e serd medida a
presséao arterial. Sera coletado sangue em jejum e 3 vezes apds o consumo do café da manha.
Vocé preenchera um questionario a cada 30 minutos, até completar 5 horas ap6s o consumo
do café da manha. Também havera coleta de urina ao longo de cada visita (apds cada coleta
de sangue).

Quanto aos riscos do estudo, a extracdo de sangue pode ser dolorosa e causar
hematomas (roxo) no local da puncéo (picada) na dobra do cotovelo, como qualquer outra
coleta de sangue gue vocé possa ter feito no passado. As outras medidas ndo causam risco
em potencial, pois séo técnicas ndo invasivas. Para minimizar qualquer risco e/ou desconforto,
a coleta de sangue e demais medi¢cGes serdo realizadas por profissionais treinados, em
ambiente tranquilo e adequado, utilizando-se de técnicas padronizadas e preconizada na
literatura cientifica.

Vocé recebera um relatério dos resultados da avaliacao nutricional e dos exames
bioquimicos realizados com as devidas orientagdes nutricionais e, ou, encaminhamento para
seu médico, caso necessario.
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As amostras e questionarios coletados no presente estudo serdo armazenados para
analises relativas a este projeto e ainda, poderao ser utilizados em outras pesquisas similares
a esta. Os resultados desse estudo e de outros futuros serdo apresentados, comunicados
e/ou publicados no meio cientifico, mas sempre preservando sua confidencialidade e
privacidade.

Vocé ndo tera nenhum gasto por sua participacdo nesse estudo, ao mesmo tempo em
que nao receberd nenhum tipo de remuneracéo. Vocé podera se recusar a participar ou sair
do estudo a qualgquer momento depois de dar o seu consentimento, e esta atitude nao lhe
trard prejuizos no futuro. Em qualquer momento, vocé podera fazer perguntas sobre o estudo
ou esclarecer duvidas. Vocé poderd entrar em contato com Lilian Lelis Lopes ou Daniela
Mayumi U. P. Rocha ou Helen Hermana M Hermsdorff para esta finalidade através dos
telefones: (31-3899-3388 / 31-3899-1269 / 31-9272-6284).

Ao assinar este documento, confirmo que me foi explicado o objetivo deste estudo, o0s
procedimentos aos quais serei submetido, os riscos e 0s beneficios potenciais que eu possa
experimentar, e os possiveis destinos dos resultados que serdo obtidos neste estudo. As
perguntas que foram feitas foram satisfatoriamente respondidas, li e compreendi este termo
de consentimento, ficando em meu poder uma copia do mesmo. Ainda assim, em caso de
davidas ndo esclarecidas de maneira adequada pelo pesquisador responsavel, de
discordancia com procedimentos ou irregularidade de natureza ética posso buscar auxilio
junto ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Vicosa localizado no campus Vigosa, prédio Arthur Bernardes, sala 04, Telefone: (31) 3899-
2492, e-mail: cep@ufv.br. Este termo estd de acordo com a Resolucdo 466 do Conselho
Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012.

Portanto, assino e dou meu consentimento para participar deste estudo.

Vicosa, de de 2014.

Identificacdo do sujeito da pesquisa (voluntério)

Nome:

Telefone Celular: e-mail:
Endereco:

Voluntario Pesquisador

Prof2. Dra. Helen Hermana M. Hermsdorff
Coordenadora do Projeto DNS/UFV- 3899-1269
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9.2 Anexo B: Histéria Clinica e Habitos de Vida

Universidade Federal de Vigosa — UFV
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Departamento de Nutricdo e Saude
Av. P.H. Rolfs S/N - Campus Universitario. Vi¢cosa, MG.
CEP.: 36570.000 Tel.: 031 3899-2542 Fax: 031 3899-2545

HISTORIA CLINICA E HABITOS PESSOAIS

:

Nutrigido

Data: / /
INICIAIS: ID RECRUTAMENTO: ID ES TUDO:
Data de nascimento: __ /[ Sexo: () masculino ( ) feminino
Idade:
Escolaridade:
Ocupacéo:
Tabagismo: () fumante ( ) n&o fumante ( ) ex-fumante
Etilismo: ( ) ndo bebe ( ) <2x/semana ( )>2x/semana

Alteragdo peso ultimos 03 meses: ( ) Sim () N&o
Historia pessoal de: ( ) HAS

()DM

( ) Dislipidemia

( ) Doengas da tiredide

( ) Outras doencas:

Se sim, kg

Medicacdo em uso (medicamento, dose, duragéo do uso):

Historia pregressa:

( ) HAS

( ) DM

( ) Dislipidemia

( ) Doengas da tireoide
( ) Outras doencas:

Historia familiar de:

* Para preenchimento da histdria familiar, considerar pais e irmaos do voluntério.

Histoéria social:

Historia dietética:

Alergia a algum alimento: () Sim ( ) Néo Se sim, qual?
Vegetariano: ()Sim ( ) Néo

Observagdes:

Algum habito alimentar especifico? ()Sim ( ) Nao
Observacdes:

Exame fisico :

Peso: kg Altura: m IMC: kg/m?
PA: mmHg

Exames bioquimicos:

Glicemia de jejum: mg/dl Data: __ [/ |
Colesterol total: mg/dl Data: [/ [
Triglicerideos: mg/dl Data: [/ |
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9.3Anexo C: Questionario Internacional de Atividade Fisica

Universidade Federal de Vigosa — UFV 2
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude | ﬁ%& \
Departamento de Nutricdo e Salde ey |
Av. P.H. Rolfs S/N - Campus Universitario. Vigosa, MG.
CEP.: 36570.000 Tel.: 031 3899-2542 Fax: 031 3899-2545 Nutricao

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA (IPAQ) — VERSAO CURTA
Nome:

Data: / / Idade : Sexo:F( )M ()

NOs estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia. As perguntas estédo relacionadas ao tempo
que vocé gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas
incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por
lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou
no jardim. Suas respostas sdao MUITO importantes. Por favor, responda cada
guestdo mesmo que considere que ndo seja ativo. Obrigado pela sua
participacao!

Para responder as questdes lembre que:

- atividades fisicas VIGOROSAS sédo aquelas que precisam de um grande
esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

- atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforco
fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que voceé realiza por
pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

la Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de
um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

Dias por SEMANA ( ) Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

Horas: Minutos:
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2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS
por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo, pedalar leve na
bicicleta, nadar, dancar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar volei recreativo,
carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim
como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar
moderadamente sua respiracdo ou batimentos do coracdo (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA)

Dias por SEMANA ( ) Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades
por dia? Horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS
por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerobica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servigos
domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos
elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiracao ou
batimentos do coragdo. Dias por SEMANA ( ) Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades
por dia?

Horas: Minutos:

Estas dltimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo
dia, no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto
inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licao
de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. Nao inclua
o tempo gasto sentando durante o transporte em 6nibus, trem, metré ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?

horas minutos

4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana?

horas minutos
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9.4 Anexo D: Folha de Instrucdes para Participacdo no Estudo

Universidade Federal de Vigosa — UFV T
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude ‘ A%&
Departamento de Nutricdo e Satde o
Av. P.H. Rolfs S/N - Campus Universitario. Vigosa, MG.
CEP.: 36570.000 Tel.: 031 3899-2542 Fax: 031 3899-2545 Nutrigao

INSTRUCOES PARA A SEMANA ANTERIOR AO EST UDO

ENTRE OS DIAS ....... lo...... lo...... E....... lo...... [o......

Seguir a “dieta branca” que sera entregue e explicada a vocé, lembrando de
restringir o consumo de alimentos ricos em antioxidantes nos trés dias anteriores a
visita, como: todas as frutas e sucos de frutas; hortalicas (batata e mandioca podem ser
consumidas), café; castanhas (nozes, améndoas, castanha de caju); qualquer tipo de

suplemento vitaminico, mineral ou fitoterapico; alimentos enriquecidos com 6mega-3.
NO DIA ....... [...... [oo..... , ANTERIOR A PROXIMA VISITA
- Jantar aproximadamente as ........ h

PARA O DIA DA VISITA: ....... [oo..... [ooo....

- Comparecer no Laboratério de Metabolismo Energético e Composicdo
Corporal as 7:00h.

- Estar em jejum de 12h.
- Vestir roupas leves.

- Nao realizar exercicios fisicos intensos no dia anterior a visita.
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9.5Anexo E: Dieta branca (2 dias)

Universidade Federal de Vigosa — UFV :
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude ‘ A%&
Departamento de Nutricdo e Saude : -‘
Av. P.H. Rolfs S/N - Campus Universitario. Vi¢cosa, MG.
CEP.: 36570.000 Tel.: 031 3899-2542 Fax: 031 3899-2545 Nutricao

Para a realizacdo de sua participagdo como voluntaria no projeto
“MARCADORES METABOLICOS, INFLAMATORIOS, GENETICOS E DO
APETITE EM RESPOSTA AO CONSUMO DE ACIDOS GRAXOS
MONOINSATURADOS E FRUTOSE” sera necessario que se siga uma “dieta
branca”, durante os dois dias (48 horas) antes da coleta de sangue, para néo
interferir nos resultados finais do estudo.

Essa “dieta branca” é pobre carotenoides e polifendis. Desse modo, ndo sera
permitido o consumo, nos dois dias anteriores ao estudo, dos seguintes alimentos:
café, verduras de cores fortes (cenoura, beterraba, brécolis, abobora, tomate, couve,
alface), achocolatado, chas todos os tipos de frutas, linhaca, manteiga, molho de
tomate, mostarda, carne de boi, p&o integral, cerveja.

Por outro lado, serd permitido o consumo de carnes brancas, como frango
sem pele, peito de peru, ovos e lombo de porco, queijos, batata, arroz, inhame,
mandioca, macarrdo, margarina, maionese, azeite de oliva, 6leo de girassol,
torradas, molho branco, iogurte natural ou coco (ndo pode conter pedacos de frutas).

Para facilitar o seguimento de tal “dieta branca”, vocé recebera um plano
alimentar para cada dia, adequado as suas necessidades nutricionais e aos
alimentos que podem ser consumidos e suas quantidades. Em caso de que nao
consuma algum alimento incluido na dieta, o responsavel sera capaz de substitui-lo
por outro.

Notas importantes
e Beba bastante agua durante o dia, entre 6 a 8 copos por dia.
e A colagao, o lanche e a ceia podem ser trocados entre si durante 0 mesmo
dia.
e E muito importante que respeite as quantidades dos alimentos incluidos no
plano alimentar, principalmente aqueles ricos em lipidios.

Em caso de davidas sobre o seguimento da dieta ou alimentos, vocé podera

entrar em contato com Lilian Lelis Lopes através dos telefones (31-8515-2919-0i/31-
9272-6284- TIM).
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Dia 1- DATA:__ | |
Refeicao Alimento Quantidade
Medida caseira e g/ml

Desjejum Leite Semi- Desnatado

Pao Francés

Margarina

Torrada
Colacgéao Biscoito agua e sal(cream crackers)
Almoco Couve-Flor Cozida

Arroz Cozido
Bife de Frango
Puré de Batata

Agua

Lanche da
Tarde

Pao de Queijo

Jantar

Pao de Forma (normal, sem gréos).
Queijo Mussarela OU

Peito de Peru

Margarina QU

Maionese

Ceia

Biscoito agua e sal (cream crackers)
logurte Natural
AcuUcar

Sera calculado para
cada alimento as
quantidades em g/ml e
medidas caseiras de
acordo com a
necessidade
energética de
voluntaria

cada
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Dia2- DATA:___ | |
Refeicéo Alimento Quantidade
Medida caseira e g/ml

Desjejum Leite Semi-Desnatado

Pao Francés

Requeijao

Queijo Minas
Colacgéao Pao de batata
Almoco Batata Cozida

Peixe Grelhado
Macarrdo ao Alho e Oleo

Agua

Lanche da
Tarde

Biscoito agua e sal
logurte Natural

Acucar

Jantar Sopa de Inhame com Peito de Frango
Desfiado

Ceia logurte Natural

Acucar

Sera calculado para
cada alimento as
guantidades em g/ml e
medidas caseiras de
acordo com a
necessidade
energética de cada
voluntaria
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9.6 Anexo F: Caderno de Registro de Dados (CRD)

CADERNO DE
REGISTRO DE DADOS

Projeto Suco de Laranja

ID do paciente:

Iniciais:

ID Recrutamento:

Instrugdes para o preenchimento do caderno de coleta de dados:
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» Cada registro devera ser datado e assinado pelo pesquisador autorizado.

» O pesquisador devera completar todas e cada uma das quadriculas. Caso
ndo se dispor de algum dado que € solicitado, devera colocar ND (n&o
disponivel), NR (n&o realizado) ou DE (desconhecido), de acordo com o
que corresponda.

= Utilize caneta de tinta preta ou azul para o preenchimento.

» As datas serdo registradas no seguinte formato: DD-MM-AAAA

» Os erros devem se riscados com uma linha horizontal, escrevendo ao lado
da correcdo. Nao utilize nenhum tipo de corretivo liquido ou em fita.

= As datas que nédo estiverem de acordo com a sequéncia esperada
deverdo ser comprovadas e corrigidas, caso se tratar de um erro de
transcricao.

» Os resultados incomuns ou valores laboratoriais que excedam o0s
intervalos fixados deverao ser verificados e seu significado sera anotado

ao lado do dado.

Compromisso do pesquisador

Eu,

(nome e sobrenome do pesquisador), certifico que as informacfes contidas

neste caderno de coleta de dados sdo um registro completo e preciso dos dados
correspondentes a este paciente, que o estudo foi realizado de acordo com as
diretrizes emitidas pelo protocolo e com os principios éticos da Declaracao de
Helsinki (52" WMA Assembleia Geral, em Edimburgo, Escocia, Outubro de

2000) e que se obteve o consentimento do paciente para participar deste estudo.

Data: / / Assinatura;:

63



Cronograma de visitas

PARAMETRO INCLUSAO VISITA1 VISITA 2 VISITA 3

Cumprimento dos X

critérios de inclusao

Consentimento X

informado

Historia clinica X

X
X
X
X

Exame fisico

X

Avaliacao da atividade
fisica

Registro alimentar

Peso

Altura
IMC

X| X| X[ X

Perimetro da cintura

X| X| X| X| X
X| X| X| X| X

X

Pressao arterial

X

Bioimpedéancia

Refeicao teste

Coleta de sangue

Coleta de urina
VAS/Palatibilidade

X X X| X[ X[ X| X| X| X| X

X X| X| X
X X| X| X

O X indica quando sera realizado o teste com o paciente.
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Periodo de inclusao

Critérios de inclusao

( )SIM () NAO

Sexo feminino

()Sim () Nao

Idade entre 20 e 40 anos

()Sim () Nao

N&o estd em periodo gestacional, menopausa ou lactagdo

()Sim () Nao

Auséncia de processo infeccioso

()Sim ( )Nao

Auséncia de doencas inflamatorias, hormonais, cardiaca
respiratéria, renal, hepéatica ou gastrintestinal que afete digestédo
e absorcao de nutrientes

()Sim () Ndo

Auséncia de uso de medicamentos que possam afetar
metabolismo energético, glicidico ou lipidico

()Sim ( )Nao

Nao fumante

()Sim () Ndo

N&o tem antecedentes de alcoolismo ou dependéncia de drogas

()Sim () Ndo

Peso estavel nos ultimos 3 meses

()Sim () Nao

Nao é atleta

()Sim () Nao

CT<240, TG<150, GJ<100, PA<130x85

Para que o voluntario possa ser incluido no estudo, todas as respostas aos
critérios de inclusdo devem ser “SIM”.

Assinatura do consentimento livre informado (duas vias): () Sim( ) Nao

Imprescindivel assinar o consentimento informado para continuar o estudo.

Entrega dos registros alimentares e orienta¢do para preenchimento:( ) Sim (

) Nao
Preenchimento do IPAQ: ( ) Sim ( ) Nao
Resultado do IPAQ: ( ) muito ativo ( ) irregularmente ativo ( ) sedentério

Para a préxima visita:

()SIM ()NAO

DATA DA PROXIMA VISITA: / /

()Sim () Ndo

Pedir ao paciente para vir em jejum de 12 horas, entregar e repassar
as demais orientacdes para a proxima visita

Observacgoes:
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ID: VISITA 1
Data: / / Hora: : h
DIETA: ()1 ()2 ()3

Entrega dos registros alimentares:

() Sim ( ) N&o

Horario da ultima refeicdo: . h

Jejum de 12 horas? () Sim ( ) Nao

Bexiga vazia? () Sim ( ) Nao

Menstruada? () Sim ( )Nédo DUM: __ [ |
Fez uso de medicamento dos ultimos 7 dias? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, qual medicamento e dose?

Alguma alteracdo na ultima semana?
Seguiu a orientacao alimentar?

Observagoes:

() Sim ( ) Nao
()Sim ( ) Nao

Medidas antropométricas

Peso (kg)

Altura (m)

IMC (kg/m?)

Perimetro cintura
(cm)

Pressdo arterial sistolica:
dastolica: mmHg

mmHg Pressdo arterial
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BIA

% gordura corporal

% massa magra

Gasto energético total

Taxa de metabolismo basal

Coleta de sangue TO ()Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina TO () Sim ( ) Nao Hora:
VAS TO () Sim ( ) Nao Hora:
Inicio refeicéo () Sim ( ) Nao Hora:
Término refeicédo ()Sim ( ) Néo Hora:
VAS T1 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T2 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T2 ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS T2 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T3 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T2 ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS T3 () Sim ( ) Nao Hora:
VAS T4 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T5 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T5 ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS T5 () Sim ( ) Nao Hora:
Observacgoes:
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ID: VISITA 2
Data: / / Hora: : h
DIETA: ()1 ()2 ()3

Entrega dos registros alimentares:

() Sim ( ) N&o

Horario da ultima refeicdo: . h

Jejum de 12 horas? () Sim ( ) Nao

Bexiga vazia? () Sim ( ) Nao

Menstruada? () Sim ( )Nédo DUM: __ [ [
Fez uso de medicamento dos ultimos 7 dias? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, qual medicamento e dose?

Alguma alteracdo na ultima semana?
Seguiu a orientacao alimentar?

Observagoes:

() Sim ( ) Nao
()Sim ( ) Nao

Medidas antropométricas

Peso (kg)

Altura (m)

IMC (kg/m?)

Perimetro cintura
(cm)

Pressdo arterial sistolica:
dastolica: mmHg

mmHg Pressdo arterial
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BIA

% gordura corporal

% massa magra

Gasto energético total

Taxa de metabolismo basal

Coleta de sangue TO ()Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina TO ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS TO () Sim ( ) Nao Hora:
Inicio refeicéo () Sim ( ) Nao Hora:
Término refeicédo ()Sim ( ) Néo Hora:
VAS T1 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T2 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T2 ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS T2 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T3 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T2 ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS T3 () Sim ( ) Nao Hora:
VAS T4 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T5 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T5 ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS T5 () Sim ( ) Nao Hora:
Observacgoes:
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ID: VISITA 3
Data: / / Hora: : h
DIETA: ()1 ()2 ()3

Entrega dos registros alimentares:

() Sim ( ) N&o

Horario da ultima refeicdo: . h

Jejum de 12 horas? () Sim ( ) Nao

Bexiga vazia? () Sim ( ) Nao

Menstruada? () Sim ()Nédo DUM: _ [ [
Fez uso de medicamento dos ultimos 7 dias? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, qual medicamento e dose?

Alguma alteracdo na ultima semana?
Seguiu a orientacao alimentar?

Observagoes:

() Sim ( ) Nao
()Sim ( ) Nao

Medidas antropométricas

Peso (kg)

Altura (m)

IMC (kg/m?)

Perimetro cintura
(cm)

Pressdo arterial sistolica:
dastolica: mmHg

mmHg Pressdo arterial
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BIA

% gordura corporal

% massa magra

Gasto energético total

Taxa de metabolismo basal

Coleta de sangue TO ()Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina TO ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS TO () Sim ( ) Nao Hora:
Inicio refeicéo () Sim ( ) Nao Hora:
Término refeicédo ()Sim ( ) Néo Hora:
VAS T1 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T2 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T2 ( ) Sim ( ) Nao Hora:
VAS T2 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T3 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T2 ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS T3 () Sim ( ) Nao Hora:
VAS T4 ()Sim ( ) Néo Hora:
Coleta de sangue T5 () Sim ( ) Nao Hora:
Coleta de urina T5 ()Sim ( ) Nao Hora:
VAS T5 () Sim ( ) Nao Hora:
Observacgoes:
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9.7 Anexo G: Composicgdo centesimal dos Muffins de AGS usados no estudo
MUFFIN BACON E QUEIJO

Alimentos Peso (g) Ref. Carb (g) Prot (g) Lip (g)
Bacon 71,6 Philippi 0 0 0 70,59044
Farinha de Trigo 44 Taco 33,044 1,012 4,312 0,616
Leite 3,5% Gordura - Padrao 44 Philippi 2,0548 0 1,452 1,4608
Queijo, Mozarela 36 Taco 1,08 0 8,136 9,072
Ovo de Galinha 10,46 Taco 0,16736 0 1,3598 0,93094
logurte Natural Integral 9 Taco 0,171 0 0,369 0,27
Manteiga com Sal 7 Taco 0,007 0 0,028 5,768
Aclcar Cristal 4 Taco 3,984 0 0,012 0
Fermento Quimico (P9) 1,2 Taco 0 0 0 0

Sal 0,48 Taco 0,21072 0 0,0024 0,00048
Total (g) - - 40,71888 1,012 15,6712 88,70866
kcal - - 162,87552 - 62,6848 798,37794

% kcal - -

15,906772 = 6,1219316 77,971297

Colesterol (mg)

72,0296
0
5,984
28,8
37,2376
1,26
14,07
0
0
0
159,3812

Sat (mg) Mono (mg)
32,06964 30,0004
0,132 0,088
0,9416 0,3784
5,112 2,16
0,27196 0,37656
0,162 0,081
3,444 1,428
0 0
0 0
0 0
42,1332 34,51236
379,1988 310,61124

Poli (mg)
5,41296
0,176
0,0616
0,18
0,12552
0,009
0,084
0
0
0
6,04908
54,44172

37,033366 30,33495789 5,31689479

Total (kcal) 1023,93826
Gorduras %
Totais 100
Sat 47,496152
Mono 38,9052884
Poli 6,81904112
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9.8 Anexo H: Composigao centesimal dos Muffins de AGMI usados no estudo

MUFFIN AZEITE E CASTANHAS

Colesterol (mg)

Sat (mg)

7,8225
0
2,695
0,045
0
0,26
0,03
1,58
0
0
12,4325
111,8925

Mono (mg)
39,6375
0
9,275
0,03
0
0,36
0,01
12,44
0
0
61,7525
555,7725

Poli (mg)
4,9875
0
2,835
0,06
0
0,12
0
5,68
0
0
13,6825
123,1425

10,596673 52,63390917 11,662094

Alimentos Peso (g) Ref. Carb (g) Prot (g) Lip (g)
Azeite de Oliva ExtraOVirgem 52,5 Taco 0 0 0 52,5
Agua (Dissolver o Leite) 50 - 0 0 0 0
Castanha de Caju 35 Taco 10,185 1,295 6,475 16,205
Farinha de Trigo 15 Taco 11,265 0,345 1,47 0,21
Amido de Milho 30 Taco 26,13 0,21 0,18 0
Ovo de Galinha 10 Taco 0,16 0 1,3 0,89
Leite Desnatado (P9) 5 Taco 2,65 0 1,735 0,045
oleo de canola 20 Taco 0 0 0 20
Sal 1 Taco 0 0 0 0
Fermento Quimico (P9) 0,6 Taco 0,2634 0 0,003 0,0006
Total (g) - - 50,6534 1,85 11,163 89,8506
kcal - - 202,6136 - 44,652 808,6554
% keal - - :
Total (kcal) 1055,921

Gorduras %

Totais 100

Sat 13,8368581
Mono 68,7279773
Poli 10,8640315
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9.9 Anexo |: Aprovacdes do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

e COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
Campus Universitdrio - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-1269

Of Ref. N° 184/2011/Comité de Etica

Vigosa, 16 de dezembro de 201 1.

Prezada Professora:

Cientificamos V. $°. de que o Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos, em sua 9° Reunido de 2011, realizada nesta data, analisou e
aprovou, sob o aspecto ético, 0 projeto intitulado Resposta inflamatoria
frente ao consumo de componentes dietéticos especificos: um estudo
nutrigenémico.

Atenciosamente,

SP : 'wg,q.v;m : MJ\MA%)
Professora Patricia Aurélia Del Nero

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Presidente

A Professora
Helen Hermana Miranda Hermsdorff
Departamento de Nutrigdo e Saude

74



CEP imikalss  NIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
R VICOSA - UFV %“"'

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Marcadores metabdlicos, inflamatérios, genéticos e do apetite em resposta ao
consumo de acidos graxos monoinsaturados e frutose

Pesquisador: HELEN HERMANA MIRANDA HERMSDORFF
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 26469014.0.0000.5153

Instituicao Proponente: Departamento de Nutricdo e Saude
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 542.585
Data da Relatoria: 04/02/2014

Apresentacao do Projeto:

A obesidade esta comumente associada a multiplas condi¢cées adversas que aumentam o risco de doencas
cardiovasculares, sindrome metabdlica

e ainda esta associada a inflamacéo. Sendo assim, a investigagdo de marcadores inflamatérios se torna de
extrema importancia para avaliar essa

relagéo da inflamag&o com as doengas crénicas e a ingestéo de alimentos com potencial anti-inflamatério &
de grande relevancia. Neste contexto,

estudos pds-prandiais tem sua relevancia em demonstrar o efeito fisiolégico de nutrientes especificos apoés
sua ingestdo. A ingestéo de acidos

graxos monoinsaturados (AGMI) podem exercer efeito benéfico na manutengéo da salde pela diminuigéo
da colesterolemia sem diminuir os niveis

de HDL-C e provocar oxidacéo lipidica. Adicionado a ingestéo de frutas e sucos de frutas, como o suco de
laranja, levam a uma protecéo do

organismo contra agentes inflamatérios e pré-oxidantes. Neste contexto, este estudo visa identificar se o
estado nutricional (eutrofia frente ao

sobrepeso e obesidade) pode influenciar na resposta pés-prandial em relagéo ao estado inflamatério. Diante
do exposto, Avaliar a resposta posprandial

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, predio Arthur Bernardes, piso inferior

Bairro: campi Vigosa CEP: 36.570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3809-2492 Fax: (31)3899-2492 E-mail: cep@ufv.br

Pagina 01de 03
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o Seves Heman

CEP isikiaskes NIVERSIDADE FEDERAL DE Plabaforma
Leneredad el t Vi VICOSA - UFV asil

Continuagdo do Parecer: 542.585

metabdlica e inflamatéria, bem como o estado de fome/ saciedade, depois de consumir uma refeicdo rica em
acidos graxos

monoinsaturados, quando essa refeicdo € acompanhada do consumo de suco de laranja, de agua e de uma
bebida a base de frutose, em mulheres

adultas eutroficas, com peso normal ou com sobrepeso/ obesidade.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a resposta pés-prandial metabdlica e inflamatéria, bem como o estado de fome/ saciedade, depois
de consumir uma refeicdo rica em acidos

graxos monoinsaturados, quando essa refeicdo € acompanhada do consumo de suco de laranja, de agua e
de uma bebida a base de frutose, em

mulheres adultas eutréficas, com peso normal ou com sobrepeso/ obesidade.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Adequadamente descritos

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Atende aos requisitos do CEP

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Atende aos requisitos do CEP

Recomendacgoes:

nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
nenhuma

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O CEP/UFV em sua reunido realizada no dia 12 de fevereiro do corrente ano, discutiu, analisou e decidiu
APROVAR o referido projeto de pesquisa em pauta.

Fica a pesquisadora notificada a apresentar o Relatério final por ocasido do encerramento da pesquisa.
Apos a aprovacgao do relatério final, favor apresentar, via notificagcdo, o Comunicado de

Endereco: Universidade Federal de Vigosa, prédio Arthur Bernardes, piso inferior

Bairro: campi Vigosa CEP: 36.570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3899-2492 Fax: (31)3899-2492 E-mail: cep@ufv.br
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10.1 Apéndice A:

Atherosclerosis)

10.APENDICES

Artigo de

Revisdo (publicado em janeiro de 2016

Atherosclersis 244 {20

journal homepage: www.elsevier.com/locata/atherosclarosis

Contents lists available at ScienceDirect

Atherosclerosis

Review article

Saturated fatty acids trigger TLR4-mediated inflammatory response

CrosaMark

=

D.M. Rocha #, AP. Caldas °, L.L. Oliveira ", ]. Bressan ¢, H.H. Hermsdorff *~

* Deportment of Nutriton and Health, Universidade Federnl de Vigosa, Vigoss, Brozil
" epartment of General Biology, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 20 August 2015
Received in revised form

16 October 2015

Accepted 16 November 2015
Awailable online 2 December 2015

Toll-like receptors (TLR) mediate infection-mduced inflammation and stenle inflammation by endoge-
nous molecules. Among the TLR family, TLR4 is the best understood. However, while its downstream
signaling pathways have been well defined, not all ligands of TLR4 are currently known. Current evidenoe
suggests that saturated fatty acids {SFA) act as non-microbial TLR4 azonists. and trigger its inflammatory
response. Thus, our present review provides a new perspective on the potential mechanism by which
SFAs could modulate TLR4-induced inflammatory responses: {1) SFAs can be recognized by CD14-TLR4-
MD2 complex and trigger inflammatory pathways, similar to lipopolysaccharide (LPS). (2) 5FAs lead to

;;ﬁward; modification of gut microbiota with an overproduction of LPS after a high-fat intake, enhancing this
Laric acid natural TLR4 ligand. (3) In addition, this metabolic endotoxemia leads to an oxidative stress thereby
TLR4 ligands producing atherogenic lipids = oxIDL and oxidized phospholipids — which trigger CD36-TLR4-TLRG
(a1 7] inflammatory response. {4) Also, the high SFA consumption increases the lipemia and the mmLDL and
o35 oxLDL formation through oxidative modifications of LDL The mmlDL unlike oxLDL is involved in
Inflammation activation of the CDI4-TLR4-MD2 inflammatory pathway. Those molecules can induce TIR4 inflamma-
tory response by MyD8S-dependent andfor MyD38-independent pathways that, in tum, promotes the
expression of proinflammatory transcript factors such as factor nuclear kappa B {NF-xB), which plays a
crucial role in the induction of inflammatory mediators {cytokines, chemokines, or costimulatory mol-

ecubes) implicated in the development and progression of many chronic diseases.
& 2015 Elsevier Ireland Lid. All nghts reserved.
1. Introduction dendritic cells, but they are also present in nonimmune cells |1.2].

The majer PRRs include toll-like receptors (TLRs) and C-type lectin
receptors. The TLRs are transmembrane proteins expressed on cell
surfaces which recognize mainly microbial membrane compo-
nents. They are the best characterized PRRs and are linked to

The microbial recognition process is mediated by pattern
recognition receptors (PRRs) which are linked to the innate im-
mune system, and are mostly expressed in macrophages and

Abbreviations wsed: AKT, PKB — protein kinase B; ASC. apopto-sis-associated speck-like protein containing a CARD; CD4, cluster of differentiation 14; CO36, cluster of
differentiation 36; COX2, cclo-oxigenase-2; DAMP, danger-associated molecular pattern; Gro 1, Cxcd1 — chemokine [C-X-C Modif) ligand 1; IFN, type | interferon; IKK, kB
kinase; IL, interleukin; IRAK, IL-1R-associated kinase; IRF3, interferon regulating factor 3; 1cB, inhibitor of NF-x8; LBF. LPS-binding protein; LDL, low-density lipoprotein; LPS,
lipopolysaccharides: MAPK, mitogen-activated protein kinase: MCF1, monocyte chemoatiractant protein 1: MD2, myeloid differential protein-2: MIP. macrophage inflam-
matory protein; mmiDE, minimally modified low-density lipoprotein; MyD&S, myeloid differentiaring primary response gene 88; MF-xB, factor nuclear kappa B; NLRF3,
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bacterial and viral infection response |2.3].

Among TLRs, TLR4 is unique due to its ability to activate both
MyD88-dependent and MyDES-independent pathways expressing
predominantly inflammatory molecules and type | interferons
(IFN=). respectively. Also, TLR4 is the only known member of the
TLR family that engages all four toll-interleukin receptor (TIR)
domain-containing adaptor proteins to signaling the inflammatory
response |3.4).

Different sources of pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) derived from bacterial, viral and fungus pathogens activate
the TLR signaling | 5]. The LPS of Gram-negative bacterial cell walls
are the major PAMP, and a natural TLR4 ligand [5|. Also, TLR4 are
activated by endogenous danger-associated molecular patterns
(DAMPs) released as a consequence of injury and inflammation,
such as oxidized low density lipoprotein (oxLDL) and oxidized
phospholipids {oxPL) | 5.6]. This sterile inflammatory, likewise mi-
crobial induced inflammartion, can recruit neutrophils and macro-
phages leading to production of pro-inflammatory cytokines and
chemokines, mainly tumor necrosis factor (THF) and interleukin
(IL)=1 |7]-

Other possible nonmicrobial agonists for TLR4 include saturated
fatty acids {SFA), but little has been explored on this subject. In fact,
evidence suggests that SFA and LPS share the same inflammatory
signaling pathway as TLR4, thus promoting expression of pro-
inflammatory transcript factors, such as factor nuclear kappa B
(NF-kB) and cyclooxygenase 2 (COX2) [EL

In order to improve our understanding on the inflammatory
process mediated by SFA. we present a new perspective on the
potential mechanism by which SFAs could act as TLR4-activating
promoters and trigger pro-inflammatory responses involved in
the development and progression of many chronic diseases and
metabolic disorders, including cancer, cardiovascular diseases,
metabolic syndrome and obesity-induced insulin resistance.

2. SFA trigger TLR4 inflammatory pathways

SFA particularly lauric acd (C12:0), similarly to LPS, modulate
the activation of TLR4 [E—10|. In fact, the LPS is recognized by an
accessory protein cluster of differentiation 14 (CD14) which is a
glycoprotein, either glycosylphosphatidylinositol present in two
forms: membrane bounded — at the outer leaflet of the plasma
membrane — or soluble in blood [1,11 ). The CD14 is best charac-
terized for its capability to interact with LPS-binding protein (LBP)
and transfer LPS to the TLR4 accessory molecule myeloid differen-
tial protein-2 (MD2). The TLR4-MD2 forms a dimer in the plasma
membrane lipid [ 1,6]. Upon LPS recognition, the CO14-TLR4-MD2
complex engages TIRAP-MyD88 adaptors and leads do MyDBE-
dependent response, subsequently the CD14-TLR4-MD2 complex
is endocytosed and recruits TRAM-TRIF adaptors which elicits
MyDE&B-independent response | 1.3], as we will describe below. Lee
et al. {2003) suggest that both CD14 and MD2 are required for TLR4
activation by a lauric acid like LPS, signaling the inflammatory
pathway of CD14-TLR4-MD2 complex [ &|.

Gut microbiota is a huge reservoir of LPS, which under normal
conditions causes no harm in the intestinal lumen. However, a
high-fat diet has been shown to induce gut microbiota alterations,
raising the proportion of Gram-negative bacteria with an over-
expansion of LPS, and increasing the intestinal permeability. Thus,
this process promotes a bacterial translocation of Gram-negative
bacteria, and endotoxin-produced bacteria from intestinal mucosa
to the blood stream. This metabolic endotoxemia caused by LPS can
activate the TLR4 mediated by LEP, CD14 and MD2, which leads to a
MyDEB-dependent and MyD&8-independent response | 12].

Besides the LPS, which is a classical PAMP, DAMPs derived from
gut microbiota can also activate the TLR4 inflammatory pathway.

Those DMAPs, such as oxLDL and oxPL, can be formed from an
overproduction of LPS by inflammatory response and oxidative
stress [&].

The oxLDL is known as a specific ligand of cluster of differenti-
ation 36 (CD36) [ 13 ]. The (D36 is a glycosylated protein member of
the class B scavenger recepior family, which plays an important role
in glucose and fatty acid metabolism | 13 |. This scavenger receptor is
found on the surface of diverse cell types and is also involved in
TLR-dependent inflammatory response induced by various ligands
such as lipid-associated products of microbial or endogenous origin
(RRER

oxLDL is sequestered by CD36 and induces intracellular CD36-
TLR4-TLRG heteromerization [14]. The (D36-TLR4-TLR6 signaling
propagates by both MyDES and TRIF adaptors, inducing pro-
inflammatory mediators through MyD&8-dependent and MyD&8-
independent pathways in absence of MD2 and CD14 that are
essential cofactors for recognition of LPS by the TLR4 complex [ 14].
Furthermore, the (D36-TLR4-TLRG complex acting via NF-xB and
reactive oxygen species {R05) primes the NLRP3 (NOD-like receptor
family, pyrin domain containing 3) inflammasome in response to
oxIDL Also, oxLDL recognition and endocytosis by CD36 results in
the formation of intracellular cholesterol crystals that activates
MLRP3 via lysosomal destabilization and stimulates IL-1/ and 11-18
formation |2,15]. Moreover, oxPL has been proposed as a -TLR4
agonist, which activates MyD88-independent pathways and in-
duces IL-6 production | 16], but to date, little has been explored
abour this subject.

Furthermore, 5FA cause a more pronounced lipemia than mono
and polyunsaturated fatty acids (FUFA) | 17]. Also, after consump-
tion of a high-fat meal, the lipid peroxidation by ROS resulis in a
minimally modified low-density lipoprotein (mmlDL) formation
and the generation of extensive amounts of oxLDL | 12 ). The mmLDL
represents an early product of progressive LDL oxidation, formed
before the oxLDL [19]. Both are known as pro-inflammatory and
pro-atherogenic lipoproteins [11,20). In addition, occurs a local
production of oxPL | 16].

Although the polyunsaturated fatty acids (PUFA) are more prone
to oxidation and oxLDL synthesis due to their high degree of
unsaturation |21, experimental studies have shown that n-3 PUFA
inhibit the TLR4-induced signaling pathways and target gene
expression [8,10]. This fact seems to be related to the anti-
inflammatory effects of PUFA mediated by the G protein-coupled
receptor 120 (GPR120). The stimulation of GPR120 with n-3 PUFA
inhibit TLR4 signaling probably by its association with f-arrestin2.
This complex is internalized, and f-arrestin? binds to TAB1 (TGF-
beta-activated kinase 1/MAP3KT binding protein 1), resulting in
inhibition of TAK1 (transforming growth factor-[fi-activate kinase)
phosphorylation and activation and, consequently, the inactivation
of the TLR4 signaling |22]. In addition, n3 PUFA disrupts the
translocation of TLR4 into lipid raft, preventing its activation [9).

Like ox1DL, the mmLDL is an endogenous TLR4 ligand which is
not recognized by scavenger receptors but binds to a CD14 receptor,
and like LPS, stimulates the classic TLR4 response through a CD14-
TLR4-MD2 complex and induces the activating protein-1 (AP1) and
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K] activation |1,19]. Notable,
unlike oxLDL, the mmLDL is not internalized | 18]. Moreover, the
increased exposure of mmLDL can enhance sterile inflammation by
increased uptake of oxlDL probably mediated by a higher
expression of CO36 |11,

3. TLR4 activation
Specifically, TLR4 engages all four toll-interleukin receptor (TIR)

adaptoers proteins to signing the chain reaction needed to activate
intracellular signaling inflammatory response, unlike other TLR=
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family members [4]. The four TIR domain-containing adaptors are
MyDES, TIRAP, TRAM and TRIF. These adaptors initiate a chain of
phosphoryiation and ubiguination reaction, and the adaptor
“choice” determines the transcriptional response | 3| The MyD8E is
an adaptor protein recruited by TIRAP and is involved in the
expression of pro-inflammatory molecules, which is a MyD88-
dependent response. Whereas, in the MyD8B-independent
pathway, TRIF recruited by TRAM elicts a type | interferon
response, and also mediates the production of pro-inflammatory
molecules in a delayed signaling through endocytosis mecha-
nisms (late signaling) | 1,.23].

Furthermore, in response to oxLDL, CD36 induces intracellular
CD36-TLR4-TLRE heteromerization | 15), and both MyDE8 and TRIF
adaptors induce pro-inflammatory mediators through MyDB88-
dependent and MyD8E-independent pathways | 14].

3.1. MyD88-dependent pathway

TLR4 ligands, such as LPS endotoxin and SFA, with the help of
CD14 and MD2, promote CD14-TLR4-MDZ2 activation and induce
TLR4 dimerization, which in turns recruit TIRAP-MyD88 adaptors
to TIR domains |1,6). The TIRAP-MyDE88 signaling pathway is
induced from the plasma membrane |3], initiating the MyD88-
dependent downstream signaling. MyD88 recruits IL-1R-
associated kinase-4 (IRAK4) that, in turn, recruits, actives and de-
grades IRAKL The IRAK1 then associates with THF-receptor asso-
ciated factor-6 (TRAFG), thereby activating TAK1 that activates the
IB kinase {IKK) and mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathways |4]. The activation of the IKK complex (IKKz, IKKE, IKKy)
leads to phosphorylation of the N-terminal of kB proteins and.
consequently, activation of NF-«kB, thereby stimulating the tran-
scription of COX2, TNF-«, IL1-f, IL&, IL8, IL12, IFN-y, MIP1-2, MIP1-
B. MIP-2, MCP1, VCAM1, RANTES | 1,18,24 25|, Moreover, the MAPK
leads to increased transcription factor AP1 which plays a crucial
role in the induction of inflammatory-response genes including
COX2Z [8,2627).

3.2, MyD8S-independent pathway

A second set of TIR domain adaptors, TRIF and TRAM, is involved
in a MyD&B-independent pathway. These adaptors activate the
expression of interferon regulating factor 3 (IRF3) by TRAF3 which
associates with TBK1 (TRAF family member-associated MNF-xB
activator {TANK] binding kinase-1) and IKKi {also known as 1KK:)
mediate the dimerization and translocation of IRF3, and thereby
stimulates the production of IFN |[4). The TRAM-TRIF pathway is
induced from an intracellular compartment (endosome), a requisite
step in TLR4 signaling and production of IFN [3].

Kagan et al. (2008 propose that the CD14-TLR4-MD2 complex is
activated in plasma membrane and initiates TLR4 signals trough
TIRAP-MyDE8 and TRAM-TRIF, sequentially. During endocytosis,
TIRAP-MyDES complex is released from the invaginating mem-
brane and allows the TRAM-TRIF adaptors to engage the TIR domain
of TLR4 on early endosomes, leading to induction of the IFN
expression from endosomal compartment | 3.

Also, TRIF-TRAM adaptors participate in a late-phase activation
of NF-xB and MAPK signaling. This delayed MyD8B-independent
activation of NF-kB and MAPK involves the TRIF adaptor that, in
turn, recruits TRAFG and receptor-interacting protein 1 {(RIP1), thus
facilitating TAK 1 activation, and results in a robust NF-xB activation
[4.23]

TLR4 agonists can also modulate TLR4 downstream signaling
involving PI3K and AKT (also known as protein kinase B (PKB})
which, in turn, can activate NF- kB [8]. The AKT activation mecha-
nism remains controversial, but it seems to be dependent on the

presence of MyD88 and/or TRIF adaptor proteins |28]
33 (D36

OxLDL recognition by CD36 induces intracellular (D36-TLR4-
TLR6 heteromerization, independent of MD2 and CD14 that are
well known components of the TLR4 complex |3|. The CD36-TLR4-
TLRE signaling leads to the expression of MyD88-dependent
response upregulating the expression of Gro 1, MIP-1 and MIP-2;
and also MyDE8-independent genes, inducing the RANTES (Regu-
lated on Activation, Mormal T Cell Expressed and Secreted) tran-
scription in response to oxLDL Thus, engaging both adaptor
pathways |3 | which mediate the PISKJAKT pathway activation, will
result in activation of IKK and NF-«B |18].

In addition, the oxlDL uptake by CD36 and its subsequent
nucleation into cholesterol crystals inside the cell cause lysosomal
destabilization and NLRP3 activation. The NLRP3 assembles with
the adaptor protein apopto-sis-associated speck-like protein con-
taining a CARD [ASC) and caspase-1 into a multiprotein complex —
inflammasome — which cleaves the inactive precursors to the
active forms of IL1-f and IL18 |2,15]. OxLDL also primes the NLRP3
inflammasome through a mechanism that involves the up regula-
tion of MF-kB expression |15

4. Concluding remarks

While the downstream signaling pathways have been well
defined, not all ligands of TLR4 are currently known. Thus, we
propose a link of SFA to innate inflammatory response through
TLR4 (Fiz. 1) As we have shown 5FA could be recognized by the
CD14-TLR4-MD2 complex. and trigger TLR4 inflammatory path-
ways. In addition, the SFA can lead to a gut microbiota modification
and an overexpansion of LPS in the blood stream. This metabolic
endotoxemia could activate the TLR4 complex mediated by LEP,
(D14 and MD2. Besides, DAMPs — including oxLDL and oxPL —
derived from gut microbiota, formed from an overproduction of
LPS, and also produced after the consumption of a high-fat meal,
can activate the TLR4 inflammatory pathways. OxLDL, recognized
by CD36, induces the CD36-TLR4-TLRE complex that leads o an
inflammatory response-independent MD2 and (D14, known
components of the TLR4 homodimeric complex. Another athero=-
genic lipid, such as mmLDL, results of DL oxidative modifications
by ROS produced after a high-fat intake, is also able to induce the
CD14-TLR4-MD2 complex. Those microbial — PS5 — and non-
microbial patterns — mmlDL, oxLDL oxPL and SFA — that can
trigger inflammation and regulate inflammatory pathways through
TLR4 activation involving a MyD88-dependent and/or a MyDSS-
independent response that, in turn, leads to the expression of
several inflammatory mediators (cytokines, chemokines or co-
stimulatory molecules), as described.

Overall, the present review indicates a relationship between 5FA
and TLR4 associated with a subclinical inflammation. Increasing
evidence has established a link between chronic inflammation and
many chronic diseases and metabolic disorders, including cancer,
cardiovascular diseases, metabolic syndrome and obesity-induced
insulin. resistance [29—32). Therefore, the present review in-
dicates that a reduction of potential TLR4 ligands may have positive
impact on the prevention and treatment of such disorders. In
addition, reduction in the SFA intake would be interesting when
exploiting the TLR4 a5 an important control point in the inflam-
matory response, which may be useful in the future development of
new therapeutic approaches to prevent and treat subclinical
inflammation. However, more clinical studies are required in order
to validate the proposed mechanisms, and a deeper knowledge of
lipid metabolism is needed for a better understanding of its

79



214 DM, Rocha et al. ] Atherasclerosis 244 (2016) 211215

oA Microblotd ———s PAME ——s DAMP
et Lt ackd e LR TiRe TiR8
o TRAP
® wom
v ® TR
v
o TR
1 ¥ TR and
CD14-TLR4-MD2 CO3&-TLRS-TLRE

==
LiRAx |

TRATS |

{TRAFG-RIP1 | {TAK]

[ TBK1 - KKi
_lj ﬁum(} me{]._.mp pry
| oo e |

Fg 1. Acthvation of pro-inflammatory mediators by saturated fatty acids though TLR4. The sarurared fatty acids (SFA) act as non-microbial TLR4 agonists or indirectly promotes
the TLR4 activation, triggering its inflammatory response: 1) Similarly to LPS, the SFA can be recognized by CD14-TLR4-MD2 complex and trigger inflammatory pathways: 2) Also
SFA leads to gut microbiota modification with an Li"S overproduction after a high-fat intake, enhancing this natural TLR4 ligand: 3) In addition, this metabalic endotoxaemia leads to
an oxidative stress thereby producing atherogenic lipids — oxLDL and oxidized phospholipid — which trigger CD36-TLR4-TLRG inflammatory response; 4) And the high-SFA
consumption increases the lipemia and the mmiDL and oxLDL formation through oxidative modifications of LDL. The mmLDL, unlike oxLDL, is involved in activation of the
CD14-TLR4-MD2 inflarnmatory pathway. All those molecules can induce TLR4 inflammatory pathways by MyD88-dependent and/for MyD8S-independent that in turn p the
expression of pro-inflammatory transcript factors such as NF-xB (factor nuclear kappa B), which plays a crucial role in the induction of inflammatory mediators {cytokines, che-

mokines or co-stimulatory molecules) implicated in the development and progression of many chronic diseases.

relationship with inflammation and the development and pro-
gression of chronic diseases.
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ABSTRACT

CONTEXT AND OBJECTIVE: Diet is an important modifiable factor involved in obesity-
induced inflammation. We reviewed clinical trials that assessed the effect of consumption of
different fatty acids on the expression of inflammation-related genes, such as cytokines,
adipokines, chemokines and transcription factors.

DESIGN AND SETTING: Narrative review study conducted at a research center.

METHODS: This was a review on the effect of fat intake on inflammatory gene expression in
humans.

RESULTS: Consumption of saturated fatty acids (SFAs) was related to upregulation of
postprandial genes associated with pro-inflammatory pathways in peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs), in comparison with monounsaturated fatty acid (MUFA) or polyunsaturated fatty
acid (PUFA) intake. In addition, acute intake of a high-SFA meal also induced a postprandial pro-
inflammatory response for several inflammatory genes in subcutaneous adipose tissue. Both high-
MUFA and high-PUFA diet showed anti-inflammatory profiles, or at least a less pronounced pro-
inflammatory response than did SFA consumption. However, the results concerning the best
substitute for SFAs were divergent because of the large variability in doses of MUFA (20% to 72%
of energy intake) and n3 PUFA (0.4 g to 23.7% of energy intake) used in interventions.
CONCLUSIONS: The lipid profile of the diet can modulate the genes relating to postprandial and
long-term inflammation in PBMCs and adipose tissue. Identifying the optimal fat profile for
inflammatory control may be a promising approach for treating chronic diseases such as obesity.
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PALAVRAS-CHAVE:
Gorduras na dieta.
Acidos graxos.
Expressao génica.
Inflamagéo.

Gorduras insaturadas na dieta.

RESUMO

CONTEXTO E OBJETIVO: A dieta € um importante fator modificavel envolvido na inflamagéo
induzida pela obesidade. Nés revisamos ensaios clinicos que avaliaram o efeito do consumo de
diferentes acidos graxos sobre a expressao de genes relacionados com a inflamacao, tais como
citocinas, adipocitocinas, quimiocinas e fatores de transcricao.

TIPO DE ESTUDO E LOCAL: Estudo de revisao narrativa realizado em centro de pesquisa.
METODOS: Revis&o do efeito da ingestdo de gordura sobre a expressio de genes envolvidos com
inflamac&o em seres humanos.

RESULTADOS: O consumo do acido graxo saturado (AGS) foi relacionado com a regulacéo
favoravel de genes pés-prandiais associados com viasfiardatorias nas células mononucleares

de sangue periférico (CMSP), comparado com a ingestédo do acido graxo monoinsaturado (AGMI)
ou do &cido graxo poli-insaturado (AGPI). Além disso, o consumo agudo de uma dieta com alto
contetdo de AGS também induziu uma resposta pro-inflamatoéria pos-prandial para varios genes
da inflamacéo no tecido adiposo subcutaneo. Ambas dietas com alto contetido de AGMI e AGPI
apresentaram perfil anti-inflamatério ou, pelo menos, menor resposta pré-inflamatéria em relagéo
ao consumo de AGS. Contudo, os resultados sé&o controversos acerca do melhor substituto para o
AGS, devido a grande variabilidade na dose de AGMI (20% a 72% da ingestédo energética) e AGPI
n3 (0,4 g para 23,7% da ingestdo energética) utilizados nos estudos de intervengao.
CONCLUSOES: O perfil lipidico da dieta pode modular os genes relacionados com inflamac&o
pos-prandial e a longo prazo em CMSP e no tecido adiposo. Identificar o perfil lipidico ideal no
controle inflamatdrio pode ser uma abordagem promissora para o tratamento de doencas cronicas

como a obesidade.
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INTRODUCTION

Inflammation is a physiological response triggered by infection and injury that has the
purposes of eliminating irritating agent and accelerating tissue regenératiorhis process,
several inflammatory mediators are released, including cell adhesion molecules, cytokines,
chemokines and other inflammatory agents (e.g. nitrogen and reactive oxygen Sdaciedgr
to maintain the homeostatic balance, a controlled inflammatory response is required. On the other
hand, excessive or inappropriate inflammation leads to a pathological inflammatory! status.
Increasing evidence has suggested that a deregulated inflammatory response plays a pivotal role in
the onset and progression of atherosclerbsis.

Moreover, excessive adiposity and adiposity-related metabolic diseases (metabolic
syndrome, diabetes and atherosclerosis) are attributed to a chronic state of low-grade inflammation.
Therefore, diet-induced weight loss is an important factor for reducing pro-inflammatory n¥arkers.

" In fact, besides lipid storage, fat cells are capable of producing and secreting chemoattractants
such as monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and pro-inflammatory mediators such as
interleukins (IL), for instance I, IL-6 and tumor necrosis factor (TNE)during adipose tissue
expansion, thereby resulting in inflammatory and metabolic deregufation.

Many environmental factors can contribute towards obesity and thus interfere with
inflammatory expression, including dieNutritional interventions can modulate inflammation, as
demonstrated in studies based on a hypocaloric diet or on high consumption of fruits and
vegetables. Both interventions have been shown to reduce the expression and synthesis of pro-
inflammatory cytokines (IL-6 and TNE&} and decrease other inflammatory markers such as C-
reactive protein (CRP12 In addition, previous studies have confirmed that high-fat meals reduce
leptin concentrations and increase the activation of inflammatory markers such as IL-6 during the
postprandial phasg:*4

In fact, fatty acids can directly or indirectly modify immune and inflammatory responses.
Current evidence suggests that a family of receptors involved in innate immunity, known as Toll-
like receptors (TLRs), is connected with the inflammatory response relating to saturated fatty acid
(SFA) intake. In this regard, it has been proposed that SFAs are nonmicrobial TLR agonists that
promote inflammatory activatiol?. Studies have shown that the SFA lauric acid stimulates pro-
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inflammatory expression by TLR2 and TLR4, thereby mediating nuclear factor kappa #&{NF-
and cyclooxygenase-2 activation and expression. In contrast, consumption of fish oil rich in n3
polyunsaturated fatty acid (PUFA) inhibits the TLR4-induced signaling pathways and target gene
expressiont®!’Moreover, SFA intake is known to cause lipemia that is more pronounced than the
lipemia due to monounsaturated fatty acids (MUFA) and PUFA, which can lead to a higher pro-
inflammatory state associated with SFA consumptfohdditionally, SFA palmitate and stearate
acids can trigger IUf3 secretion through mechanisms involving NLRP3 (NOD-like receptor
family, pyrin domain containing 3) inflammasome activatidn.

Recently, it was proposed that GPR120 (G protein-coupled receptor 120) mediates the anti-
inflammatory effects of n3 PUFA&:?! Dietary n3 PUFA has been correlated with inhibition of
TLR-induced signaling pathways and target gene expression, probably through disruption of
translocation of TLR4 into a lipid ratf:*”In combination, these mechanisms can potentially inhibit
the signaling pathways that lead to NB-activation, thus resulting in downregulation of pro-
inflammatory responses through n3 PUFA intake.

OBJECTIVE

Given the above, we aimed to summarize and discuss recent evidence about the effect of
consumption of different fatty acids in humans, on inflammation-related gene expression, as

evaluated through clinical studies.

METHODS

This was a narrative review of the English-language literature on the effects of fat intake
on inflammatory gene expression in humans. It evaluated studies indexed in the Cochrane Library,
LILACS and PubMed databases between the time of database inception and Marcha®0d.6 (

1). We included original studies that reported on clinical trials on men or women (not pregnant, not
in lactation and not in the postmenopausal period) who were not athletes, not undergoing hormonal
treatment, not dependent on alcohol or drugs and not suffering from chronic illnesses (such as

hepatic, renal, thyroid or cardiac dysfunction) or acute inflammatory processes. Since the objective
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was to evaluate the effect of fatty acid consumption among humans, only clinical trials were
included, given that these are considered to be the mainstay design for causal inferences.

All the papers were checked according to their titles and abstracts (screening). Full papers
were obtained from journals available on the CAPES Foundation (Ministry of Education, Brazil)
website. Unavailable articles were requested from their authors. Articles presenting potentially
relevant studies were read and analyzed to assess the inclusion criteria.

We excluded articles that consistedinofvitro or animal studies, articles in which the
participaits’ characteristics did not match those mentioned above, poster session abstracts, review
articles and and other reasons (non-standard dietary interventions; studies on drug therapy; studies
without any analysis on inflammation; dietary trial interventions on fatty acid intake along with
vitamin or mineral supplementation; studies on heated oils; or studies without any clear
differentiation between the total polyunsaturated, monounsaturated and saturated fatty acid content
used to compare the interventions). The flowchart for the study selection process is described in
Figure 1. Other papers were used for contextualization and discussion.

RESULTS

We identified 14 studies that investigated the effect of fatty acid intake on inflammatory
gene expressionT@ble 2). Six of these studies had a postprandial design in which an acute
inflammatory response to a high-fat meal consumed on a single day was e¢afdatezbnsisted
of a postprandial fat challenge, reflecting fat composition similar to that of a dietary intervention
conducted for at least four weeks afterw&ftd Postprandial is a term that was introduced in 1997
and refers to “the time frame after a meal or food intake”.?® Seven studies assessed the
inflammatory response after long-term consumption (minimum of 8 wégkd)astly, one study
determined both the postprandial and the long-term response to the same dietary intéAdantion.
order to assist comparisons between the studies, dietary interventions were compared according to
fat content source (SFA, MUFA or PUFA) and its respective proportion of total energy intake
(E%).

Inflammatory genes were analyzed in duodenal tissue, peripheral blood mononuclear cells

(PBMCs), subcutaneous or visceral adipose tissue, skeletal muscle and whole blood, mostly using
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the polymerase chain reaction (PCR), or using a microarray analysis methodology. The main
inflammatory genes screened were those that promote expression of adipokines, chemokines,
cytokines and transcription factors. Hence, before discussing the role of fatty acid intake in

inflammatory gene expression, we firstly contextualize the main markers that have been found in

various studies.

Adipokines

Adipose tissue is an active organ involved not only in energy storage control, but also in
regulation of complex metabolic and endocrine functions. In this context, adipose tissue releases
cytokines and other bioactive mediators. Adiponectin and leptin are known as true adipokines, and
are the major adipocyte proteins produced mainly by adipose #s¥ue.particular, adiponectin
is an anti-inflammatory cytokine that might be able to induce production of other anti-inflammatory
cytokines such as IL-10 and IL-1 receptor antagonist (IL-1RA). At the same time, it may suppress
pro-inflammatory cytokine production of interferon (IFY- and may also have a negative
correlation with CRP, the systemic inflammatory marReforeover, adiponectin can exhibit
atheroprotective effects, through attenuating chronic inflammation in vasculaf@iighe other
hand, leptin correlates directly with body fat mass and adipocyte size, and has a role as a pro-
inflammatory cytokine. Leptin stimulates production of several inflammatory mediators such as
IL-1, IL-6, IL-12 and TNF In addition, leptin has been correlated with several obesity-associated

diseases such as cardiovascular diseases and didbetes.

Chemokines

Chemokines form a family of small proteins that are secreted in response to signals such as
pro-inflammatory cytokines. They play an important role in selectively inducing chemotaxis and
chemokinesis of leukocytdd MCP-1, also referred to as chemokine ligand 2 (CCL2), is a potent
chemoattractant of monocytes and macrophages to inflammation areas, expressed mainly by

inflammatory cells and endothelial ceffs'* Macrophage inflammatory protein 1 (MIP-1), or
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chemokine ligand 3 (CCL3), is another potent chemoattractant of immune cells, particularly
macrophages, to inflammatory sités.

Leukocyte extravasation into tissues requires not only chemokines but also matrix-
degrading enzymes, in particular matrix metalloproteinases (MMPs). MMP-9, for instance,
performs an important role in immune cell functioning and in pathophysiological conditions that
involve inflammatory processes. In addition, MMP-9 levels increase in cases of cardiovascular

diseases, including hypertension, atherosclerosis and myocardial inf4réfion.

Cytokines

Cytokines are proteins that act as intracellular mediators. They play an important role in
cell communication and regulation of the immune system. Unlike classical hormones, they are
produced by different tissues and cell types rather than by specialized glands. They bind to their
cognate receptors on target cells and activate or inhibit cellular functions in a paracrine or autocrine
manner’48

IL-1 was the first interleukin to be identified. It is produced by numerous innate immune
cells including monocytes, macrophages and dendritic €ells:1 is a key pro-inflammatory
mediator involved in hosting responses to pathogens and inflammation. Its synthesis is induced by
other inflammatory cytokines such as TNFFFN-y and IL-2.°° IL-1 also induces production of
pro-inflammatory cytokines, including IL-8.Growing evidence links this cytokine to chronic
diseases such as type 2 diabetes and obesity. Furthermore, IL-1 is also related to atherosclerosis
development?

IL-6 is known as an inflammatory cytokine secreted mainly (10-35%) by adipose tissue,
and also by skeletal muscle and liv&lt is an acute-response mediator and consequently increases
the plasma concentrations of acute-phase proteins, such as CRP and serum arfyBrigater
IL-6 concentration is correlated with elevated cardiovascular risk. This can be explained by its
correlations with increased adiposity, expressed in terms of body mass index, waist circumference,
visceral fat, total body fat and increased risk of insulin resistaf®eFurthermore, high

consumption of fruit and vegetables followed by good adherence to a calorie-restricted diet based
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on a Mediterranean dietary pattern can reduce expression and synthesis of this inflammatory
marker, as described previoush/?

IL-8 is a pro-inflammatory cytokine produced mainly by monocytes and macrophages. It is
responsible for bringing immune cells to sites of inflammation and retaining them there. In
addition, IL-8 promotes activation of monocytes and neutrophils. It has been shown to have a
potential role in cardiovascular diseases, in particular atheroscl&osis.

TNF-0, also known as cachectin, is a strong pro-inflammatory cytokine produced mainly
by monocytes and macrophages, via activation of MAPK (mitogen-activated protein kinase) and
NF-xB signaling pathways. This process results in release of inflammatory genes and other
inflammatory cytokines such as I3 and 1L-6.°"°8 TNF-a has also been implicated in increased
cardiovascular risk, and it is central to the pathophysiology of cancer and chronic inflammatory
conditions, including inflammatory bowel diseases, rheumatoid arthritis and psortasts.
Similarly to IL-6, a reduced-calorie diet and consumption of fruits and vegetables can reduce

synthesis and expression of TNE?12

Transcription factors

Nuclear p65 protein is a subunit of MB-transcription complex, which plays a crucial role
in inflammatory and immune responses. RiF-is a homo or heterodimer composed of Rel
proteins: p65 (RelA), p50 (NFKB1), p52 (NFKB2), c-Rel and REIBIF-«B is classically
activated by pro-inflammatory cytokines such as TdN&nxd alternatively by cytokines such as
lymphotoxin B. An atypical pathway triggered by DNA damage®® may also do the activation.
Altered NF-kB activation has been demonstrated in tumor development and chronic inflammatory
disease$? Interestingly, high intake of fruits and vegetables is inversely associated with mRNA
p65 expression in PBMCs of healthy addfts.

NF-«B signaling is controlled through NF-«B inhibitors (IkB). This is a family of proteins
that can bind NRB dimers in the cytoplasm and nucleus, thereby inhibiting the NF-xB
transcriptional respon$é.Certain stimuli result in phosphorylation, and subsequent proteasome-
mediated degradation of IkB proteins allows the unboundkBlFimers to translocate to the

nucleus, thereby regulating the expression of target génes.
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Fatty acid intake in inflammatory gene expression

According to the studies reviewed here, postprandial period resulted in a pro-inflammatory
response regarding PBMC gene expression, linked to SFA consumption. In healthy subjects, SFA
intake (35 E%) from animal sources resulted in an increased postprandial pro-inflammatory
response in PBMCs for TNé&-expression, in comparison with MUFA (36 E%) and n3 PUFA (4
E%) breakfasts consisting mainly of extra-virgin olive oil and fats of vegetable origin (walnuts),
respectively. In addition, mMRNA IL-6 postprandial expression was higher after the high-SFA meal
than after the n3 PUFA meal. However, the increased gene expression did not change the
concentration of the inflammatory cytokindsThus, the length of postprandial assessment time
may have been sufficient to detect differences in expression but not in translation of cytokines in
PBMCs. These differences between inflammatory gene response and synthesis/secretion of
inflammatory markers may have been due to transcriptional and translational process that do not
occur simultaneousl# Moreover, several translational and post-translational regulatory
mechanisms, including miRNA, may be involved and thus may affect the production and release
of cytokines®® which may also not occur concurrently in the cell and extracellular tissues. In
addition, discrepancies can be found between cytokine concentrations and their mMRNA expression,
probably due to potential confounding factors such as gender, physical activity, smoking and body
mass index.However, PBMCs are widely used for determining inflammatory gene expression,
given the fact that they are accessible cells. Furthermore, their use is cost-effective and they provide
a less invasive alternative to biopsy measurenfénts.

Elderly subjects exhibited a pro-inflammatory response in PBMCs relating to high SFA
consumption (35 E%), with higher postprandial inflammatory expression of p65 and MCP-1 genes,
compared with MUFA (36 E%) mainly from virgin olive oil. They also presented higher mRNA
p65, in comparison with an intervention comprising PUFA (4 E%) from plant origin (walnuts).
Additionally, SFA showed downregulated expression of afilimmatory genes (IkBa),
compared with MUFA, and increased plasma concentration of MCP-1 pro-inflammatory
cytokines?®

In metabolic syndrome patients, SFA consumption (38 E%) was associated with

upregulation of pro-inflammatory genes (MMP-9 and T&yFand downregulation of anti-
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inflammatory genes (IxkBa) in a postprandial state, compared with MUFA (43 E%), in PBMCs.
Moreover, higher MCP-1 plasma concentration was observed in SFA consumption, compared with
MUFA and n3 PUFA (1.24 g). Regardless of the type of ingested fat (SFA, MUFA or n3 PUFA),
the postprandial state was associated with increased expression of IL-6, MMP-9 ancioNF-
inflammatory genes, as well as higher IL-6 plasma concentratitings suggesting that a greater
inflammatory response would be expected in these subjects. In fact, non-dietary factors, such as
obesity and type 2 diabetes, can increase the extent of fatty acid postprandial inflammatory
responsé’ However, the source of fats was not mentioned in the study and it is known that dietary
fat sources differ in more aspects than only their fatty acid profiles.

In this regard, olive oil is well known for its potential health-promoting properties, which
are due to the presence of high levels of MUFA and other valuable minor components such as
phenolics, phytosterols, tocopherols, carotenoids, chlorophyll and sqffal@hese natural
compounds with antioxidant and other potentially important types of bioactivity have a beneficial
impact on inflammatory markef$.Thus, they represent an important confounding factor in
assessing the effect of dietary fat intake on the inflammatory response.

Controversially, high-SFA acute intake (46.5 E%) mainly from plant origin (palm oil) was
associated with reduced postprandial inflammatory response regarding PBMC gene expression
(MCP-1 and IL-8), compared with MUFA (72 E%) from high-oleic acid sunflower oil and n3
PUFA (23.7 E%) from fish oil interventiort$.Palm oil use is subject to debate with regard to
potential unhealthy effects, because of its high palmitic acid content. An increased inflammatory
response (IL-6) relating to a palmitic oil-enriched diet in mice and a similar effect from palmitic
acidin vitro was shown in one study. However, apart from SFAs, which are mostly from palmitic
acid, this plant oil contains oleic and linoleic acids, which are MUFA and PUFA, respeétively.
Unlike in other studies, a much higher amount of MUFA was used, in comparison with the SFA
intervention. In addition, n3 PUFA intake was greater than in other studies.

However, in a long-term dietary trial on the inflammatory response in PBMCs, gene
expression remained unchanged after eight weeks of intervention with SFAs (19 E%), among
abdominally obese patient$This result may be related to the lower amount of fat provided, in
comparison with other interventions. Moreover, presence of the obese phenotype was correlated

with a previous abnormal inflammatory profffe.
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On the other hand, in subcutaneous adipose tissue among abdominally overweight subjects,
investigation of a longerm SFA diet (19 E%) regarding the inflammatory response showed that
upregulation of genes mainly relating to immune and inflammatory pathways occurred. At the same
time, downregulation of anti-inflammatory genes and reduction of plasma adiponectin
concentration were also obsen@dmong healthy subjects, an acute dietary intervention that was
high in medium-chain SFAs (79 E%), i.e. rich in coconut oil, induced a postprandial pro-
inflammatory response relating to several inflammatory genes in subcutaneous adipose tissue
(CD16a, IL4B, IL-6, IL-6R and TNFe) and muscle tissue (MCP-1, IL-6R, CD16a, LEP, TLR4
and TNFe). Additionally, plasma IL-6 concentration increased in response to medium-chain SFA
consumptiorf? In this regard, SFA appears to be able to modulate gene expression in important
sources of inflammatory markers, such as PBMCs and adipose tissue.

Regarding the effect of MUFA consumption on inflammatory gene expression in
subcutaneous adipose tissue, acute MUFA intake (72 E%) containing macadamia nut oil induced
a postprandial anti-inflammatory response (ADIPOQ) in healthy subjects. However, it also
increased the pro-inflammatory gene expression (TNFRSF1A), but in a less pronounced manner
than did SFA (79 E%) derived from coconut oil intdk&loreover, a long-term MUFA (20 E%)
dietary intervention, mainly in the form of refined olive oil, among abdominally obese subjects for
eight weeks, also resulted in downregulation or unchanged expression of pro-inflammatory genes
in subcutaneous adipose tissue, compared with a SFA diet 89%se results indicate that
MUFA can also exert a pro-inflammatory response, but only weakly, compared with SFA
consumption. In fact, unlike SFAs, unsaturated fatty acids such as oleate acid were unable to
activate the NLRP3 inflammasome and thereby stimulatéBliproduction.’® However, other
mechanisms may be involved in the inflammatory response mediated by MUFA intake, which can
elicit a pro or anti-inflammatory response.

Among subjects at higher risk of type 2 diabetes, an acute postprandial intervention of
MUFA breakfast (72 E%) containing macadamia nut oil showed that several inflammatory genes
were upregulated in subcutaneous adipose tissue (MCP-1§, ILE-6, IL-6R, TNFo and
TNFRSF1A). However, healthy subjects showed upregulation of proinflammatory genes
(TNFRSF1A) but also of anti-inflammatory ones such as ADIP&)@etabolic syndrome patients

also showed an increased postprandial response of inflammatory genes (p65, MCP-1, IL-6 and IL-
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1B) and anti-inflammatorygenes (IxkBa) in subcutaneous adipose tissue, regardless of the quality

of dietary fat (SFA from animal fat, 38 E%; MUFA mainly from olive oil, 43 E%; or n3 PUFA,
1.24 g)?° These results suggest that pro-inflammatory expression of adipose tissue would be
expected among obesity-related diseases. This has been correlated with overproduction of pro-
inflammatory adipocytokines. As mentioned earlier, obesity and type 2 diabetes can elicit a
pronounced postprandial inflammatory respdtise.

Furthermore, the major characteristic of the Mediterranean diet is a high amount of MUFA
(around 20 E%), mainly from olive oil intak&.The Mediterranean dietary pattern has been
correlated with reduced cardiovascular morbidity and mort&§This diet has been encouraged
because of its relationship with an improved cardiovascular profile, including its favorable effect
on blood pressure, insulin sensitivity, lipid profiles, lipoprotein particles, oxidative stress, carotid
atherosclerosis and inflammatiéh/? In a study investigating the effect of consumption of a diet
rich in extra-virgin olive oil (MUFA,; 21 E%) containing additional Mediterranean components (i.e.
fatty fish, unrefined grain products, nuts, legumes and red wine), no effect was found on PBMC
inflammatory genes. The same result was obtained from a MUFA intervention (20 E%) consisting
of refined olive oil added to a Western-type diet. The Mediterranean diet reduced the plasma
concentrations of pro-inflammatory proteins (IB-and MIP-1a) after an eight-week intervention,
but this change did not significantly differ from interventions consisting of MUFA (20 E%) or SFA
(19 E%)3° Higher fruit and vegetable consumption has been correlated with lower plasma
concentration of CRP and downregulation of pro-inflammatory genes (ICAM-1, IL1-R1, IL-6,
TNF-a and NF-kB1) in PBMCs.*°

In addition to high MUFA content, olive oil contains other minor biologically active
components (e.g. polyphenols and carotendftishich have been shown to downregulate human
genes (IFNy, Rho GTPase-activating protein 15 (ARHGAP15) and IL-7R) relating to the
inflammatory proces& Thus, essential nutrients such as folate, vitamin C and magnesium, and
other bioactive compounds (e.g. flavonoids and carotenoids) that can be found in a Mediterranean
dietary pattern, along with olive oil, could be responsible for its anti-inflammatory properties, in
addition to the MUFA content. Thus, the factors mentioned may not accurately reveal the role of

MUFA diets in relation to the inflammatory response.
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Polyunsaturated fatty acids (PUFA) such n-3 and n-6 fatty acids are essential nutrients for
health. Recent studies have identified potential benefits from n3 PUFA consumption for a wide
range of conditions, including enhancement of the lipid préfded reduction of coronary heart
disease eventsand breast cancer ri$kAmong severely obese patients (> 40 kg/m?) who were
scheduled to undergo elective bariatric surgery, n3 PUFA supplementation (3.36 g/day) over an
eight-week period showed downregulation of chemokine promoter genes (MCP-1¢NHH1 A
and CD40) and a tendency towards reducing IL-6 and increasing anti-inflammatory gene
expression of adiponectin in subcutaneous tissue, but not in visceral adipose tissue, in comparison
with the control group! Additionally, dyslipidemic subjects exhibited higher numbers of
downregulated pro-inflammatory genes after long-term supplementation with n3 PUFA (2.7 g/day)
consisting of fish oil, over a 12-week period, in contrast with subjects with normal lipid levels.
Moreover, n3 PUFA showed immune-modulatory and anti-inflammatory capability, through
downregulating several pro-inflammatory genes and giving rise to balanced up and downregulation
of anti-inflammatory genes, particularly regarding dyslipidemic subfécsmong elderly
individuals, long-term n3 PUFA supplementation via fish oil (26 weeks) showed downregulation
of inflammatory pathways in PBMC gene profiles, through 1.8 g/day of EPA/ESHA.

Thus, consumption of n3 PUFA seems to improve the inflammatory condition associated
with metabolic disorders, in relation to obesity, including insulin resistance and hyperinsulinemia.
However, consumption of 1.8 g/day of n3 PUFA via fish oil capsules did not affect inflammatory
genes in PBMCs or inflammatory markers (CRP, IL-6 and BNk insulin-resistant subjects
with a mean body mass index of 29.9 k§fistandard error of the mean, SEM, 0.9 k§)/rafter
eight weeks of supplementatiéhin fact, studies have shown divergences regarding the beneficial
effects relating to n3 PUFA consumption among individuals with type 2 diabetes mellitus, probably
due to the genetic background associated with ethnicity, considering that Asian individuals appear
to benefit from supplementation, unlike those of Western ofigifh’® Furthermore, n3 PUFA
intake (3.5 E%) of plant origin (2.1 E%) and marine origin (1.4 E%) over a 14-week period did not
affect the adipose tissue inflammation in overweight to moderately obese subjects (28233%kg/m
In duodenal tissue, Labonté et al. evaluated the inflammatory response among obese patients with
type 2 diabetes following a n3 PUFA intervention (3 g/day) from fish oil for eight weeks. The
results failed to demonstrate any significant effect from n3 PUFA supplementation on the gene
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expression of pro-inflammatory cytokines in duodenal ¢eéliEhese authors suggested that the
lack of effect was attributable to the low expression of those markers and therefore that they were
unlikely to be further modified. However, their study focused on a small number of markers (IL-6,

IL-18 and TNFe) and did not assess any anti-inflammatory markers.

FINAL CONSIDERATIONS

In summary, the studies reviewed here indicate that MUFA intake and n3 PUFA intake
exhibit anti-inflammatory profiles or at least a less pronounced pro-inflammatory response,
particularly in comparison with SFA consumption. However, some conflicting results have been
described in comparing the inflammatory effects between them. The variability in doses of MUFA
(20 E% to 72 E%) and n3 PUFA (0.4 g to 23.7 E%) that were used in interventions may have led
to these conflicting results. In addition, the variability in intestinal microbiota among individuals
seems to be involved in this postprandial inflammatory response. In this regard, the adaptation of
gut microbiota over time may be relevant, especially in comparing acute and long-term effects, but
this remains to be determined.

Some other limitations that complicate direct comparisons between the studies deserve
further attention. There are differences between the specific populations investigated (i.e. in
relation to age, sex, genotype, presence of low-grade inflammation and health status).
Methodological factors such as study design, dietary intervention (types of oils, percentage fat and
dietary components) and intervention period also differed between the studies reviewed here.
Moreover, inflammatory responses were assessed in different tissues (adipose tissue, duodenal
tissue, muscle, PBMCs and whole blood), and the inflammatory markers that were screened also
differed between the studies. Nevertheless, there is a lack of consensus regarding which biomarker
is best for determining inflammation in human nutritional stutfiés.this regard, a combination
of multiple inflammatory markers appears to be more informétibey intervention studies have
generally focused on a small number of biomarkers instead of several, such as in analyses using
microarray methodology. Little emphasis has been placed on anti-inflammatory markers. Thus,

regarding the best choice for SFA replacement, limited evidence can support MUFA or PUFA as
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a better substitute. Identifying the optimal fat profile for inflammatory control may be a promising
approach for treating chronic diseases.

CONCLUSIONS

The evidence indicates that inflammatory gene expression is regulated by the type of fat
consumed. In this regard, saturated fatty acid (SFA) consumption has been correlated with a pro-
inflammatory response upregulating several genes relating to inflammatory pathways, such as
CD16A, MCP-1, MMP-9, IL-1, IL6, TNFa and p65, in PBMCs and adipose tissue. On the other
hand, monounsaturated fatty acid (MUFA) and polyunsaturated fatty acid (PUFA) consumption
exhibit an anti-inflammatory profile and a less pronounced pro-inflammatory response, particularly
in comparison with SFAs. Thus, partial replacement of SFA with MUFA or PUFA could be a
workable nutritional strategy. However, the evidence for indicating the best unsaturated fatty acid
for replacing SFAs remains limited. Identifying the optimal fat profile for inflammatory control
may be a promising approach for treating chronic diseases. A larger number of studies is necessary
in order to elucidate the beneficial inflammatory modulation induced by consumption of these
unsaturated fats.
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Identification

Eligibility Screening

Included

Database searching:
Cochrane Library (n = 48)
LILACS/Bireme (n = 2)
PubMed (n = 44)

94 records identified through database
searching

Duplicate articles

(n=40)

Title and abstract screening
(n=54)

y

Full-text review
(n=23)

References excluded
In vitro/animal study (n = 4)
Subject characteristics (n = 12)
Poster session abstracts (n = 3)
Review articles (n = 2)

Others (n = 10)

14 articles included

References excluded
Subject characteristics (n = 3)

Others (n = 6)
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Figure 1. Literature search process.

We excluded references if they consisted of an in vitro @nalnstudy; because of some characteristics of the participants
(pregnancy, lactation, menopause, athlete, hormonal treatment, alcohad aleggendence, chronic iliness such as hepatic, renal,
thyroid or cardiac dysfunction, or acute inflammation process)tloeyfwere poster session abstracts, review articles or other types
(non-standard dietary interventions; studies on drug therapy; studies vattaysis on inflammation; dietary trial intervention
with fatty acid intake along with vitamin or mineral supplementatiordistuon heated oils; or studies without a clear difference

between the total polyunsaturated, monounsaturated and saturated fatynéeid that was used to compare the interventions).
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Table 1.Database search results

Database

Search

Filters

Results

Cochrane
Library

("gene expression” OR "RNA" OR
"mMRNA" OR "gene") AND (("saturated
fatty acid" OR "saturated fatty acids" O}

"SFA" OR "SFAs") OR
("monounsaturated fatty acid" OR
"monounsaturated fatty acids" OR
"MUFA" OR "MUFAs") OR

("polyunsaturated fatty acid" OR
"polyunsaturated fatty acids" OR "PUFA
OR "PUFAs") AND ("inflammation" OR
"inflammatory” OR "proinflammatory")

Title, abstract,
keywords in trials

48 articles

2 animdin vitro

studies

3 poster sessio

abstracts

43 clinical trials

LILACS

("gene expression” OR "RNA" OR
"MRNA" OR "gene") AND (("saturated
fatty acid" OR "saturated fatty acids" Ol

"SFA" OR "SFAs") OR
("monounsaturated fatty acid" OR
"monounsaturated fatty acids” OR
"MUFA" OR "MUFAs") OR

("polyunsaturated fatty acid" OR
"polyunsaturated fatty acids" OR "PUFA
OR "PUFAs")) AND ("inflammation" OR
"inflammatory" OR "proinflammatory")

No filter

2 articles

2 reviews

PubMed

("gene expression” OR "RNA" OR
"MRNA" OR "gene") AND (("saturated
fatty acid" OR "saturated fatty acids" Ol

"SFA" OR "SFAs") OR
("monounsaturated fatty acid" OR
"monounsaturated fatty acids” OR
"MUFA" OR "MUFAs") OR

("polyunsaturated fatty acid" OR
"polyunsaturated fatty acids" OR "PUFA
OR "PUFAs")) AND ("inflammation" OR

"inflammatory" OR "proinflammatory")

Title/abstract in
clinical trials on
humans

44 articles

4 animalin vitro

studies

40 clinical trials
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Table 2. Summary of the studies selected

years

postprandial

Year, authors Subjects Study design | . Dietary Duration Postprandial Inflammatory
intervention intervention gene markers
3 groups (N/A RNA  microarray
Clinical trial E% from fat): analysis (encoding
_ . " | - High n3 PUFA 17,699 genes) in
2009, n=111 randomized, )
] . (EPA/DHA): PBMCs, measureq
Bouwens et| M/F: 66/45 double-blind, 18 a/d 26 weeks - in fasti od
al.?® Age: 66-80 years | controlled -© giday In fasting period a
) ’ arallel ' - Control baseline and afte
P (sunflower oil): the intervention
4.0 g/day period.
RNA  microarray
analysis (encoding
n=20 2 groups (N/A 17,699 genes) i
2009, van Dijk | M/F: 10/10 Clinical trial, | E% from fat): 8 weeks . SAT, measured i
etal3 Mean age: 4560 | parallel - SFA: 19 E% fasting period at
years - MUFA: 20 E% baseline and afte
the intervention
period.
3 groups:
High fat (38 E% Breakfast (60
TNF-o, IL-6 and
. . from fat): E% from fat): >
2009, n =20 clincal tal, | sa; 22 96 -SFA:35 E0 | MOP-1 In PBMCS,
Jiménez- M/F: 20/0 " | -MUFA: 24 E% | 4 weeks | - MUFA: 36 .
) ” . crossover, period and 3, 6 an
Gomez et ak* | Mean age: N/A ostprandial Low fat (< 30% E% O h after the
postp E% from fat): - n3 PUFA| oo
- n3 PUFA (ALA): 4 E% ’
(ALA): 2 E%
4 groups:
i 0,
High fat _(38 E% Breakfast (65
from fat): .
. E% from fat):
- SFA: 16 E% .
. - SFA: 38 E%
- MUFA: 20 E% - MUEA: 43
- . Low fat (28 E% ’ p6S, IxkBa, IkBp2,
_ Clinical trial, ) E%
n =239 randomized from fat): - LEHCC n3: IL-6, MCP-1 and
2011, Meneseqd M/F: 14/25 " | - LFHCC n3: "I IL-1B in  SAT,
25 . 4 controlled, | 12 weeks | supplement . .
et al. Mean age: ~ 5 supplement with - measured in fastin
parallel, with 1.24 g of ;
years . 1.24 g/day of n3 period and 4 h afte
postprandial n3 PUFA
PUFA ) LEHCC: the breakfast.
- LFHCC: 1.2 )
Iday Sl_JppIement
9 with  placebo
supplement  of
capsules
control
(sunflower oil)
ADIPOR1,
ADIPOR2, MCP-
1, IL-1p, IL-6, IL-
6R, CD16A, LEP,
S011 n=34 Clinical trial, Eg/eigﬁ'tfat()w LEPR, RBP4,
T M/F: 11/23 randomized, | Standard diet: ) . = | TLR4, TNFo
Pietraszek et M . 0 lday | -SFA:79E%
al.23 ean age: ~50 | crossover, 24 E% from fat - MUFA: 72 AND TNFRSF1A

E%

in muscle and SAT
measured in fastin
period and 3 h 3(
min  after the
breakfast. Also,
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Year, authors Subjects Study design| . Dletary Duration I?ostpran@al Inflammatory
intervention intervention gene markers
ADIPQ was
determined in SAT|
RNA  microarray
2 groups: analysis (encoding
n=16 - . - n3 PUFA: 1.8 37,804 genes) in
ZR?J:(Lj}(’owska et M/F: 719 ggnc;garlrlwiztggl’ g/day 8 weeks - PBMCs, measure(
al3 Mean age: 57 . coover |- n3 PUFA FP: at baseline ang
) years 1.8 g/day + fish after the
protein intervention
period.
3 groups:
High fat (38 E% Breakfast (60| p65, [kBo, MCP-1,
Clinical trial from fat): E% from fat): | MIF-1, MMP-9
2012, n=20 randomized "| - SFA: 22 E% -SFA:35E% | and IL-6 in
Camargo et | M/F: 10/10 crossover " | -MUFA: 24 E%| 4 weeks | - MUFA: 36 | PBMCs, measure(
al.?s Mean age: 67 year| ostoran d’ial Low fat (< 30% E% in fasting period
postp E% from fat): - n3 PUFA| and 1, 2 and 4
- n3 PUFA (ALA): 4 E% | after the breakfast.
(ALA): 2 E%
4 groups:
i 0,
High fat (38 E% Breakfast (65
from fat): .
. E% from fat):
- SFA: 16 E% . o
- MUEA: 20 E% - SFA: 38 E%
) - MUFA: 43| TNF-a, IL-6, IkB-
- . Low fat (28 E% o
n=75 Cllnc:lcal.trlgl, from fat): E% a, p65, MCP-1,
2012, Cruz-| MIF: 28/47 randomized, | LEHCC  n3: - LFHCC n3:| MIF, MMP-9 in
27 . controlled, | 12 weeks| supplement PBMCs, measureq
Teno et al? Mean age: ~ 5§ supplement with . X . .
ears parallel, 1.24 a/day of n3 with 1.24 g of| in fasting period
y postprandial P.UFA? y n3 PUFA and 2 and 4 h afte
- LEHCC: 1.0 - LFHCC: | the breakfast.
/day sqpplement
9 with  placebo
supplement  of]
capsules
control
(sunflower oil)
3 groups (37-40 RNA _microarray
. analysis (encoding
_ E% from fat): .
n=49 _SFA: 19 E% 17,699 genes) i
2012, van Dijk | M/F: 22/27 Clinical trial, i v PBMCs, measured
30 . d - MUFA: 20% | 8 weeks - X ) .
et al. Mean age: ~ 5§ parallel E% in fasting period at
from MUFA .
period.
Shake (87 E%
from fat): IL-1B, IL-8, MCP-
Clinical trial, - SFA: 46.5| 1, NFkB1 and
2012 van Diik n=42 randomized, Low-fat meal: E% TNF-a. in PBMCs,
ot al 22 1\ MIF: 4210 double-blind, N/A ’ lday |- MUFA: 72| measured in fastin
) Age: 50-70 years | crossover, E% period and 2 and 4
postprandial - n3 PUFA| h after the
(EPA/DHA): breakfast.
23.7E%
n =140 Clinical trial, | 2 groups: Consumption gr:\la'? Se;mcroa;rrg%
2012, Schmidt| M/F: 40/0 randomized, | - n3 PUFA 12 weeks of capsules of Wh0|)(/3‘ blood at
et al3® Mean age:~ 40 | double-blind, | (EPA/DHA): the dietary .
: : baseline, after 1
years controlled, 2.7 g/day intervention.
and 12 weeks o
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Year, authors Subjects Study design| . Dletary Duration I?ostpran@al Inflammatory
intervention intervention gene markers
parallel, - Control (n6 supplementation
postprandial | PUFA):  3.05 (long-term effect).
g/day (LA) Also 4 h after
intake of capsuleg
(postprandial
response).
MCP-1, MIPda,
2 groups (30 E% IL-6, ADIPOQ,
- . from fat): HIF1A and TGF-
n=>55 Clinical trial
. ) . | - n3 PUFA B1, CD68, CD163,
;03112’ Itariu et m22n46$96_~ - L":‘)':S%Tézded' (EPA/DHA): 8 weeks - MRC1 and CD40
: e ge: el | 3.36 grday in SAT and VAT,
y P - Control after the
(butter): 5 g/day intervention
period.
TNF-o, IL-6,
2 groups (~34 ICAM-1, CD14,
=24 Clinical trial, | E% from fat): CD206, CD284,
o randomized, | - n3 PUFA: 3.5 MCP-1 and SAA1l
2073, Kratzet| W/F-8110  _ single-biind, | E% 14 weeks . in SAT, collected
: ears g€ 7 controlled, - Control: 0.5 at baseline ang
y parallel E% from n3 after the
PUFA intervention
period.
2 groups: ) )
Clinical trial, | - n3 PUFA .”‘ 6,1L-18, TNFa
_ . ; in duodenal
2013, Labonté n=12 randomized, | (EPA/DHA): samples, collecte
25 M/F: 12/0 double-blind, | 3.0 g/day 8 weeks - Samples, -
etal. . . in fasting period at
Mean age: 54 year| controlled, - Control: blend
the end of eac
crossover of corn and . .
. intervention.
soybean oil

n = number of subjects; M/F = male/female; N/A = not available; SFAuratad fatty acids; MUFA = monounsaturated fatty
acids; n3 PUFA = n3 polyunsaturated fatty acids; LFHCC n3 = high coroatbrhydrate supplemented with n3 PUFA; LFHCC
= high complex carbohydrate supplemented with placebo; ALA = a-linolenic acid; LA = linoleic acid; E% = % of energy intake;
PBMC = peripheral blood mononuclear cells; SAT = subcutaneous adipsge; VAT = visceral adipose tissue; ADIPOR =
adiponectin receptor; ADIPQ = adiponectin gene; CD14, CD163, CD16A0&D284, CD40, CD68 = macrophage markers;
HIF 1o = hypoxia-induced factor la; ICAM-1 = intercellular adhesion moleculeiL = interleukin; IkB = inhibitor of NF-kB; LEP

= leptin; LEPR = leptin receptor; MCP-1 = monocyte chemoattractateip-1; MIF = macrophage migration inhibitory factor;
MIP-1 = macrophage inflammatory proteinMMP-9 = matrix metalloproteinase 9; MRC1 = mannose receptor C type 1; NFkB1
= nuclear factor kappa-B subunit 1; p65 = nuclear p65 protein; RB&thsl binding protein 4; SAA1 = serum amyloid Al; TGF-
B1 = transforming growth factor p1; TLR4 = Toll-like receptor 4; TNFe = tumor necrosis factor alpha; TNFRSF1A = tumor
necrosis factor receptor superfamily member 1A.

*Mediterranean (MED) diet components high in MUFA from extra-virgin aivand containing additional MED components (i.e.
fatty fish, unrefined grain products, nuts, legumes and red wine).

§The SFA meal was high in coconut oil with 49 E% from mediunmircB&A (predominantly lauric acid) and 30 E% from long-

chain SFA (predominantly myristic acid).
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