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RESUMO 

 
A Passiflora setacea (PS) é uma espécie de maracujá silvestre encontrada no Cerrado brasileiro, 
popularmente conhecida como maracujá-do-sono, rica em compostos bioativos. Estudos recen-
tes têm mostrado que a polpa do PS tem efeitos antiestresse e também promove melhora do 
sono noturno. Há correlações entre uma dieta rica em compostos bioativos e a modulação da 
inflamação e do estresse oxidativo na prevenção de doenças crônicas não transmissíveis, como 
Diabetes Tipo 2 e doenças cardiovasculares. Embora essas correlações ainda estejam sendo 
estudadas, a pesquisa atual sugere que esses efeitos estão relacionados à capacidade dos com-
postos bioativos de modular a expressão e produção de mediadores inflamatórios, como citoci-
nas e de atuarem em certas vias de sinalização celular. Este estudo teve como objetivo investigar 
o efeito do consumo de suco de PS em biomarcadores metabólicos e inflamatórios, assim como 
o perfil de expressão gênica global de voluntários do sexo masculino com sobrepeso. Voluntá-
rios do sexo masculino com excesso de peso participaram de um estudo duplo cego controlado 
por placebo (PB) de quatro fases. Fase I, 12 voluntários com refeições brancas controladas 
ingeriram uma dose de 150g de suco PS e PB em um hotel para dosar marcadores bioquímicos; 
Fase II, 8 voluntários ingeriram uma dose de 150g de suco PS e PB em crossover para extração 
de RNAm de PBMC. Na fase III, 15 voluntários ingeriram uma dose de 50g, 150g de PS e PB 
em crossover para dosar marcadores bioquímicos; e Fase IV, 9 voluntários ingeriram 50g de 
PS e PB por 14 dias em crossover. Amostras de sangue foram coletadas antes (t0h) e 3h (t3h) 
(Fases I, II e III) e 15 dias após (Fase IV) ingestão do suco PS ou PB enquanto os voluntários 
estavam em jejum. Foram avaliados marcadores bioquímicos como glicose, insulina, HOMA 
IR, HOMA BETA, HDL e triglicerídeos e marcadores imunológicos como INF-y, TNF, IL-6, 
IL-10, IL-2, IL-4 e IL-17A. Dados de IMC, circunferência da cintura e consumo de alimentos 
ricos em polifenóis também foram coletados. Observou-se que o consumo de uma única dose 
de suco PS reduziu estatisticamente os níveis de insulina basal, HOMA IR e IL-17A, enquanto 
aumentou os níveis de HDL após 3h. Após consumo prolongado por duas semanas, o suco de 
PS contribuiu para a redução dos níveis circulantes de IL-6. A dose única de suco de PS foi 
capaz de modular negativamente a expressão de 1327 genes e potenciais fatores de transcrição 
e miRNA podem estar envolvidos no processo. Existem poucos estudos na literatura que mos-
tram o efeito de alimentos ricos em compostos bioativos sobre esses biomarcadores em huma-
nos. A literatura indica que os flavonoides presentes na polpa do PS são responsáveis por me-
lhorar a sinalização da via da insulina por diversos mecanismos, inclusive por meio de suas 
propriedades anti-inflamatórias. Os genes modulados negativamente decodificam proteínas en-
volvidas na redução da sensibilidade e secreção da insulina e no aumento da produção de qui-
miocinas, danos ao tecido vascular e distúrbios neuropsiquiátricos. O consumo de suco de PS 
tem demonstrado efeitos benéficos sobre marcadores potencialmente inflamatórios e sobre a 
expressão gênica de células mononucleares do sangue periférico em indivíduos com sobrepeso, 
sendo uma possível e importante ferramenta na prevenção de DT2 e DCV em grupos de risco. 
Mais estudos para elucidar os mecanismos de ação desses resultados são necessários para me-
lhor compreensão desses efeitos.  
Palavras-chave: Passiflora setacea, compostos fenólicos, resistência à insulina, doenças crô-
nicas não transmissíveis, citocinas, IL-17A, IL-6, insulina, HDL, frutas nativas 
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ABSTRACT 

 
Passiflora setacea (PS) is a wild passion fruit species found in the Brazilian savannah, popu-
larly known as sleep-passion fruit, rich in bioactive compounds. Recent studies have shown 
that the pulp of PS has anti-stress effects and also improves nocturnal sleep. There are correla-
tions between a diet rich in bioactive compounds and modulation of inflammation and oxidative 
stress in the prevention of chronic diseases, such as Diabetes Type 2 and cardiovascular dis-
eases. Although these correlations are still being studied, the current research suggests that these 
effects are related to the ability of bioactive compounds to modulate the expression and pro-
duction of inflammatory mediators, such as cytokines and to act in certain cell signaling path-
ways. This study aimed to investigate the effect of PS juice consumption on metabolic and 
inflammatory biomarkers, as well as the global gene expression profile of overweight male 
volunteers. Overweight male volunteers partook in a four-phase double blind placebo-con-
trolled study. Phase I, 12 volunteers with controlled white meals ingested one dose of 150g of 
PS juice and placebo drink (PB) at a hotel to dose biochemical markers; Phase II, 8 volunteers 
ingested one dose 150g of PS juice and PB in crossover for mRNA extraction of PBMC. Phase 
III, 15 volunteers ingested one dose of 50g, 150g of PS and PB in crossover to dose biochemical 
markers; and Phase IV, 9 volunteers ingested 50g of PS and PB for 14 days. Blood samples 
were collected before (t0h) and 3h (t3h) (Phases I, II and III) or 15 days (Phase IV) after PS 
juice or PB ingestion while the volunteers were fasting. Biochemical markers such as glucose, 
insulin, HOMA IR, HOMA BETA, HDL and triglycerides and immune markers such as INF-
y, TNF, IL-6, IL-10, IL-2, IL-4 and IL-17A were evaluated. BMI, waist circumference and 
polyphenol rich food consumption data were also collected. It has been found that the consump-
tion of a single dose of PS juice statistically reduced basal insulin, HOMA IR, and IL-17A 
levels while increased levels of HDL. After prolonged consumption for two weeks, PS contrib-
uted to the reduction of circulating levels of IL-6. The single dose of PS was capable of nega-
tively modulate the expression of 1327 genes and potential transcription factors and miRNA 
may be involved in the process. There are a few studies in the literature that show the effect of 
food rich in bioactive compounds on those biomarkers in humans. The literature indicates that 
the flavonoids present in the PS pulp are responsible for improving the signaling of the insulin 
pathway by several mechanisms, including through their anti-inflammatory properties. The 
genes negatively modulated decode proteins involved in reducing insulin sensitivity and secre-
tion and increasing chemokine production, vascular tissue damage and neuropsychiatric disor-
ders. The consumption of PS juice has been shown to have beneficial effects on potentially 
inflammatory markers and gene expression of peripheral blood mononuclear cells in over-
weight individuals and may be an important tool in the prevention of DT2 and CVD in at-risk 
groups. More studies to elucidate the action mechanisms for said results are necessary to better 
understand these effects.  
Key words: Passiflora setacea, phenolic compounds, insulin resistance, chronic noncommuni-
cable diseases, cytokines, IL-17A, IL-6, insulin, HDL, native fruits 
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RESUMEN 

 
La Passiflora setacea (PS) es una especie de maracuyá silvestre que se encuentra en el Cerrado 
brasileño, conocida popularmente como maracuyá dormida, rica en compuestos bioactivos. Es-
tudios recientes han demostrado que la pulpa de PS tiene efectos antiestrés y también mejora el 
sueño nocturno. Existen correlaciones entre una dieta rica en compuestos bioactivo y la modu-
lación de la inflamación y el estrés oxidativo en la prevención de enfermedades crónicas no 
transmisibles, como la Diabetes tipo 2 y las enfermedades cardiovasculares. Aunque estas cor-
relaciones aún se están estudiando, la investigación actual sugiere que estos efectos están rela-
cionados con la capacidad de compuestos bioactivo para modular la expresión y producción de 
mediadores inflamatorios, como las citocinas, y para actuar en ciertas vías de señalización ce-
lular. Este estudio tuvo como objetivo investigar el efecto del consumo de jugo de PS sobre los 
biomarcadores metabólicos e inflamatorios, así como el perfil de expresión génica global de 
voluntarios masculinos con sobrepeso. Voluntarios varones con sobrepeso participaron en un 
estudio de cuatro fases, doble ciego, controlado con placebo. Fase I, 12 voluntarios con comidas 
blancas controladas ingirieron una dosis de 150 g de jugo de PS y PB en un hotel para medir 
marcadores bioquímicos; Fase II, 8 voluntarios ingirieron una dosis de 150 g de jugo de PS y 
PB en forma cruzada para extraer ARNm de PBMC; En la fase III, 15 voluntarios ingirieron 
una dosis de 50 g, 150 g de PS y PB en forma cruzada para medir marcadores bioquímicos; y 
Fase IV, 9 voluntarios ingirieron 50 g de PS y PB durante 14 días en forma cruzada. Se recogi-
eron muestras de sangre antes (t0h) y 3h (t3h) (Fases I, II y III) y 15 días después (Fase IV) de 
la ingestión del jugo de PS o PB mientras los voluntarios estaban en ayunas. Se evaluaron mar-
cadores bioquímicos como glucosa, insulina, HOMA IR, HOMA BETA, HDL y triglicéridos 
y marcadores inmunológicos como INF-y, TNF, IL-6, IL-10, IL-2, IL-4 e IL-17A. También se 
recogieron datos sobre IMC, perímetro de cintura y consumo de alimentos ricos en polifenoles. 
Se encontró que el consumo de una sola dosis de jugo de PS redujo estadísticamente los niveles 
de insulina basal, HOMA IR e IL-17A, mientras aumentaba los niveles de HDL después de 3 
horas. Después de un consumo prolongado durante dos semanas, el jugo de PS contribuyó a la 
reducción de los niveles circulantes de IL-6. La dosis única de jugo de PS fue capaz de modular 
negativamente la expresión de 1327 genes y los factores potenciales de transcripción y miARN 
pueden estar involucrados en el processo. Existen pocos estudios en la literatura que demuestren 
el efecto de los alimentos ricos en CB sobre estos biomarcadores en humanos. La literatura 
indica que los flavonoides presentes en la pulpa del PS son los responsables de mejorar la seña-
lización de la vía de la insulina mediante varios mecanismos, entre ellos sus propiedades antii-
nflamatorias. Los genes modulados negativamente decodifican las proteínas implicadas en la 
reducción de la sensibilidad y la secreción de insulina y en el aumento de la producción de 
quimiocinas, el daño al tejido vascular y los trastornos neuropsiquiátricos. El consumo de jugo 
de PS ha demostrado efectos beneficiosos sobre marcadores potencialmente inflamatorios y 
sobre la expresión génica de células mononucleares de sangre periférica en individuos con so-
brepeso, siendo una posible e importante herramienta en la prevención de DT2 y ECV en grupos 
de riesgo. Se necesitan más estudios para dilucidar los mecanismos de acción de estos resulta-
dos para comprender mejor estos efectos.  
Palabras clave: Passiflora setacea, compuestos fenólicos, resistencia a la insulina, citocinas, 
IL-17A, IL-6, insulina, HDL, frutos nativos. 
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Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), as doenças crônicas não transmissí-

veis (DCNT) são responsáveis por 71% das mortes em todo o mundo, levando a óbito 15 mi-

lhões de pessoas com idades entre 30 e 69 anos. As doenças mais prevalentes são as cardiovas-

culares, seguidas de câncer, doenças respiratórias e diabetes (WHO, 2018). Ao mesmo tempo, 

o número total de pessoas que sofrem de depressão ou outros transtornos mentais comuns, como 

ansiedade, foi estimado em mais de 300 milhões de pessoas em 2015 (WHO, 2017). Esses 

transtornos são os maiores contribuintes para a desabilidade populacional e representam um 

custo importante para o sistema de saúde (WHO, 2006). Portanto, marcadores de estilo de vida 

estressantes, como estresse emocional, dieta pouco saudável (alto teor de açúcar, sódio, carne 

vermelha e ácidos graxos trans, mas baixa ingestão de frutas e vegetais), sobrepeso (MELAKU 

et al., 2018) e baixa atividade física (KOOLHAAS et al., 2017) aumentam a incidência de do-

enças cardiovasculares (DCV) e outras DCNT. Esses fatores de risco de estilo de vida contri-

buem para o quadro de hipertensão, hiperglicemia, hiperinsulinemia,  hiperlipidemia 

(PEREIRA et al., 2018; WHO, 2018), obesidade (WHO, 2018), alta produção de citocinas in-

flamatórias (PELUSO et al., 2012) e perfil gênico pró-inflamatório (MILENKOVIC et al., 

2011) e estão associados a doenças crônicas inflamação de baixo grau e inflamação vascular 

(KLÖTING; BLÜHER, 2014). 

Uma maior ingestão de frutas e vegetais está associada a um menor risco de todas as 

causas de mortalidade associadas a DCV e DCNT, particularmente às doenças relacionadas 

com a inflamação (WANG et al., 2014). Alimentos à base de plantas são fontes de uma varie-

dade de compostos bioativos, como terpenoides (carotenoides, componentes do óleo essencial, 

fitoesteróis), polifenóis (compostos de flavonoides e não flavonoides), compostos de enxofre 

(glucosinolatos e sulfinatos de aliados), alcaloides (DEL RIO et al., 2013) e poliaminas (MU-

ÑOZ-ESPARZA et al., 2019), cujo nível de ingestão está ligado à proteção contra doenças 

crônicas, incluindo doenças cardiovasculares, cânceres e doenças neurodegenerativas 

(DENNY; BUTTRISS, 2007; MUÑOZ-ESPARZA et al., 2019). Vários efeitos benéficos têm 

sido relacionados ao consumo desses compostos como atividades antioxidantes e anti-inflama-

tórias (MUÑOZ-ESPARZA et al., 2019; TURATI et al., 2015). Esses efeitos benéficos derivam 

da capacidade relatada de alguns compostos bioativos em modular a sinalização celular, a ex-

pressão de genes-chave e a produção de citocinas (BARBER-CHAMOUX et al., 2018). As 

espécies do gênero Passiflora têm sido estudadas devido aos seus efeitos sedativos, ansiolíticos, 

anti-inflamatórios, antioxidantes e anticancerígenos (APPEL et al., 2011; DHAWAN; 
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DHAWAN; SHARMA, 2004). Passiflora setacea D.C (PS) é uma espécie de maracujá silves-

tre do Cerrado brasileiro, popularmente conhecida como “maracujá do sono”. O consumo do 

seu fruto tem sido tradicionalmente associado à modulação do sono (BOMTEMPO et al., 2016). 

Polpa e sementes de PS foram recentemente identificadas como ricas em compostos bioativos 

particularmente em C-glicosídeos de flavonoides (GOMES et al., 2017), e também homoorien-

tina, vitexina, isovitexina e orientina em teores mais elevados do que aqueles encontrados em 

Passiflora edulis, açaí (Eurydema oleracea), e suco de laranja (DE CARVALHO; DE 

OLIVEIRA; COSTA, 2018). Eles também revelaram propriedades antioxidantes e antimicro-

bianas in vitro (DE SANTANA et al., 2015; SANTANA, 2015). Esses efeitos são potencial-

mente associados à presença de vitamina E e outros compostos bioativos como terpenoides, 

poliaminas e polifenóis, especialmente orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina 

(BOMTEMPO et al., 2016; DE CARVALHO; DE OLIVEIRA; COSTA, 2018; GOMES et al., 

2017; SANTANA, 2015). Foi relatado que esses compostos exercem efeitos antioxidantes, anti-

inflamatórios, vasculares, neuroprotetores, ansiolíticos e antidepressivos e melhora da perfor-

mance cognitiva em situações de estresse (KENNEDY et al., 2017; KU; KWAK; BAE, 2014; 

LEE; KU; BAE, 2014; MUHAMMAD et al., 2019; SOULIMANI et al., 1997; WANG et al., 

2013). 

As dietas à base de plantas são reconhecidas por seus efeitos benéficos na modulação 

de fatores de risco intermediários para distúrbios baseados em inflamação (TURNER-

MCGRIEVY et al., 2015), e as frutas constituem os principais contribuintes para esses efeitos 

(ZHAO et al., 2017). No entanto, estudos clínicos enfocando as propriedades de saúde dos fru-

tos do Cerrado brasileiro, bem como os potenciais mecanismos moleculares subjacentes, inclu-

indo a modulação da expressão de genes em humanos, permanecem escassos. Portanto, o obje-

tivo do estudo foi avaliar o efeito do consumo de polpa de PS sobre biomarcadores metabólicos 

e inflamatórios em voluntários do sexo masculino com excesso de peso, bem como avaliar o 

impacto no perfil de expressão gênica global em células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC), usando análises de microarranjos. 
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PARTE 1 - CARACTERIZAÇÃO DO PROBLEMA DA PESQUISA E DOS 
MÉTODOS DE INVESTIGAÇÃO 

 

Na parte 1 da tese são apresentados dois capítulos, referentes à revisão de literatura e aos mé-

todos de pesquisa científica adotados neste trabalho. 

No capítulo 1 são apresentadas informações de relevância para a caracterização do problema 

da pesquisa: o panorama de saúde mundial e brasileiro, os fatores e mecanismos associados ao 

desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis, o conceito e os aspectos históricos 

dos alimentos funcionais, o efeito biológico e a química dos compostos fenólicos bioativos, 

frutos da biodiversidade brasileira ricos nesses compostos, incluindo as espécies de passifloras. 

Ainda nesse contexto, são abordadas informações sobre a biodisponibilidade dos compostos 

presentes nas passifloras e na espécie de estudo, Passiflora setacea. Finalmente, discutem-se 

os avanços na ciência da nutrição com o estudo da nutrigenômica e os métodos estatísticos 

necessários em ensaios clínicos. 

No capítulo 2, apresentam-se a justificativa, a hipótese do problema de pesquisa e os objetivos 

do trabalho. Também são descritos os procedimentos de montagem dos experimentos, o deli-

neamento experimental, os métodos de análise dos marcadores bioquímicos e nutrigenômicos. 
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CAPÍTULO 1 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

1. Panorama de Saúde Mundial e Brasileiro  

 

1.1 Incidência das Doenças Crônicas Não Transmissíveis (DCNT) 
  

 As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) são responsáveis por 71% dos óbitos 

em todo o mundo, levando à morte de 15 milhões de pessoas com idades entre 30 e 69 anos. 

As doenças mais prevalentes são as doenças cardiovasculares, seguidas por cânceres, doenças 

respiratórias e diabetes (WHO, 2018). Segundo dados coletados em 2013 pela Pesquisa Nacio-

nal de Saúde (PNS) realizado pelo Ministério da Saúde, cerca de 40% da população adulta 

brasileira possui pelo menos uma DCNT, o equivalente a 57,4 milhões de brasileiros. A hiper-

tensão e a diabetes são as doenças de maior magnitude no território brasileiro, com maior inci-

dência na população de baixa escolarização (FIOCRUZ, 2014). Ainda mais da metade de adul-

tos acima de 18 anos estão com sobrepeso no Brasil, de acordo com a Figura 1 (BRASIL, 

2020a). Considerando que o sobrepeso na meia-idade (50 anos) está associado com aumento 

de 20 a 40% de mortalidade por todas as causas (ADAMS et al., 2006) esses dados populacio-

nais devem ser levados em consideração. 
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Figura 1. Percentual de homens (A) e mulheres (B) (≥ 18 anos) com excesso de peso (IMC ≥ 25 kg/m2), segundo 
as capitais dos estados brasileiros e o Distrito Federal. Vigitel, 2018. 
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1.2 Fatores de risco associados às DCNT 
 

Ao mesmo tempo, o número total de pessoas que sofrem de depressão ou outros trans-

tornos mentais comuns, como a ansiedade, foi estimado em mais de 300 milhões em 2015. 

Esses transtornos são os maiores contribuintes para a incapacidade global e representam um 

importante custo (WHO, 2017). Um estilo de vida estressante marcado por estresse emocional 

(LEE et al., 2015), uma alimentação desbalanceada (rica em açúcar, sódio, carne vermelha e 

ácidos graxos trans-saturados associada a baixo consumo de frutas e hortaliças) (KUROTANI 

et al., 2016; MELAKU et al., 2018; TURATI et al., 2015), sobrepeso e baixa atividade física 

(KOOLHAAS et al., 2017) aumentam a incidência de doenças cardiovasculares (DCV) e outras 

DCNT. Esses fatores de risco promovem hipertensão, hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperli-

pidemia (PEREIRA et al., 2018; WHO, 2018; YAMAMOTO et al., 2019), obesidade (WHO, 

2018), alta produção de citocinas inflamatórias, como IL-17A (PELUSO et al., 2012), perfil 

gênico pró-aterosclerótico (MILENKOVIC et al., 2011), disrupção do ciclo circadiano 

(MCALPINE; SWIRSKI, 2016; MORRIS et al., 2017; TAN; SCOTT, 2014) e alteração da 

expressão de neurotransmissores (REICHE; NUNES; MORIMOTO, 2004). Tais marcadores 

estão associados à inflamação crônica de baixo grau (ICBG) e à inflamação vascular 

(KLÖTING; BLÜHER, 2014). 

 Visando reduzir a incidências dessas doenças, a ciência da nutrição tem buscado se 

aprofundar nos mecanismos de ação dos nutrientes e dos compostos bioativos dos alimentos, 

elucidando como eles atuam em nível molecular e como ocorre a interação desses compostos 

com os genes e as proteínas. Dessa forma, as pesquisas no campo da nutrição tem englobado 

os aspectos da biologia molecular, surgindo assim, a ciência da nutrigenômica (COMINETTI; 

ROGERO; HORST, 2017).  

 

2. Desenvolvimento das DCNT e mecanismos envolvidos 

 

2.1 Inflamação crônica de baixo grau (ICBG) 
 

 O padrão de estilo de vida moderno leva ao estresse oxidativo, à desregulação metabó-

lica e à ativação de cascatas inflamatórias, aumentando a incidência de obesidade, diabetes tipo 

2 (DT2), doenças cardiovasculares (DCV), esteatoses hepáticas e cânceres associados, além do 
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aumento de quadros de ansiedade e comportamentos depressivos, acentuando, assim, o desen-

volvimento e o agravamento das outras comorbidades. Algumas dessas condições agrupadas 

são caracterizadas em um estado de “síndrome metabólica” e tem a inflamação crônica de baixo 

grau (ICBG) como denominador comum (CALDER et al., 2011; CATRYSSE; VAN LOO, 

2017). 

 

2.2 Insulina: mecanismos de ação e vias de sinalização 
 

A insulina é um hormônio peptídico anabólico secretado pelas células β pancreáticas e 

peça-chave no metabolismo dos carboidratos e dos lipídios. O seu estímulo principal para a sua 

produção é o aumento pós-prandial dos níveis de glicose e aminoácidos circulantes. A insulina 

atinge as suas células efetoras, como miócitos, adipócitos e hepatócitos, ativando a translocação 

dos portadores de glicose insulina-dependentes (GLUT), como o GLUT-4, aumentando a cap-

tação periférica de glicose, reduzindo assim, seus níveis no sangue. Os tecidos muscular esque-

lético e adiposo e o fígado são responsáveis por estocar o excesso de energia não utilizada na 

forma de glicogênio ou triglicerídeos (ŚWIDERSKA et al., 2020). 

 

2.2.1 Distúrbios na cascata sinalizatória, Inflamação & Resistência insulínica 
 

A insulina também estimula a lipogênese, inibe a lipólise e reprime a gliconeogênese 

no fígado (NEWSHOLME; DIMITRIADIS, 2001). Dessa forma, constantes altas concentra-

ções de insulina levadas pelos constantes níveis elevados de glicose, aumentam a formação de 

gordura corporal e a longo prazo, visceral, além de gerar sobrecarga dos mecanismos de estoque 

energético nos tecidos e órgãos-alvo da insulina, no cérebro e no endotélio. Essa sobrecarga 

caracterizada por concentrações intracelulares supra fisiológicas de glicemia e outros nutrien-

tes, favorece o estresse metabólico via estresse do retículo endoplasmático, a disfunção mito-

condrial e o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) com consequente 

disfunção celular. Esse estado oxidativo ativa a cascata inflamatória por ativação de macrófagos 

e produção de citocinas como IL-6, TNF-α, IL-17A, IL-1β que por sua vez, ativam a via do 

NF-kB, uma família de proteínas que atuam como fator de transcrição de diversos genes que 

retroalimentam a inflamação. Esse cenário inflamatório crônico de baixo grau afeta as vias de 

sinalização da insulina (CALDER et al., 2011; ODEGAARD; CHAWLA, 2013). 
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Em condições metabólicas normais, a insulina se liga ao seu receptor de membrana es-

pecífico. O receptor de insulina (RI) é uma glicoproteína heterotetramérica com atividade qui-

nase composta por duas subunidades extracelulares (α), e duas subunidades intracelulares (β). 

A ligação da insulina à subunidade α, gera alteração conformacional (dimerização) e a autofos-

forilação da subunidade β, ativando o RI. O RI ativado fosforila diversos substratos proteicos, 

conhecidos como IRS (insulin receptor substrate), em tirosina. A partir dessa etapa de fosfori-

lação do IRS, inicia-se a transdução de sinal por meio das duas principais vias sinalizadoras: a 

Ras/MAPK, envolvida na regulação da expressão de genes que desempenham papel no cresci-

mento e na diferenciação celular e a PI3K/AKT, a responsável pela ação metabólica da insulina 

- translocação do GLUT4 das vesículas citoplasmáticas para a membrana celular e influxo de 

glicose (via AKT) (ŚWIDERSKA et al., 2020), como demonstrado na Figura 2. 
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Figura 2. Esquema da interação direta entre as vias de sinalização inflamatória e da insulina. A cascata de sinali-
zação da insulina se ramifica em duas vias principais. A via PI3K-Akt medeia a ação da insulina no metabolismo 
de nutrientes, incluindo a captação de glicose. A via da proteína quinase ativada por mitogênio Ras (MAPK) 
medeia o efeito da insulina na expressão gênica, mas também interage com a via de PI3K-Akt para controlar o 
crescimento e a diferenciação celular. A ativação do receptor de insulina leva à fosforilação da tirosina do substrato 
do receptor de insulina (IRS) 1, iniciando assim a transdução do sinal. A estimulação da via inflamatória do NF-
kB, via ativação de receptores tipo Toll (TLR) por ácidos graxos livres (AGL), resulta na ativação de serina qui-
nases, Ikkb, que reduz a capacidade de sinalização de IRS1. Os reguladores negativos relacionados de proteínas 
IRS incluem o óxido nítrico (ON), espécies reativas de oxigênio (EROs) e as citocinas IL-6 e TNF- α, que são 
induzidos pela inflamação e promovem a degradação de IRS. ON também reduz a atividade de PI3K-Akt por 
nitrosilação do Akt. Adaptado e traduzido de Calder et al. (CALDER et al., 2011). 
 
 
 A PI 3-quinase (PI3K) é uma molécula intracelular essencial para o transporte de gli-

cose. A AKT é uma proteína quinase que, além de ativar a captação de glicose dependente de 

insulina a partir da ativação da PI3K, também estimula a síntese de glicogênio no fígado e no 

músculo esquelético. Esses distúrbios na cascata sinalizadora da insulina acometem o surgi-

mento da resistência insulínica e de diversas doenças e essas disfunções estão muito relaciona-

das à alterações na via PI3K/AKT (ŚWIDERSKA et al., 2020). Os distúrbios da cascata sina-

lizadora desenvolvem-se a partir de diversos mecanismos. Um deles é a alta concentração cir-

culante das citocinas IL-6, TNF-α e IL-1β que se ligam a receptores, reduzindo a cascata sina-

lizadora e a função do RI (DE LUCA; OLEFSKY, 2008). Outro mecanismo é a ativação da 

fosforilação do IRS em resíduos de serina em vez de tirosina, resultando na redução da habili-

dade sinalizatória do substrato. Esse mecanismo ocorre através de enzimas como ERK, JNK, 

mTOR e IKkB (quinase inibidora do NFkB). Um terceiro mecanismo, decorrente da ativação 
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da IkKb via ativação de receptores do tipo Toll (TLR) e a consequente ativação da via do NFkB. 

O aumento da expressão e da produção intracelular de IL-6 e TNF-α resultante também inter-

ferem na via P13K/AKT (LI et al., 2007; ŚWIDERSKA et al., 2020).  

Os TLR tem a suas expressões aumentadas na obesidade e os adipócitos e macrófagos 

em maior número, produzem mais ácidos graxos livres (AGL) via estimulação adrenérgica que 

por sua vez, ativam esses receptores (LIN et al., 2000; SUGANAMI et al., 2007). A reduzida 

expressão dos TLR está associada à proteção contra o desenvolvimento da resistência insulínica 

(SHI et al., 2006). Além disso, a lipoproteína de alto densidade (HDL) em bom número e qua-

lidade, atua na metabolização e transporte reverso desses AGL, reduzindo assim, a ativação das 

cascatas de inflamação e na migração de macrófagos. Esse é um mecanismo importante também 

na prevenção da formação de placas ateroscleróticas que são formadas por quantidade excessiva 

de AGL fagocitados por macrófagos, transformados em células espumosas (JAIPERSAD et al., 

2014; RADER; HOVINGH, 2014).  

A IL-17A é uma citocina pró-inflamatória secretada por células-T auxiliares (Th17) na 

obesidade e nas patologias associadas, como inflamação do tecido adiposo (VEGA-CÁRDE-

NAS et al., 2019). Por ativar a via do NF-kB, a citocina induz o aumento da produção de outras 

citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, IL-1β e IL-6, ajudando assim a retroalimentar a 

inflamação (BOSTEEN et al., 2014; MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009).   

A IL-2 é uma citocina comumente conhecida por promover a proliferação e a função 

das células T. Entretanto, estudos recentes têm demonstrado o efeito de pequenas doses dessa 

citocina na melhora da tolerância da resposta imune inflamatória por alguns mecanismos. Pri-

meiramente, essa citocina ativa a STAT 5, uma proteína adaptadora capaz de interferir na sina-

lização intracitoplasmática via receptor da IL-6 a partir do bloqueio da proteína adaptadora 

STAT 3. Essa cascata ativada por IL-2 promove, desta a forma, a redução da sinalização de IL-

6.  E a STAT 3, por sua vez, é uma proteína necessária para ativar a diferenciação das células 

TCD4 virgem em Th17 (PARK et al., 2005; ZHENG; WANG; HORWITZ, 2008). Ou seja, a 

produção de IL-2 é capaz de modular negativamente as vias da IL-6 e IL-17. Outro mecanismo 

de modulação das vias inflamatórias pela IL-2 é via expansão e ativação das células T regula-

doras (Treg) (YE; BRAND; ZHENG, 2018). 

Diferentemente de quadros infecciosos, a ICBG é um quadro metabólico silencioso que 

permeia mecanismos inflamatórios em níveis moderados que se perpetuam durante anos e dé-

cadas (ODEGAARD; CHAWLA, 2013). 
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3. Alimentos funcionais  

 

3.1 Conceito, histórico e legislação  
 

Uma alimentação rica em frutas e hortaliças e os componentes associados a esses ali-

mentos como fibras, nutrientes e outros compostos bioativos, assim como a redução do con-

sumo de produtos industrializados e de produtos animais é de extrema importância para a ma-

nutenção da saúde e a prevenção de DCNT (BRASIL, 2014).  

 O conceito de alimentos funcionais originou-se no Japão em meados da década de 1980, 

em referência a alimentos que, além de suas funções básicas nutricionais, demonstram benefí-

cios fisiológicos ou que reduzam o risco de incidência de DCNT. Nos países da América do 

Norte, Europa e Oceania, começou-se a identificar e a definir como alimentos funcionais os 

gêneros alimentícios que contêm ingredientes naturais que promovem melhoras em certas vias 

metabólicas. Tais alimentos recebem um selo de aprovação do Ministério da Saúde do país e 

apresentam suas alegações de saúde, ou claims, de acordo com a regulamentação de cada 

país/região (COSTA; ROSA, 2016). 

 No Brasil, não é definido pela legislação o termo alimento funcional, mas avalia-se e 

aprova-se a alegação de propriedade funcional e propriedade de saúde. Também se estabelece 

as diretrizes para sua utilização e condições de registro (BRASIL, 1999). Para este objetivo, a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) conta com a contribuição de instituições 

como universidades (Departamento de Nutrição da UFMG e o Observatório de Políticas de 

Segurança Alimentar e Nutrição OPSAN da UnB), Organização Pan-americana de Saúde 

(OPAS), International Life Sciences Institute (ILSI) e a indústria de alimentos (COSTA; 

ROSA, 2016). 

 Esse arcabouço de parcerias entre instituições de pesquisa é extremamente importante, 

pois é necessário o robusto levantamento de evidências científicas para as solicitações de ale-

gação de propriedade funcional, definida como “papel metabólico ou fisiológico que o nutriente 

ou não nutriente desempenha no crescimento, no desenvolvimento, na manutenção e em outras 

funções normais do organismo humano” ou de propriedade de saúde, definida como “aquela 

que afirma, sugere ou implica a existência de relação entre o alimento ou ingrediente e uma 

doença ou condição relacionada com saúde”. Para isso, estudos de composição química, ensaios 

bioquímicos, ensaios clínicos e estudos epidemiológicos são indispensáveis. 
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3.2 Compostos fenólicos presentes nos alimentos funcionais: classes e estrutura química
  
 Os compostos fenólicos, ou polifenóis, fazem parte da família de compostos bioativos 

naturais e conferem cor e sabor às flores, frutas, folhas dos vegetais (MARZOCCHELLA et al., 

2011). Eles são compostos secundários sintetizados pelas plantas a partir do aminoácido feni-

lalanina com 8000 estruturas diversas já relatadas (HARBORNE, 1995). Estes compostos se 

caracterizam por uma estrutura química comum, derivada do benzeno, ligada a um grupo hi-

drofílico. Estes compostos compreendem uma grande variedade de compostos e são classifica-

dos em diferentes grupos de acordo com o número de anéis aromáticos e os elementos estrutu-

rais que ligam esses anéis (DEL RIO et al., 2013). Os compostos fenólicos não são essenciais 

para o crescimento mas atuam nos processos de pigmentação (frutas, flores, sementes e folhas), 

sinalização (entre plantas, agentes polinizadores e microorganismos) (YAMAGISHI et al., 

2010), defesa (contra micro-organismos) e na proteção contra raios ultravioleta (CROZIER, 

2007; WINKEL-SHIRLEY, 2001).   

Os polifenóis são classificados em dois grandes grupos, os flavonoides e os não fla-

vonoides: ácidos fenólicos, estilbenos, taninos e cumarinas, vide Figura 3. Os flavonoides são 

compostos fenólicos de 15 carbonos com dois anéis aromáticos conectados a uma ponte de três 

carbonos e são divididos nas principais subclasses: flavonas, presentes na salsa, cebola, aipo; 

flavonóis, encontrados em alimentos como a cebola, tomate, cereja, maçã, chás e uva;  flavan-

3-óis, encontrados principalmente no cacau e vinho tinto; isoflavonas, encontradas em legumi-

nosas, na soja e em seus derivados; antocianidinas, encontradas no vinho, tucum, açaí; e flava-

nonas, presentes nas frutas cítricas (MARIKO; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2017; 

MARZOCCHELLA et al., 2011; RATHEE et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2013). Essa última 

subclasse pode ser encontrada como apigenina-6-C-glucosídeo (isovitexina), apigenina-8-C-

glucosideos (vitexina), luteolina-8-C-glucosideo (orientina), luteolina-6-C-glicosideo (homoo-

rientina) (DEL RIO et al., 2013). 
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Figura 3. Esquema de classificação dos compostos fenólicos. Fonte: (FERREIRA; ABREU, 2007) (Adaptado). 
 
 
3.3 Compostos fenólicos e efeitos na saúde humana 
 

Há diversas evidências sobre o efeito dos polifenóis a médio e longo prazo na prevenção 

de DCNT como DCV, DT2 e nos distúrbios cognitivos (APPEL et al., 2011; NABAVI et al., 

2015; SPENCER; CROZIER, 2016).Vários efeitos benéficos foram relacionados ao consumo 

desses compostos, como atividades antioxidantes, anti-inflamatórias, antimicrobianas e anti-

cancerígenas (FELICIANO et al., 2015; TURATI et al., 2015). Tais compostos são capazes de 

modular receptores, de ativar enzimas, e de atuar na sinalização celular e na expressão gênica 

(KURIYAMA et al., 2006; SERGENT et al., 2010). 

Os mecanismos pelos quais os polifenóis previnem ou retardam o surgimento de DCNT 

são diversos. Esses compostos são capazes de reduzir ou inibir a ação de enzimas como a óxido 

nítrico sintase (iNOS), COX, LOX e PLA2 ou também de inibir a atividade do fator de trans-

crição NF-κB, reduzido assim, a produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas e a 

expressão de moléculas de adesão vascular e intracelular e de quimiocinas (BARBER-
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CHAMOUX et al., 2018; DEL RIO et al., 2013; HABAUZIT et al., 2015; MARZOCCHELLA 

et al., 2011; MILENKOVIC et al., 2011). Assim, os compostos fenólicos ajudam a controlar a 

hipertensão, a formação de placas ateroscleróticas e resistência à insulina, como descrito no 

item 2.2.1. 

 

4. Biodiversidade brasileira e sua riqueza em compostos bioativos 

 

4.1 O bioma Cerrado e seus frutos 
  

 A biodiversidade brasileira é uma das maiores do mundo, com cerca de 55.000 espécies 

de plantas catalogadas, sendo 46% endêmicas (FORZZA, 2010). Porém, relata-se investigação 

de apenas 0,4% da flora (BRASIL, 2012). Esses dados elencam o Brasil como abrigo de dois 

hotspots mundiais (áreas prioritárias de conservação) de biodiversidade: Mata Atlântica e Cer-

rado (BRASIL, 2020b).  

 Conhecido como “o berço das águas” por fornecer 40% da água doce do país, alimen-

tando 8 das 12 principais bacias hidrográficas brasileiras, o Cerrado é também a savana mais 

biodiversa do mundo, e o segundo maior bioma do Brasil, ocupando quase 25% do território 

brasileiro (RIBEIRO; WALTER, 1998). Esse bioma abriga cerca de 200 espécies de plantas 

medicinais e de 400 outros tipos de produtos vegetais que podem ser utilizados para alimenta-

ção humana. Sob o olhar econômico, mais de 50 espécies de frutos típicos do Cerrado são fonte 

de renda de diversas comunidades, sendo o Cerrado morada de mais de 25 milhões de pessoas 

(REDE CERRADO, 2020) . 

 Os frutos do Cerrado são amplamente utilizados na medicina popular (ROESLER; 

LORENCINI; PASTORE, 2010) são ricos em micro, macronutrientes e compostos bioativos 

que podem contribuir para prevenção de DCNT (MARIKO; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2017; 

SIQUEIRA et al., 2013). Ainda assim, essa fonte única de frutos ainda é pouco explorada 

(INFANTE et al., 2016). O Cerrado já perdeu 1/3 em vegetação nativa em 35 anos, o que re-

presenta quase 30 milhões de hectares (MAPBIOMAS, 2019). Esse ecossistema sofre risco de 

extinção até 2030 devido ao desmatamento para a pecuária, que ocupa 44% de território cerra-

tense e para o cultivo de commodities como a soja. Vale ressaltar que apenas 2,2% do Cerrado 

é oficialmente protegido (MARRIS, 2005). A pouca valorização dessas espécies e dos saberes 

populares oriundos das comunidades indígenas e quilombolas potencializam esse dízimo da 

nossa biodiversidade.  
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4.2 Passifloras nativas e as propriedades de saúde associadas 
 

As espécies do gênero Passiflora são ricas em polifenóis, e possuem propriedades ex-

ploradas pela medicina popular local. Cerca de 96% das suas espécies estão distribuídas nas 

Américas, principalmente Brasil e Colômbia (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; 

KARPIŃSKI*, 2020). Nos últimos anos, o Brasil gerou uma produção anual superior a 900.000 

toneladas de maracujá da espécie Passiflora edulis Sims (CORRÊA et al., 2016; REDE CER-

RADO, 2020). Os extratos de maracujás das espécies P. edulis Sims Passiflora alata Curtis e 

Passiflora incarnata L, entre outras, possuem valor comercial em nível global por meio da 

indústria farmacêutica, nutracêutica, de autocuidado, e de alimentos e bebidas (INDUSTRY 

REPORT, 2019). A polpa de diversas espécies contém fibras e polifenóis, incluindo flavonoi-

des (CAZARIN et al., 2016). 

 

4.2.1 Passiflora setacea: composição química e efeitos na saúde dos seus compostos 
 

As passifloras são muito estudadas devido a seus efeitos antioxidantes, anti-inflamató-

rios, ansiolíticos, antidepressivos e protetores vasculares e neuronais (APPEL et al., 2011; 

CAZARIN et al., 2014; DA SILVA et al., 2013; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; 

KU; KWAK; BAE, 2014; LEE; KU; BAE, 2014; MUHAMMAD et al., 2019; 

NAGAPRASHANTHA et al., 2011; SHAL et al., 2018; SOULIMANI et al., 1997; WANG et 

al., 2013). A espécie Passiflora setacea é um fruto silvestre do Cerrado, com 70% do peso em 

polpa e sementes, como visto na Figura 4, e também possui revelado propriedades antioxidantes 

e antimicrobianas contra bactérias Gram negativas in vitro (DE SANTANA et al., 2015; 

SANTANA, 2015). Esses efeitos potencialmente são devidos à presença de vitamina E e de 

compostos bioativos. 
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Figura 4. Passiflora setacea BRS Pérola do Cerrado – (A) ramagem; (B) flores e fruto; (C) frutos; (D) casca, 
polpa e sementes. Fonte: (COSTA et al., 2015). 

 

 

Quanto aos efeitos validados na literatura dos flavonoides já identificados na polpa de 

Passiflora setacea (DE CARVALHO; DE OLIVEIRA; COSTA, 2018), a vitexina exibe efeitos 

antioxidante, anti-inflamatório, antimetastático, antitumoral (WEI et al., 2014; YANG et al., 

2013), antidepressivo (CAN; DEMIR ÖZKAY; ÜÇEL, 2013) e anticonvulsivante (ESMAIL 

ABBASI et al., 2013). Orientina e isoorientina apresentam efeitos vasculares, citoprotetores e 

anti-inflamatórios (KU; KWAK; BAE, 2014; LEE; KU; BAE, 2014; ZUCOLOTTO et al., 

2009). Devido ao seu poder de diminuir o estresse oxidativo, o tratamento com orientina e 

isoorientina demonstrou melhorar os déficits cognitivos em camundongos com modelo de do-

ença de Alzherimer (YU et al., 2015). Foi demonstrado que orientina, isoorientina, vitexina e 

extrato de planta de isovitexina possuem propriedades ansiolíticas (SOULIMANI et al., 1997) 
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e inibem a expressão de iNOS, COX-2, IL-6, TNF-α in vitro (NAM et al., 2017). A hesperitina 

demonstrou atenuar a neuroinflamação induzida por LPS, reduzindo a expressão de citocinas 

inflamatórias e geração de espécies reativas de oxigênio como nível de Nrf2 melhorado no 

cérebro de camundongo (MUHAMMAD et al., 2019). Essa flavanona também apresentou efei-

tos anti-inflamatórios em ensaios in vitro (CHANG et al., 2016). Sua forma glicosídica, a hes-

peridina, tem demonstrado impacto na expressão gênica relacionada ao perfil anti-inflamatório 

e anti-aterogênico em humanos (MILENKOVIC et al., 2011) e apresenta efeito positivo na 

função vascular também em humanos (HABAUZIT et al., 2015; MORAND et al., 2011). 

 Os ácidos fenólicos, como os ácidos clorogênico e dihidroferúlico, são encontrados na 

polpa de PS e apresentam alta atividade antioxidante, embora não tenham sido capazes de pro-

teger lipoproteína de baixa densidade (LDL) da oxidação induzida por ferro (GÓMEZ-RUIZ; 

LEAKE; AMES, 2007). Metabólitos do ácido clorogênico também foram capazes de parcial-

mente reduzir hiper reatividade de plaquetas induzida por estresse oxidativo (RECHNER, 2004; 

STALMACH et al., 2009). Outro metabólito do ácido clorogênico, ácido dihidrocafeico, foi 

capaz de eliminar ROS intracelular (HUANG; DE PAULIS; MAY, 2004) e reduzir citotoxici-

dade e produção de IL-6 (POQUET; CLIFFORD; WILLIAMSON, 2008). Poliaminas também 

identificadas na PS (BOMTEMPO et al., 2016), apresentam efeitos antioxidantes e neuropro-

tetores (KALAČ, 2014). 

 As sementes, a polpa e a casca de Passiflora setacea são fontes de vitamina E e com-

postos bioativos como carotenoides, terpenoides, poliaminas e polifenóis, especialmente as fla-

vanonas. A hesperetina, um composto da classe das flavanonas típico de frutas cítricas também 

está presente na polpa (BOMTEMPO et al., 2016; DE CARVALHO; DE OLIVEIRA; COSTA, 

2018; DE SANTANA et al., 2015; GADIOLI et al., 2018; GOMES et al., 2017; MORAIS et 

al., 2015; SANTANA, 2015). A polpa de Passiflora setacea contém maiores teores de orientina 

que os encontrados em suas folhas (0,48 mg/g b.s.) e nas folhas da P. edulis f. edulis (0,48 mg/g 

b.s). Ela possui também maiores teores de orientina e vitexina que o suco de açaí (E. oleracea) 

(0,35-0,55 mg/g b.s. e 0,62 mg/g b.s., respectivamente) e maiores teores de isoorientina que os 

encontrados nas folhas de P. edulis f. flavicarpa (0,58 mg/g b.s.) e P. edulis f. edulis (0,46 mg/g 

b.s.)  (GOMES et al., 2017). A polpa também possui um conteúdo de hesperetina maior que o 

encontrado em suco de laranja fresco (0,11 mg/g b.u.) e conteúdo similar ao do suco de limão 

fresco (0,14 mg/g b.u.), de acordo com o USDA Database for the Flavonoid Content of Selected 

Foods (n.d.). Dados internos não publicados da Embrapa Cerrados mostram a presença dos 
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ácidos siríngico, ferúlico, p-cumárico, sináptico, o-cumárico e cafeico na polpa de Passiflora 

setacea. 

 O consumo de alimentos ricos nesses compostos tem demonstrado exercer atividades 

anti-inflamatórias e corroboram a menor incidência de doenças crônicas e cânceres 

(MARZOCCHELLA et al., 2011; RATHEE et al., 2009). O metabolismo desses compostos é 

bastante conhecido e estudado em animais, porém há poucos dados robustos em seres humanos 

(COSTA; ROSA, 2016). 

  

5. Biodisponibilidade  

 

5.1 Biodisponibilidade dos compostos fenólicos 
 

A metabolização dos polifenóis presentes em alimentos começa na cavidade oral. A 

mastigação tem um papel importante na transformação de alimentos, uma vez que a ação me-

cânica perturba a estrutura do alimento e permite a liberação de compostos. O metabolismo de 

compostos fenólicos glicosilados iniciam-se assim que entram em contato com as enzimas gli-

cosidases das bactérias na cavidade oral (VELDERRAIN-RODRÍGUEZ et al., 2014). A passa-

gem do alimento pelo estômago é essencial para promover a degradação da matriz. Algumas 

substâncias podem sofrer hidrólise durante a passagem estomacal e uma pequena porção pode 

ser absorvida no intestino delgado, principalmente as agliconas que são formas menos comple-

xas que as formas glicosiladas (GONTHIER et al., 2003). Ainda assim, alguns estudos ex vivo 

em ratos mostraram que a absorção de ácidos fenólicos pode ocorrer no nível gástrico ou em 

porções do intestino, como jejuno, íleo e cólon (LAFAY et al., 2006; ZHAO; 

MOGHADASIAN, 2010). 

No entanto, grande parte dos compostos chega intacta ao intestino grosso, o que sugere 

que o processo mais importante para a modificação e a estabilidade dessas substâncias esteja 

relacionado às reações promovidas pela microbiota intestinal (CORREA-BETANZO et al., 

2014). No cólon, os polifenóis sofrem a ação das β-glicosidases, enzimas bacterianas intesti-

nais. Essas enzimas catalisam a hidrólise das ligações beta-glicosídicas, liberando agliconas 

que são absorvidas pelos enterócitos, antes de serem transportados para o fígado. Entretanto, 

existe ainda uma parcela que é degradada pela microbiota intestinal em diversos ácidos aromá-

ticos simples, o que reduz a taxa de absorção dos polifenóis (MORAND, 2012), conforme o 

esquema geral do processo representado na Figura 5.  
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Embora o fígado seja reconhecido como o principal órgão das reações de biotransfor-

mação, a maioria das substâncias fenólicas glicosiladas é metabolizada no intestino delgado 

pela ação de hidrolases de membrana celular intestinal e de enzimas da microbiota do intestino. 

Essas reações de primeira passagem ocorrem no intestino, permitindo o metabolismo prévio 

das substâncias, que, por sua vez, promovem a absorção  (SELMA; ESPÍN; TOMÁS-BARBE-

RÁN, 2009) .Essas substâncias são absorvidas no cólon e distribuídas através da corrente san-

guínea pelas proteínas plasmáticas ou transportadas para o fígado pela veia porta (SOUZA; 

CASANOVA; COSTA, 2015). 

Após as reações de conjugações intestinais e hepáticas, os polifenóis são encontrados 

no plasma sob a forma de metabólitos sulfatados, glucuronidados ou metilados (MANACH; 

DONOVAN, 2004), com exceção das antocianinas que são encontradas na forma de glicosídeos 

no sangue por conta do seu mecanismo de absorção diferenciado no estômago. Os compostos 

fenólicos têm sido detectados no plasma humano entre uma e sete horas após o consumo de 

alimento-fonte (MANACH et al., 2005). 

As formas circulantes são então transportadas no sangue ligadas à albumina sérica e 

liberadas nos tecidos-alvos. Todavia, não foi observado nenhum tipo de acúmulo de polifenóis 

nos tecidos, mesmo após exposição prolongada (MANACH et al., 2006), o que exige uma in-

gestão regular e contínua de produtos vegetais (MORAND, 2012). 

A ação das beta-glicosidases no processo de absorção é determinante para a melhor bi-

odisponibilidade e atividade biológica dos fenólicos no metabolismo humano (MAMMA; 

HATZINIKOLAOU; CHRISTAKOPOULOS, 2004). A molécula de açúcar (glicosídeo) é 

igualmente imprescindível na eficiência da absorção dos fenólicos pelo intestino (MORAND 

et al., 2000). Alguns estudos mostraram que glicosídeos de quercetina presentes em cebolas 

foram absorvidos de forma mais eficaz que na sua forma não-conjugada (aglicona pura) 

(HOLLMAN et al., 1999). 

O restante dos compostos não absorvidos é excretado pelas fezes ou em menor propor-

ção pela urina. O que é secretado pela bile, passa pelo duodeno e pode ser eventualmente reab-

sorvido graças à ação das enzimas bacterianas das partes distais do intestino, prolongando a 

ação desses compostos no organismo (TOMÁS-NAVARRO; VALLEJO; TOMÁS-BARBE-

RÁN, 2014). 

 
 



 
 

 

39 

 
Figura 5. Esquema geral do metabolismo dos polifenóis. Fonte: (MORAND, 2012) (adaptado e traduzido). 
 

 

Frente às informações trazidas, vê-se a importância do consumo do consumo do ali-

mento fonte de polifenóis comparado com suas formas isoladas. O estado de saúde do indivíduo 

é importante para a sua menor ou maior metabolização e absorção dos compostos. Também é 

importante conhecer a cinética de metabolização dos polifenóis presentes no alimento de inte-

resse.  

 

5.2 Biodisponibilidade dos compostos fenólicos presentes na Passiflora setacea 
 

Sobre os compostos conhecidamente presentes na polpa de PS, existem alguns estudos 

que norteiam o presente estudo. As flavanonas, como a hesperetina e naringenina são larga-

mente encontradas nos cítricos, sendo a mais famosa a sua forma glicosilada, hesperetina-7-O-

rutinosídeo (hesperedina) (DEL RIO et al., 2013). Mandal et al. (MANDAL et al., 2019) vali-

daram um método bioanalítico para a estimativa de hesperitina em plasma humano por espec-

trometria de massa de ionização por cromatografia líquida de elétron spray. Detectou-se a pre-

sença da molécula em até 4 horas, sendo que ela já é encontrada no plasma em 20 minutos após 

o consumo (MANACH et al., 2003). 

Em um estudo com indivíduos saudáveis que consumiram 250 mL de suco de laranja 

(Citrus sinensis) rico em hesperedina e naringenina e compostos de hesperedina, encontraram-
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se metabólitos no plasma em até 4,4 horas (MULLEN et al., 2008). Já no estudo de Stalmach 

et al. (STALMACH et al., 2009), após consumo de chá de rooibos contendo vitexina, isovite-

xina, orientina e homoorientina, não foram detectados metabólitos no plasma nem na urina. 

Uma possível explicação é que são compostos que não são absorvidos no intestino delgado ou 

intestino grosso e a microbiota pode não ser capaz de clivar a ligação entre açúcar e carbono 

(DEL RIO et al., 2013). Os demais estudos de biodisponibilidade desses polifenóis, em camun-

dongos ou ratos, apontam que a vitexina alcança seu pico plasmático em 2h e pode durar por 

até 4h. Já a isovitexina possui o pico de 1h30 com tempo de circulação de até 5h (BAI et al., 

2017).  

 Devido à riqueza e complexidade molecular das plantas nativas brasileiras, é de extrema 

importância o investimento em pesquisas que objetivam a elucidação dos compostos presentes 

e a biodisponibilidade dos mesmos.  

 

6. Nutrigenômica 

 

6.1 Marcadores e ferramentas ômicas na ciência da Nutrição 
 

 Os alimentos que comemos regularmente têm um grande potencial de afetar nosso ge-

noma e alterar as funções corporais (KASHANI et al., 2019). A nutrigenômica tem como ob-

jetivo investigar os efeitos dos nutrientes e dos compostos bioativos dos alimentos sobre a ex-

pressão gênica e suas repercussões na prevenção e tratamento de DCNT (HENDRIKS, 2013). 

Os estudos em nutrigenômica ajudam a nortear hipóteses científicas sobre como a alimentação 

pode modular diferentes vias metabólicas (NEEHA; KINTH, 2013), a monitorar a eficácia de 

intervenções nutricionais, a identificar genes e vias moleculares cruciais na prevenção/trata-

mento auxiliar, assim como a desenvolver alimentos funcionais ou com alegação de saúde 

(COMINETTI; ROGERO; HORST, 2017). 

 Os alimentos podem modular a expressão de genes de forma direta ou indireta. A pri-

meira forma decorre quando a substância interage diretamente com receptores nucleares ou 

fatores de transcrição, alterando assim, a taxa de transcrição dos genes-alvo desses elementos 

regulatórios. Esse é o caso de alguns carotenoides, ácidos graxos e outros nutrientes 

(COUSINS, 1999). Grande parte dos nutrientes e dos compostos bioativos modulam indireta-

mente a expressão gênica, por meio da ativação de cascatas de sinalização que decorrerá na 

translocação de determinado fator de transcrição do citoplasma para o núcleo, regulando a taxa 
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de transcrição gênica (COMINETTI; ROGERO; HORST, 2017). Compostos fenólicos como o 

resveratrol podem intervir em vias de sinalização celular atuando nas etapas pós-transcricionais, 

modulando a estabilidade do RNAm ou bloqueando a fosforilação do inibidor de kappa B (IkB) 

(RIST; WENZEL; DANIEL, 2006). 

 A atuação dos compostos fenólicos na via do fator nuclear κB (NF-κB) é um exemplo-

chave na prevenção ou no retardo do desenvolvimento de DCNT. O NF-κB refere-se a uma 

família de proteínas que exercem a função de fatores de transcrição e assim coordenam a ex-

pressão de muitos genes, dentre eles aqueles relacionados à apoptose, às respostas imunes inata 

e adaptativa, à adesão e proliferação celular, e à inflamação. No que diz respeito à inflamação, 

a via do NF-κB exerce um papel central, sendo responsável pela expressão de genes que codi-

ficam, por exemplo, citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas e moléculas de adesão endotelial, 

essenciais para a montagem da resposta inflamatória (PERKINS, 2007).  

 O NF-κB tem suas subunidades mantidas no citoplasma em grande parte das células 

não-estimuladas e na forma de dímeros ligados a proteínas inibidoras kappa B (IκBs). A família 

de IκBs é composta por nove membros: IκBα, IκBβ, IκBε, p100, p105, IκBγ, IκBζ, BCL-3 e 

IκBNS. Uma vez que a célula é estimulada, o complexo de IκB quinases (IKK), formado por 

duas subunidades catalíticas (IKKα ou IKK1 e IKKβ ou IKK2) e uma subunidade regulatória 

(IKKγ ou NEMO), é ativado, de modo que as subunidades catalíticas, formando homo ou he-

terodímeros, fosforilam uma IκB, marcando-a para ubiquitinação e degradação no proteossoma. 

Assim, os dímeros de NF-κB, separados da IκB, translocam-se para o núcleo, onde se ligam a 

sequências de DNA responsivas nos diversos genes-alvo, inibindo a transcrição destes genes 

(KARIN; BEN-NERIAH, 2000; PERKINS, 2007).    

 Um mecanismo que regula negativamente a expressão gênica são os RNAs de interfe-

rência (RNAi), os quais possuem duas moléculas funcionais principais: siRNAs (pequenos áci-

dos ribonucleicos de interferência) e miRNAs ou microRNAs. Os microRNAs são ribonucleo-

tídeos curtos de cadeia simples com um comprimento aproximado de 19–24 nucleotídeos 

(KASHANI et al., 2019). Eles podem regular a expressão do gene principalmente afetando os 

RNAs mensageiros (RNAm) (HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2011).  

O avanço na área de genômica nutricional foi beneficiado pelo desenvolvimento de fer-

ramentas ômicas que facilitam a análise de milhares de variações de genes transcritos, proteínas 

e metabólitos simultaneamente. Diferentemente do genoma, que compreende o conjunto de re-

giões gênicas e não gênicas contidas em um cromossomo, a análise do transcriptoma, mostra 
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somente os genes que estão transcritos (sintetizando RNAs) no momento em que o tecido foi 

isolado. O perfil de genes expressos é dependente do tipo do tecido e do ambiente a que este 

está submetido. Da mesma forma, a proteômica e a metabolômica mostrarão um retrato do 

tecido em termos de expressão de proteína e de compostos metabólicos no momento de sua 

avaliação (COSTA; MARTINS, 2010). Portanto, de acordo com a alimentação, os níveis de 

estresse que o organismo está submetido, o perfil dos genes expressos pode não ser o mesmo, 

o que é percebido na análise do transcriptoma, do proteoma ou do metaboloma (RIST; 

WENZEL; DANIEL, 2006). 

 

6.2 A tecnologia de Microarranjos de DNA (Microarrays) 
 

 A tecnologia de microarranjos de DNA (ou DNA-chip) é uma das principais ferramen-

tas para a análise transcriptômica, pois possibilita a avaliação de milhares de transcritos simul-

taneamente (ZHANG; YOU; XIAO, 2015)(JALURIA et al., 2007). A metodologia consiste em 

quantificar os RNAm que estão diretamente envolvidos com o nível de expressão de genes 

específicos. Os microarranjos de DNA compreendem coleções de segmentos de DNA de regi-

ões gênicas expressas, distribuídas em uma superfície sólida de forma ordenada. Cada DNA do 

arranjo tem um “endereço próprio”, uma posição individual, chamada spot (ou ponto). Cada 

spot contém, portanto, uma pequena quantidade de DNA devidamente imobilizada, denomi-

nada sonda. Os diferentes transcritos da amostra-alvo tende a se ligar somente à sua sonda 

devido à sequência complementar de nucleotídeos, que no caso, viria da expressão gênica do 

tecido estudado, sendo o processo chamado de “hibridização” (JALURIA et al., 2007). 

 O princípio do método de microarranjos visa a promover a hibridização dos cDNA – 

DNA complementar obtidos a partir do RNA mensageiro (RNAm) das amostras do estudo com 

as sondas imobilizadas no microarranjos que apresentam sequências similares aos genes da 

investigação. A etapa de conversão do RNAm para DNAc é necessária devido ao fato de o 

DNAc ser uma molécula mais estável que o RNAm, e portanto, com menor possibilidade de 

degradação das amostras no decorrer da análise. Uma vez obtido o DNAc, estes são amplifica-

dos por meio da reação de polimerização em cadeia (Polimerase Chain reaction – PCR) e mar-

cados com corante fluorescente, normalmente que podem estar ligados a cianina 3 ou 5 (Cy3 

ou Cy5).  
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Em geral, a análise de microarranjos é comparativa, ou seja, compara-se a taxa de trans-

crição dos genes obtidos de tratamentos diferentes, antes e depois de um determinado trata-

mento. Portanto, um dos tratamentos é marcado com Cy3, que emite a coloração verde, marca-

dor usado, normalmente, nas amostras obtidas antes do tratamento ou em amostras do primeiro 

tratamento, quando a comparação é entre tratamentos. E o tratamento (ou conforme o caso, o 

segundo tratamento) é marcado com Cy5, que emite luz vermelha. Uma vez obtidas as amostras 

marcadas, realiza-se a etapa de hibridização com os DNAc dos tratamentos marcados com as 

correspondentes sondas. Após a etapa, remove-se os DNAc que não se ligaram às sondas e o 

microarranjo é exposto a um feixe de raios laser, que permite identificar a emissão da fluores-

cência dos corantes. A intensidade da fluorescência é captada por leitores (scanners) e con-

forme a cor apresentada pelo spot é possível identificar se há variação na expressão gênica do 

gene do spot (COMINETTI; ROGERO; HORST, 2017). 

 

7. Ensaios clínicos e métodos estatísticos  

 

 A grande maioria dos estudos sobre os efeitos das plantas nativas brasileiras encontra-

dos na literatura são in vitro ou em animais. A realização de ensaios clínicos demanda altos 

investimentos e tempo. Esse tipo de estudo consiste na investigação sobre os efeitos da admi-

nistração de um produto em grupos de seres humanos, com o objetivo de comprovar a sua 

segurança, eficácia, dose recomendada e possíveis efeitos adversos. Para isso, algumas etapas 

são necessárias como o recrutamento dos participantes de pesquisa, infraestrutura e ambiente 

ético-regulatório  (GOMES et al., 2012). 

Pesquisas com seres humanos envolvem muitas variáveis como parâmetros bioquímicos e 

antropométricos podem exigir uma demanda de complexidade de análise e correlações entre 

tais variáveis. Especialmente no Brasil, pela natureza genética populacional muito diversa. É 

necessário assim, um método estatístico que ajude a avaliar as relações entre as variáveis cole-

tadas.  

A Análise multivariada de Componentes Principais (ACP) analisa os dados de maneira re-

ducionista, eliminando as sobreposições e escolhendo as melhores representações de dados, por 

meio de combinações lineares das variáveis originais. Essa análise é uma ferramenta importante 

quanto ao objetivo de reter ao máximo as informações de variação das variáveis e correlacionar 

com o efeito de cada tratamento analisado. 
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Nesta análise, cada componente principal é uma combinação linear de todas as variáveis 

originais e que são independentes entre si. A técnica agrupa os indivíduos de acordo com a sua 

variação, segundo suas variâncias, ou seja, segundo seu comportamento dentro da população 

(HONGYU; SANDANIELO; JUNIOR, 2016). Os gráficos são gerados a partir do propósito de 

redistribuir a variação observada nos eixos originais em um conjunto de eixos ortogonais não 

correlacionados (THOMAS, 1988).  

Os frutos da biodiversidade brasileira têm revelado um perfil rico em compostos bioa-

tivos ainda pouco explorado e identificado. Porém a literatura revela que o teor de fenólicos 

totais é significativamente superior ao de alimentos funcionais oriundos de outros países como 

a cranberry, maçã, chá verde, dentro outros. Além disso, são raros os ensaios clínicos que ava-

liem os efeitos funcionais de plantas nativas brasileiras na saúde humana. Efeitos que na maio-

ria das vezes, são descritos pelos saberes populares, mas que não geram impacto nacional de-

vido à escassez de dados científicos. Sendo assim, é inestimável para a população brasileira 

investimento em pesquisas clínicas sobre o efeito dessas plantas tanto na prevenção quanto 

como tratamento auxiliar de comorbidades.  
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CAPÍTULO 2 – HIPÓTESE, OBJETIVOS, MATERIAL E MÉTODO DE 
PESQUISA 

 

O presente capítulo tem por objetivo delimitar a hipótese da pesquisa e os objetivos, bem como 

descrever o material e os métodos utilizados para que estes fossem alcançados. Os protocolos 

detalhados das análises realizadas são apresentados no final do trabalho, na forma de anexos.

  

 

 

2.1 HIPÓTESE DA PESQUISA 
 

A ingestão da polpa de Passiflora setacea (maracujá-do-sono), espécie nativa do Cer-

rado e rica em compostos fenólicos, é capaz de atuar em certas estruturas celulares e promover 

modulação do perfil de expressão gênica, da produção de biomarcadores e da ativação de cas-

catas de sinalização, resultando assim, na melhora do quadro de estresse e sono relatado pela 

cultura popular. 
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2.2 OBJETIVOS 
 

2.2.1 Objetivo geral 
 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do consumo da polpa de Passiflora 

setacea em biomarcadores metabólicos e inflamatórios, assim como no perfil de expressão gê-

nica global de células circulantes de voluntários do sexo masculino com sobrepeso.   

 

2.2.2 Objetivos específicos 
 

▪ Avaliar alterações séricas de marcadores do metabolismo glicídico e lipídico após 3h de 

consumo de dose única do suco e após 14 dias de consumo continuado  

▪ Mensurar alterações séricas de citocinas pró e anti-inflamatórias após 3h de consumo 

de dose única do suco e após 14 dias de consumo continuado  

▪ Determinar o perfil nutrigenômico de células mononucleares circulantes periféricas san-

guíneas (PBMC) pós 3h de consumo de dose única do suco (Fase II) 
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MATERIAL E MÉTODOS  
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2.3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.3.1 Delineamento experimental  
 

Este estudo é do tipo experimental duplo-cego crossover e foi realizado comparando o 

efeito de diferentes quantidades de polpa de Passiflora setacea com uma bebida placebo (item 

2.3.4). Pela média do tempo de circulação dos compostos presentes na polpa de PS em humanos 

validados em estudos de biodisponibilidade de fenólicos apresentados no capítulo de revisão 

bibliográfica, estipulou-se o tempo de três horas para coleta das amostras de sangue. Para ava-

liação do efeito agudo, amostras de sangue foram coletadas pela manhã, em jejum, e três horas 

após o consumo das bebidas para quantificação plasmática de marcadores bioquímicos (Fases 

I e III) (2.3.7) e para isolamento das PBMC (item 2.3.8) para posterior extração do RNAm (item 

2.3.10) (Fase II). Para avaliação do efeito do consumo prolongado de 14 dias, amostras de san-

gue foram coletadas no 15º dia pela manhã, em jejum. Aplicações de questionário de frequência 

de consumo de alimentos ricos em polifenóis e avaliação antropométrica foram realizadas no 

processo seletivo dos voluntários (item 2.3.5.1), como demonstrado na Figura 6. O n amostral 

variou em cada fase devido a desistências das fases I para II e III para IV e a entrada de novos 

participantes de pesquisa na Fase III. 
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Figura 6. Fluxograma dos experimentos.  
 

 

 A fase III do estudo foi diagramada em CONSORT para demonstrar as etapas do ensaio 

clínico realizadas e o fluxo de participantes em cada uma. No total, 21 indivíduos foram sele-

cionados por atenderem todos os critérios de inclusão (item 2.3.5.1) na etapa III. Dois partici-

pantes foram excluídos por iniciarem atividade física intensa após o processo seletivo e quatro 

participantes desistiram de participar devido à logística da pesquisa não ser compatível com 

outras atividades pessoais. Assim, primeiramente sete voluntários foram alocados para o con-

sumo do suco de Passiflora setacea e oito para o consumo da bebida placebo (PB). Após sete 

dias de período de dessensibilização, efetuou-se a inversão dos grupos de tratamento. Não 

houve perda de material e assim, nenhum indivíduo foi excluído das análises, vide Figura 7. 

  

Fase I

Efeito agudo 
(n=12)

PB vs PS150g

Bioquímica

Fase II

Efeito agudo 
(n=8)

PB vs PS150g

Nutrigenômica
(PBMC)

Fase III

Efeito agudo 
(n=15)

PB vs PS50g vs
PS150g

Bioquímica 

Fase IV

Efeito 
prolongado 

(n=9)

PB vs PS50g

Bioquímica

▸ Recordatório alimentar  ▸ Avaliação nutricional  ▸ Coleta de sangue

▸ Análise estatística         ▸ Análise dos resultados          ▸ Discussão

Glicose, Insulina, HOMA IR, Triglicerídios, HDL, 
IL-17A, INF-γ, TNF-α, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2
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Figura 7. Diagrama CONSORT que demonstra o fluxo de participantes em cada etapa do ensaio clínico crossover 

randomizado da Fase III.  
 

 

Todas as coletas foram realizadas no Laboratório Sabin do Brasília Shopping (DF). As 

análises de marcadores bioquímicos como glicose, insulina, HDL foram realizadas no próprio 

Laboratório Sabin. Os expeirmentos de análises de citocinas circulantes, isolamento de PBMC 

e extração de RNAm foram realizados no Laboratório de Imunologia Celular da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Brasília e as análises nutrigenômicas em microarranjos foram 

realizadas no Laboratório Microcard do Institut National de la Recherche Agronomique (INRA, 

França). 

 

2.3.2 Processamento e caracterização do suco de Passiflora setacea 
 

 Os frutos utilizados nessa pesquisa foram de Passiflora setacea, variedade BRS PC, nome 

fantasia maracujá Pérola do Cerrado. Os frutos foram produzidos em sistema de espaldeira, na 

fazenda experimental da Embrapa Cerrados, localizada nas coordenadas 15°36'13.02"S; 

7 dias de período de dessensibilização
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47°43'17.34"O e altitude aproximada de 1050 m em Planaltina - DF. Os frutos maduros foram 

colhidos no período chuvoso de outubro a março, no estádio 6 de maturação (COSTA; 

MARTINS, 2010) que compreende os frutos recém excisados da planta seja por meio natural 

ou por derriça promovida pelo leve balançar da planta. 

As polpas foram retiradas dos frutos e mixadas em despolpadeira profissional para a separação 

das sementes das polpas. Elas foram lacradas em sacos contendo 50 e 150 g, o equivalente a 

três e nove frutos respectivamente. Após os sacos foram vedados hermeticamente e as polpas 

estocadas a -80 °C.  

2.3.3 Composição química das polpas  
 

  2.3.3.1 Preparo do extrato 

 
 A metodologia empregada para a obtenção dos extratos foi de acordo com Larrauri et 

al. (1997), com ajustes. Os extratos foram preparados com as amostras da polpa de PS, com 

quatro extrações. Primeiramente fez-se a extração com metanol 50%, seguido de três extrações 

com acetona 70%. Os extratos posteriormente foram filtrados e armazenados em vidro âmbar 

e mantidos a -80°C até o período das análises. 

 

  2.3.3.2  Análise de Fenólicos Totais 

 
Os fenólicos totais foram determinados de acordo com o método Folin-Ciocalteu. Os 

compostos fenólicos possuem a capacidade de reduzir os ácidos que compõem o reagente Folin-

Ciocalteau (ácido fosfotungístico e fosfomolíbdico) em óxido tungstênio e de molibdênio, que 

por sua vez, possuem a coloração azul, com absorbância máxima de 765 nm (SINGLETON; 

ROSSI, 1965).  

Para esse procedimento, utilizou-se os respectivos reagentes: Folin Ciocalteau 1:3, car-

bonato de sódio 20% e extrato da PS 1:4. As amostras foram mantidas ao abrigo de luz e em 

temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, foi realizada uma leitura a 700 nm das 

amostras em microplacas no espectrofotômetro Spectramax M2 (Molecular devices, Califórnia, 

USA). Calculou-se a concentração de fenólicos totais na amostra inserindo as absorbâncias 

obtidas na equação da reta (y=0,0198 + 0,0541 R2=0,99628) gerada a partir da curva padrão de 

ácido gálico. Os resultados foram expressos em mg de ácido gálico equivalente/100 g de maté-

ria fresca (mg AGE/100 g MF). 
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2.3.4 Escolha da bebida placebo 
 

 A bebida placebo foi escolhida por possuir sabor e aroma idênticos ao suco de maracujá 

(P. edulis) e sem nenhuma quantidade da fruta presente. Sendo assim, escolheu-se a bebida 

isotônica sabor maracujá Gatorade®. A lista de ingredientes na ordem decrescente da bebida 

isotônica é: água, sacarose, maltodextrina, cloreto de sódio, citrato de sódio, fosfato de potássio 

monobásico, acidulante ácido cítrico, aromatizante artificial tartrazina e corante artificial ama-

relo crepúsculo. A Tabela 1 mostra as informações nutricionais de 100 mL da bebida placebo 

utilizada nos experimentos comparado aos 150g de polpa de Passiflora setacea. Ambas bebidas 

foram diluídas com 150 mL de água filtrada. 

 
 
 
 

Tabela 1. Informações nutricionais da bebida placebo e da polpa de Passiflora setacea.  

Composição 
Polpa fresca de Passi-

flora setacea 
(150g/150mL)* 

Bebida placebo 
(100mL)** 

Carboidratos 4,13 g 6 g 
   - Açúcares - 4,13 g -3,5 g 
Potássio 1898,36 mg 14 mg 
Sódio 5,24 mg 49,5 mg 
Fibras totais 2,25 g *** 
* Fontes: (CAMPOS, 2010; VIEIRA, 2014). ** Dados do fabricante *** Valores não significativos 

 

 

2.3.5 Voluntários  
 

 2.3.5.1 Critérios de inclusão e exclusão 

 
 Para participar deste estudo, foram selecionados indivíduos voluntários do sexo mascu-

lino, idade (40-64 anos), com sobrepeso ou levemente obesos (embasados em IMC entre 25 e 

31 kg/m2 ou com circunferência abdominal >94 cm), sedentários ou com baixo nível de ativi-

dade física (<3h/semana) e que tenham aceito e assinado o Termo de Consentimento Livre e 
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Eclarecido (TCLE). Estipulou-se o gênero masculino para participação da pesquisa para se ob-

ter uma padronização de resposta inflamatória. Isso é devido ao fato das fases do período mens-

trual nas mulherem influenciarem a resposta inflamatória de formas diferentes. Os critérios de 

exclusão foram embasados em histórico prévio de câncer ou severas doenças metabólicas, ta-

bagismo, alergia a maracujá e produtos à base do fruto, uso de suplementação nos dois meses 

anteriores ao experimento (vitamina C, multivitamínico, cápsulas antioxidantes, etc.) ou de me-

dicamentos para tratamentos crônicos (anti-hipertensivos, anti-hiperglicêmicos, anti-colesterol, 

antidepressivos, soníferos, tranquilizantes, etc.), tratamentos agudos nos 15 dias anteriores ao 

experimento (anti-inflamatórios, antibióticos, etc.) e tratamentos agudos nos dois dias anterio-

res ao experimento (analgésicos inflamatórios como aspirina, acetaminofeno, etc.).  

 Outro critério de exclusão foi alimentação rica em frutas e hortaliças (>5 porções diárias) 

ou vegetariana, avaliado por aplicação de questionário de frequência alimentar (QFA) (Anexo 

B). O QFA foi composto por 49 itens com porções de referência e oito categorias de frequência, 

considerando o período total de 1 mês, tendo as seguintes opções: 1x/dia, 2x/dia, 5-6x/semana, 

2-4x/semana, 1x/semana, 1x/mês, menos de 1x/mês e nunca. A lista de alimentos foi composta 

por alimentos com maior conteúdo de polifenóis, tendo eles pelo menos 30 mg de polifenóis 

por 100g de alimento, como descrito por Vian et al. (VIAN et al., 2015). 

 Os participantes foram selecionados por e-mail enviado às associações, órgãos públicos 

e mídias sociais. No total foram enviados e-mail para três associações e seis órgãos públicos. 

Todos os procedimentos de experimentação com humanos desta pesquisa foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CONEP) CAAE: 36348114.3.0000.0030 e todos os voluntários 

forneceram seu consentimento informado por escrito. A descrição do estudo pode ser encon-

trada em ensaiosclinicos.gov.br RBR-84z83n.  

 

 2.3.5.2 Orientações gerais 

 
 Os participantes de pesquisa foram orientados a realizarem uma dieta “branca” nas 72 

horas prévias aos experimentos, ou seja, com baixa ingestão de compostos não nutrientes (po-

lifenóis e carotenoides) (BRASIL, 1999) evitando principalmente os alimentos vegetais ricos 

em polifenóis: vegetais, frutas e sucos, chocolate amargo, café, chá ou vinho. O consumo de 

álcool também foi vetado neste período. Exemplos de cardápios possíveis foram disponibiliza-

dos aos participantes (Anexo C) e um recordatório alimentar de 24h foi realizado no dia de cada 



 
 

 

55 

experimento. Nos estudos de efeito agudo (Fases I, II e III), os voluntários foram instruídos a 

não consumirem alimentos ou bebidas, exceto água, e a não realizarem exercício físico durante 

as três horas entre as coletas de sangue. 

 

2.3.6 Desenho do estudo 
 

 Todas as fases do estudo foram randomizadas, cruzadas e duplo cegas, com exceção da 

Fase I, em que eles foram alojados em um hotel por dois dias para terem a alimentação e ativi-

dades controladas. Nas demais fases, os voluntários que consumiriam o suco de PS ou bebida 

placebo eram selecionados por sorteio e a pessoa que preparava os sucos não era a mesma que 

entregava as bebidas para os participantes de pesquisa. Os copos eram padronizados, com tampa 

e canudo de coloração preta, para não serem detectadas diferenças de coloração e volume.  

 Amostras de sangue foram coletadas em jejum de 12h (t0h) e após 3 horas de consumo 

do suco PS ou PB (efeito agudo, dose única, Fases I, II e III). No estudo do consumo prolongado 

de 14 dias (Fase IV), os indivíduos foram orientados a consumir o suco à noite 15 minutos antes 

do jantar e a coleta de sangue e urina foi realizada no 15o dia em jejum pela manhã. 

 Assim, a última porção do suco de PS ou PB foi ingerida 12 horas antes da coleta, por 

conta do estimado tempo de excreção dos polifenóis (REIN et al., 2013; WILLIAMSON; 

MANACH, 2005), podendo-se assim, separar o efeito do consumo prolongado de um possível 

efeito agudo da última porção consumida.  

 Cada voluntário recebeu todos os tratamentos para a realização de comparações intrasu-

jeito (ou intrapessoal). Assim, para cada voluntário, pôde-se calcular a taxa de variação intra-

pessoal (delta %) da seguinte forma: 

 

   Delta % = Final (T3h) – Inicial (T0h) / Inicial (T0h) x 100 

 

 O período de transição (ou wash-out ou período de dessensibilização) entre um tratamento 

e outro foi de 7 a 10 dias para consumo de dose única (Fases I, II e III) e 21 dias no consumo 

prolongado de duas semanas (Fase IV).    

 A etapa I do experimento ocorreu no Laboratório Sabin (Brasília Shopping) e na Eco 

Pousada Villa Triacca (PAD-DF) em outubro/2015. A etapa II ocorreu no Laboratório de Imu-

nologia Celular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasília nos meses de fevereiro a 
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maio/2016. As etapas III e IV ocorreram nos laboratórios Sabin (Brasília Shopping) e Imuno-

logia Celular (FM/UnB) entre janeiro/2018 a maio/2019; maio a julho/2019, respectivamente.  

 

2.3.7 Tratamento das amostras  
 

As amostras de sangue foram coletadas no Laboratório Sabin (Brasília - DF) com os 

voluntários em jejum de 12h (t0h) e após os tratamentos. Nas 24 horas prévias às coletas, os 

voluntários eram orientados a se manter em uma dieta branca (Anexo C) e o consumo de álcool 

era proibido nas 72 horas anteriores às coletas. As frações de soro e plasma foram preparadas 

para quantificação dos marcadores do metabolismo glicídico e lipídico (incluindo glicose, in-

sulina, avaliação do modelo de homeostase da função das células β (HOMA-BETA), avaliação 

do modelo homeostático para resistência à insulina (HOMA-IR), colesterol total, lipoproteína 

de alta densidade (HDL), lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e triglicerídeos totais) e das 

citocinas pró e anti-inflamatórias. A coleta das amostras biológicas e as análises bioquímicas 

foram realizadas pelo laboratório Sabin no mesmo dia. Amostras de sangue também foram co-

letadas em tubos de heparina e armazenadas a −80 ° C para posterior quantificação de citocinas.  

2.3.8 Separação das células mononucleares do sangue periférico 
 

Para a fase II do estudo, amostras de sangue foram coletadas em tubos de heparina para 

a análise nutrigenômica das células mononucleares do sangue periférico (PBMC). A técnica 

utilizada foi a de centrifugação por gradiente de densidade para viabilizar a separação das cé-

lulas mononucleares, como linfócitos, monócitos, macrófagos e células natural killer, de célu-

las polimorfonucleares como neutrófilos, eosinófilos e basófilos. Na separação por gradiente 

de densidade, utiliza-se solução de Ficoll-Hytopaque, uma solução de polissacarídeos com di-

atrizoato de sódio, um composto de alta densidade que permite separar os diferentes tipos ce-

lulares da amostra de acordo com a sua densidade. Para tal, em tubos de sangue heparinizados 

foram centrifugados à temperatura ambiente por 20 min a 1500×g. O sangue foi delicadamente 

vertido sobre a solução Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich), levando a agregação dos eritrócitos 

e granulócitos à polissacarose e com a leve hipertonia gerada, essas células se sedimentam no 

fundo do tubo. Os linfócitos e outras células mononucleares permanecem em um anel interfacial 

(creme leucocitário) entre o plasma (sobrenadante) e os sedimentos de glóbulos vermelhos e 

granulócitos (AROSA; CARDOSO; PACHECO, 2007), como visto na Figura 8. Essa camada 
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intermediária é transferida cuidadosamente para um novo tubo para as conseguintes três lava-

gens com solução salina tamponada com fosfato (STF) estéril a pH 7.2 com centrifugação a 

300 × g por 10 min, cada. Resíduos de plaquetas são removidos por centrifugação a baixa ve-

locidade durante as etapas de lavagem. Após a última lavagem, o sobrenadante é desprezado e 

o sedimento é ressuspendido em 2mL de meio Roswell Park Memorial Institute RPMI 1640 

com pH 7,2 sem soro fetal bovino (RPMI incompleto) para a contagem do número de células 

totais em câmara de Neubauer. Para tal finalidade, diluiu-se parte da suspensão celular a 1:10 

de solução de nigrosina (Merck, Alemanha), constituída de ácido acético a 6% e violeta de 

genciana utilizada para destruir possíveis eritrócitos existentes e corar os núcleos das células 

mononucleares de violeta. A suspensão celular obtida foi imediatamente utilizada para a etapa 

de extração de RNA total. 

 

 
Figura 8. Sangue com Ficoll após centrifugação para separação de células mononucleares (PBMC). 

 
 

2.3.9 Parâmetros bioquímicos e análise de citocinas 
 

As análises bioquímicas foram realizadas pelo Laboratório Sabin, em Brasília. Para ava-

liação da glicose, foi utilizado o método da hexoquinase; quanto à insulina, foi aplicado o imu-

noensaio de insulina quimioluminescente e, a seguir, calculados o HOMA BETA e o HOMA 
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IR. O colesterol total foi verificado por meio do método de esterase/oxidase de Allain (ALLAIN 

et al., 1974), HDL pelo método direto, LDL pelo cálculo de Martin-Hopkins e triglicerídeos 

totais por meio do método da oxidase/peroxidase. Essas metodologias são empregadas na rotina 

do Laboratório Sabin para a análise bioquímica de amostras biológicas. Os procedimentos la-

boratoriais são realizados em aparelhos automatizados, utilizando amostras controles nas cor-

ridas bioquímicas diárias.  

Para quantificar as citocinas circulantes, amostras de soro foram utilizadas para medir a 

interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), Fator 

de Necrose Tumoral alfa (TNF-α), interferon-γ (INF-γ) e níveis de proteína interleucina-17 (IL-

17) usando o kit CBA Human T-cell TH1/TH2/TH17 Cytokine (Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ, EUA). Este método usou a tecnologia de agrupamento de esferas (beads) para de-

tectar simultaneamente várias citocinas nas amostras por citometria de fluxo. Todas as análises 

foram executadas de acordo com as orientações do fabricante. Brevemente, 25 μL de beads de 

captura de citocinas foram misturadas com a mesma quantidade de soro e anticorpos de detec-

ção conjugados com ficoeritrina (PE). O complexo beads de captura-citocinas-anticorpos de 

detecção PE geraram um sinal de fluorêncência que foi detectado pelo citômetro citômetro de 

fluxo LSR Fortessa II utilizando o programa BD FACSDivas. Os dados gerados foram tratados 

pelo software FCAP Array versão 3 (BD Bioscience) utilizando uma curva padrão a partir da 

diluição ½ de um padrão com 5.000 pg/mL de todas as sete citocinas. Cada ponto do padrão foi 

tratado assim como descrito para as amostras de soro acima. Os resultados foram expressos em 

pg/mL.   

 

2.3.10 Extração de RNA total 
 

A extração de RNA total de PBMC foi realizada usando RNeasy Mini Kit, conforme 

recomendado pelo fabricante (Qiagen, Hilden, Alemanha). A integridade do RNA foi avaliada 

por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, enquanto a quantidade e pureza foram avaliadas 

pela leitura das absorbâncias a 260 e 280 nm com um espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). As amostras de RNA foram armazenadas a −80 

°C até o uso. Essa etapa foi realizada no Laboratório de Biologia Molecular do Instituto de 

Ciências Biológicas, Universidade de Brasília, sob orientação da Profa. Dra. Ildinete Pereira. 
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2.3.11 Análise de microarranjos de DNA e análise bioinformática 
 

O RNA total (50 ng por amostra) foi amplificado e marcado com fluorescência para 

produzir RNA complementar Cy5 ou Cy3 (cRNA) usando o kit de duas cores de rotulagem de 

baixa entrada Quick Amp (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) na presença de um controle de pico 

de duas cores, conforme recomendado pelo fabricante. Após a purificação, 825 ng de cRNA 

marcado foi hibridizado no microarray G4845A Human GE 4x44K v2 (Agilent, Santa Clara, 

CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. O microarray G4845A Human GE 4x44K 

v2 contém 27.958 sequências de RNA do gene Entrez. Após a hibridização, um scanner Agilent 

G2505 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) foi usado para escanear microarrays. Os dados de 

hibridização foram extraídos por meio do programa Feature Extraction versão 11.0 e analisados 

por meio do programa GeneSpring GX versão 14.5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

EUA). Os dados foram normalizados usando o desvio do 50º percentil e analisados com testes 

t moderados corrigidos pela permutação de Westfall-Young com valor de p corrigido definido 

como 0,05. Todas os transcritos que apresentaram p <0,05 foram considerados expressos de 

forma alterada. Essa etapa foi realizada na Unidade de Nutrição Humana, Institut National de 

la Recherche Agronomique (INRA), Clermont-Ferrand, França. 

 

2.3.12 Análises Bioinformáticas 
 

Para a interpretação biológica dos genes diferencialmente expressos, primeiro foram 

realizadas análises de Gene Ontology (GO) usando DAVID (banco de dados para anotação, 

visualização e descoberta integrada versã0 6.7). Os resultados do GO foram agrupados com 

base em sua funcionalidade, usando o programa REVIGO online. O gráfico de análise discri-

minante de mínimos quadrados parciais (PLSDA) foi obtido por meio do MetaboAnalyst 

(https://www.metaboanalyst.ca). Redes de genes foram construídas com uma abordagem de 

mineração de dados usando o programa Metacore, e análises de caminhos de genes da Enciclo-

pédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) e de bancos de dados BioCarta foram realizadas 

usando a ferramenta online Genetrial2. 

 

2.3.13 Análises Estatísticas 
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 Os dados obtidos foram previamente analisados quanto à distribuição assimétrica e cur-

tose pelo teste de normalidade D’Agostino e Pearson (WINDISH; DIENER-WEST, 2006) e, 

em seguida, realizou-se uma análise de comparações múltiplas pareadas não-paramétricas via 

testes de Friedman e Dunn. Os valores descritivos foram expressos como mediana ± percentis 

25 e 75. As diferenças entre as variáveis comparadas foram consideradas estatisticamente sig-

nificativas quando a probabilidade bicaudal de sua ocorrência por acaso (erro tipo I) fosse in-

ferior a 5% (p <0,05).  

Em análise complementar, realizaram-se análises também de comparações múltiplas 

não-paramétricas a partir da subdivisão de indivíduos na Fase III (N=15): indivíduos ≤ 1 mar-

cador bioquímico fora dos valores de referência (n=10) e indivíduos com ≥ 2 marcadores alte-

rados (n=5).  

Para se avaliar a correlação de todas as variáveis (marcadores bioquímicos) e avaliar o 

efeito conjunto de tais variáveis nos três tratamentos distintos (PB, PS50g e PS150g) em dois 

diferentes tempos (T0h e T3h; Baseline e 14 dias) foi empregado o método multivariado da 

Análise de Componentes Principais (ACP). Foram gerados os gráficos contendo a redistribui-

ção da variação observada nos eixos originais em um conjunto de eixos ortogonais não corre-

lacionados, com o uso do Programa R (THOMAS, 1988). 

As análises não-paramétricas e os gráficos foram realizados com o programa GraphPad 

Prism 7 para Mac (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e as Análises de Componentes 

Principais (ACP) foram realizadas com os pacotes “FactoMineR” e “factoextra” do software 

estatístico R, versão 3.5.1, 2018. 
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PARTE 2 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Nessa parte do trabalho, são apresentados dois capítulos compostos por: 

 

Capítulo 1 - resultados gerados da Fase I e II e publicados na revista Nutrients - Duarte et al. 

(2020) Nutrients 2020, 12(4), 1104;  https://doi.org/10.3390/nu12041104 com o título “Acute 

Effects of the Consumption of Passiflora setacea Juice on Metabolic Risk Factors and Gene 

Expression Profile in Humans”. O artigo teve como objetivo investigar o efeito do suco de PS 

em marcados inflamatórios e no perfil de expressão gênica de PBMC, atingindo os objetivos 

expostos no capítulo 2, parte 1. A íntegra do artigo está no Apêndice. 

 

Capítulo 2 – resultados gerados nas fases III e IV.  

Em seguida, é feita a discussão de todas as fases do estudo e ao final da parte 2, a conclusão 

geral da pesquisa é apresentada. 
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CAPÍTULO 1 -  RESULTADOS FASES I E II 
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CAPÍTULO 1 -  RESULTADOS FASES I E II 
 

1.1 Fase I - Efeito agudo Placebo vs 150 g de polpa de Passiflora setacea em marcadores 
bioquímicos  
 

1.1.1 Características básicas dos voluntários 
 

As características basais dos voluntários estão resumidas na Tabela 2. Os indivíduos parti-

cipantes eram homens com idade média de 48,66 ± 6,82 anos com sobrepeso ou levemente 

obesos (IMC variando de 25,00 a 30,80 kg/m2) com circunferência abdominal média de 96,83 

± 6,49 cm. Os voluntários variaram de normais a levemente hiperglicêmicos (n = 1,13 mg/dL), 

bem como de normais a levemente hiperlipidêmicos (n = 2), conforme demonstrado pelos va-

lores de triglicerídeos totais plasmáticos. Todos os outros parâmetros estavam dentro da faixa 

normal. Dois dos 12 voluntários apresentaram três a quatro fatores que podem defini-los como 

portadores de síndrome metabólica (circunferência da cintura ≥ 90 cm; triglicerídeos séricos ≥ 

150 mg/dL mmol/l; colesterol HDL < 40 mg/dL; e glicose plasmática em jejum ≥ 100 mg/dL). 

Foram realizadas análises estatísticas sem esses voluntários e no entanto, as significâncias es-

tatísticas não sofreram alterações. Assim, escolheu-se mantê-los no grupo de análise. 

 
Tabela 2. Perfil bioquímico basal dos voluntários (n = 12).  

Parâmetro  Média ± DP (Faixa) 

Idade   48,66 ± 6,82 (41–62) 

IMC (kg / m2) 28,18 ± 2,08 (25,0–30,8) 

Circunferência abdominal (cm) 96,83 ± 6,49 (88–112) 

Glicemia de jejum (mg / dL) 90,83 ± 5,54 (83-103) 

Insulina basal (μUI / mL) 11,14 ± 3,58 (5,5–17,7) 

HOMA IR  2,49 ± 0,77 (1,2–3,7) 

HOMA BETA 152,8 ± 71,58 (73–304) 

Triglicerídeos (mg / dL)  116,58 ± 57,55 (49–218) 

Colesterol total (mg / dL) 188,17 ± 33,40 (115–232) 

Colesterol HDL (mg / dL)  46,86 ± 8,55 (38-66) 

Colesterol LDL (mg / dL) 117,00 ± 27,09 (60–156) 

Apolipoproteína A (mg / dL)  133,67 ± 20,95 (107–172) 

Apolipoproteína B (mg / dL) 101,77 ± 24,80 (49–133) 
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Creatinina (mg / dL)  0,97 ± 0,14 (0,7–1,2) 

TGO (U / L)  20,67 ± 2,87 (14–25) 

TGP (U / L)  25,41 ± 6,97 (11–35) 
 
 
 

1.1.2 Efeito do suco de Passiflora setacea no metabolismo glicídico e lipídico  
 

Os níveis de glicose, insulina, triglicerídeos e HDL no plasma e o índice HOMA IR foram 

analisados antes (T0h) e 3 horas após (T3H) a ingestão do placebo e do suco de PS. Os dados 

revelam que os níveis de insulina e o índice HOMA IR diminuíram estatisticamente três horas 

após a ingestão de suco de PS (p = 0,0068 e p = 0,001, respectivamente), enquanto nenhuma 

mudança significativa foi observada após a ingestão do placebo (PB) (Figura 9A). As concen-

trações plasmáticas de glicose diminuíram de forma semelhante após a ingestão das duas bebi-

das. O nível de lipoproteína de alta densidade (HDL) aumentou significativamente após o con-

sumo de suco de PS (p = 0,0280), enquanto nenhuma mudança foi observada após a bebida PB 

(p = 0,3541), como visto na Figura 9B. Nenhum efeito de PS ou PB foi detectado nos níveis de 

colesterol total e LDL. 

 
 

 
Figura 9. Efeito agudo do consumo de suco de Passiflora setacea e bebida placebo sobre os marcadores do me-
tabolismo de glicose (A) e lipídios (B) em voluntários com sobrepeso (n = 12). Os resultados foram analisados por 
meio do teste t pareado não paramétrico (teste de Wilcoxon), medianas e DP. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 
0,001. 
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1.1.3 Efeito da ingestão de suco de Passiflora setacea nos níveis de citocinas séricas 
  

Foi analisado o efeito da ingestão de suco de PS nos níveis séricos de citocinas. Os dados 

mostraram que o nível de IL-17A não aumentou após três horas de consumo de suco PS (p = 

0,2962); no entanto, aumentou após o consumo de placebo (p = 0,0124) (Figura 10). Foi tam-

bém observado que o TNF-α apresentou um padrão semelhante, mas não significativo, ao IL-

17A. Ou seja, seu nível tendeu a aumentar após a bebida de PB (p = 0,0645), enquanto perma-

neceu inalterado após o suco de PS (p = 0,5489). Não houve alterações estatísticas nos valores 

das citocinas de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e INF-γ. 

 

 
Figura 10. Efeito agudo do consumo de suco de Passiflora setacea sobre os níveis séricos de citocinas em volun-
tários com sobrepeso (n = 12). Resultados analisados por meio do teste t pareado não paramétrico (teste de Wil-
coxon). * p ≤ 0,05. • outlier testado pelo método de Tukey. 
 

 

1.2 Fase II - Efeito agudo Placebo vs 150 g de polpa de Passiflora setacea no perfil de 
expressão gênica 
 

1.2.1 Modulação da expressão gênica de células circulantes pela Passiflora setacea 
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Após a extração dos RNAm e o controle de qualidade de ambos RNA e hibridização dos 

microarranjos, obteve-se RNAm de boa qualidade de 8 dos 12 voluntários. Para acessar o efeito 

nutrigenômico de uma ingestão aguda de suco de PS em PBMC, foi realizada uma análise pan-

genômica de expressão gênica três horas após o consumo de suco de PS e bebida placebo para 

os oito voluntários. A comparação dos perfis globais de expressão gênica obtidos dos voluntá-

rios por meio de Análise discriminante de mínimos quadrados parciais (PLSDA) mostrou a 

separação dos perfis entre os dois tratamentos, sugerindo diferentes perfis de expressão gênica 

quando os voluntários consumiram suco de PS e quando consumiram o placebo (Figura 11). 

Esta observação sugere modulação diferencial na expressão de genes após a ingestão de uma 

dose de suco PS em comparação com a bebida controle. 

 

 

 
Figura 11. A comparação dos perfis de expressão gênica global obtidos dos voluntários usando análise discrimi-
nante de mínimos quadrados parciais (PLSDA) mostra a separação dos perfis entre os dois tratamentos e sugere 
perfis de expressão gênica diferentes de quando os voluntários consumiram suco de Passiflora setacea e quando 
consumiram placebo. 

 

 

Após essa observação, uma análise estatística foi realizada para identificar quais genes ti-

veram sua expressão alterada após o consumo de PS em relação ao PB. Análises estatísticas 

identificaram 1327 genes que apresentaram alterações em sua expressão após o consumo de 

suco de PS. Entre eles, a maioria dos genes foi identificada como tendo sua expressão regulada 

Component 2 (48%)

Co
m

po
ne

nt
 1

 (3
4%

)

Placebo

Passiflora setacea juice 



 
 

 

68 

negativamente, com a alteração média para genes regulados positivamente de 2,48 e para genes 

regulados negativamente de -2,15. Entre os genes que apresentam as maiores modificações di-

ferenciais estão TMEM151A, MLPH, MYH2, SERPINA9 e FNA21. 

Para a interpretação biológica dos genes diferencialmente expressos, primeiro foram reali-

zadas análises de Gene Ontology (GO) usando o banco de dados DAVID, e o GO foi então 

agrupado em grupos de funções usando o programa REVIGO online. Essas análises mostraram 

que genes diferencialmente expressos estão envolvidos em vários processos biológicos, como 

transporte transmembrana de íons de cálcio (transporte de íons de potássio e efluxo de fosfoli-

pídios), diferenciação celular (organização da matriz extracelular e metilação de lisina da his-

tona), via de sinalização do receptor acoplado à proteína G (transmissão sináptica e via de si-

nalização de neuropeptídeos), adesão celular e transcrição do promotor da polimerase de RNA. 

Essa análise revelou que o consumo do suco PS modulou a expressão de genes com diferentes 

funções biológicas. 

Para aprofundar a identificação das funções e processos celulares potencialmente afetados 

pelo consumo do suco PS, foram realizadas análises das redes de interação dos genes diferen-

cialmente expressos. Redes de interação gênica, construídas por meio de mineração de dados 

usando o programa Metacore, sugeriram, assim como as análises pelo GO, que o consumo de 

suco PS alterou a expressão de genes envolvidos na função celular. Entre as redes mais repre-

sentadas estão aquelas envolvidas no transporte de cálcio e potássio, adesão celular e interações 

célula-matriz, neurogênese e transmissão de impulso nervoso (Figura 12). Os genes identifica-

dos nessas redes foram receptor NMDA, metaloproteinase de matriz (MMP) -7, ADAMTS9, 

mGluR, CaMKII alfa, CACNA1C e SLC24A2. Esses genes decodificam proteínas envolvidas 

no dano ao tecido vascular, na redução da sensibilidade e secreção da insulina e nos distúrbios 

neuropsiquiátricos e na excitabilidade dos neurônios. 
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Figura 12. Redes de interação gênica enriquecidas com genes diferencialmente expressos em células mononucle-
ares do sangue periférico de voluntários em resposta ao consumo de polpa de Passiflora setacea. Redes gênicas 
foram identificadas usando o programa MecaCore que usa abordagem de mineração de texto para construir inte-
rações gene-gene e identificar suas funções celulares. 

 

 

Além das análises de rede de interação gênica, também foram realizadas análises de vias 

gênicas empregando o uso da ferramenta online Genetrial2, pesquisando nos bancos de dados 

KEGG e BioCarta. Conforme mostrado na Figura 13, os genes diferencialmente expressos iden-

tificados estão envolvidos nas vias celulares, incluindo inflamação, metabolismo, sinalização 

celular e processos relacionados à função neural. Sobre a via relacionada à inflamação, identi-

ficou-se um receptor de citocina-citocina, moléculas de adesão celular e vias de sinalização de 

quimiocinas, que incluem genes como TNFSF18, IL36A, JAM2, ADCY8 e CCL16. Nas vias 

relacionadas ao metabolismo celular, identificou-se o ciclo circadiano, a secreção de insulina e 

as vias de sinalização de P13K-Akt, que incluem genes como GRIN2A, PRKG1, CACNA1D, 

GLP1R, G6PC2 e LAMA1. Vias de sinalização do cálcio e adrenérgicas também foram identi-

ficadas, contendo os genes PTGER3, ADCY8 e CACNA1D. Diversas vias relacionadas à função 
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neural também foram identificadas, como sinapse glutamatérgica, interação ligante-receptor 

neuroativa e vias de sinalização MAPK, nas quais genes como GABRG1; receptor de glutamato, 

ionotrópico, NMDA1 (GRIN1); CACNA1D; e ADCY8 foram mapeados. 
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Figura 13. Vias significativamente enriquecidas com genes diferencialmente expressos de PBMC de voluntários 
em resposta ao consumo de polpa de Passiflora setacea. As vias foram identificadas por meio da ferramenta online 
Genetrial2 e do banco de dados KEGG, e agrupadas quanto às suas funções. O eixo x representa o número de 
genes em cada via. 
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1.2.2 Interação de Proteína–Proteína (Interactômica) 
 

Além das análises de bioinformática em vias e redes de interação de genes diferencialmente 

expressos identificados, também pesquisaram-se interações proteína-proteína. Foram observa-

das interações entre os genes cuja expressão foi afetada pelo consumo de PS. Usando o banco 

de dados String online, identificaram-se 1013 nós e 3066 arestas com média de 6,05 nós (Ma-

terial Suplementar). Entre eles, 39 genes mostraram mais de 15 interações com outras proteínas, 

tornando-os nodos importantes no interatoma proteína-proteína. Esses 39 genes revelaram mais 

de 700 interações, que são um quinto do número total verificado. Isso sugere que mudanças na 

expressão desses genes podem ter um impacto importante no interactoma da proteína e conse-

quentemente na função celular. Esses genes estão envolvidos nos processos de regulação das 

vias celulares, como a via de sinalização do monofosfato de adenosina cíclica (cAMP), a via de 

sinalização do óxido nítrico, a sinapse dopaminérgica, a insulina ou as vias de sinalização PI3K-

Akt. Proteínas interagindo com esses 32 genes foram pesquisadas e 256 genes foram identifi-

cados. As análises da via desses genes mostraram que eles estão envolvidos em vias como a via 

de sinalização de cAMP, via de sinalização PI3K-Akt, sinalização Ras/Rap1 (proteína relacio-

nada a Ras 1), secreção de insulina, interação citocina-receptor de citocina, via de sinalização 

de quimiocina, sinalização endocanabinóide retrógrada ou regulação do citoesqueleto de actina. 

 

1.2.3 Reguladores transcricionais e pós-transcricionais do efeito nutrigenômico 
 

As análises bioinformáticas dos dados de expressão gênica foram posteriormente realiza-

das com o objetivo de identificar potenciais fatores de transcrição envolvidos na mediação do 

efeito nutrigenômico do suco PS observado. Os fatores de transcrição mais significativos (Fi-

gura 14) foram proteína 1 de ligação ao elemento responsivo cAMP (CREB1), fator nuclear 

kappa B (NF-κB) e proteína de especificidade 1 (SP1). Esses fatores de transcrição estão en-

volvidos na regulação da gliconeogênese, metabolismo lipídico e vias de sinalização da insu-

lina. Eles também estão associados com calcificação vascular, patogênese do diabetes tipo 2 

(TD2) e doença cardiovascular diabética. Outros fatores de transcrição são Proto-Oncogene C-

Jun (c-jun), Transdutor de Sinal e Ativador da Transcrição 3 (STAT3) e proteína tumoral P53 

(p53). 
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Figura 14. Análises de bioinformática de potenciais fatores de transcrição envolvidos na mediação do efeito nu-
trigenômico do suco de Passiflora setacea observado. Fatores de transcrição foram identificados usando o algo-
ritmo MetaCore e os fatores de transcrição mais significativos listados foram proteína 1 de ligação a elemento 
responsivo CAMP (CREB1), fator nuclear kappa B (NF-κB) e proteína de especificidade 1 (SP1). À direita, estão 
representadas as interações das redes com esses três fatores de transcrição identificados. 
 
 

Além dos reguladores transcricionais potencialmente envolvidos no efeito nutrigenô-

mico observado, também pesquisaram-se potenciais reguladores pós-transcricionais da expres-

são gênica, particularmente microRNA. Usando a ferramenta online OmicsNet, foram identifi-

cadas mais de 30 microRNAs (miRNAs) que poderiam interagir com genes diferencialmente 

expressos e regular sua expressão no nível pós-transcricional (Tabela 3). Isso sugere que o con-

sumo de suco de PS pode potencialmente regular a expressão de microRNAs e, conseqüente-

mente, afetar os níveis de mRNA de genes que foram identificados como diferencialmente ex-

pressos. Usando a mesma ferramenta online, foram realizadas análises integradas dos genes 

expressos diferencialmente identificados, dos fatores de transcrição potenciais e dos microR-

NAs potenciais (Figura 15). Observou-se uma rede de interação entre esses três níveis de regu-

lação da função celular, sugerindo que o consumo de suco de Passiflora setacea pode impactar 
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significativamente as células imunológicas em nível molecular e, consequentemente, impactar 

suas funções. 

 
 

Tabela 3. Lista dos potenciais microRNA envolvidos. 

miRNA No de identificação No de genes-alvos 
hsa-mir-335-5p MIMAT0000765 228 
hsa-mir-26b-5p MIMAT0000083 193 
hsa-mir-16-5p MIMAT0000069 161 
hsa-mir-92a-3p MIMAT0000092 161 
hsa-mir-124-3p MIMAT0000422 152 
hsa-mir-155-5p MIMAT0000093 116 
hsa-mir-93-5p MIMAT0000646 116 
hsa-mir-1-3p MIMAT0000416 114 
hsa-mir-17-5p MIMAT0000070 113 
hsa-mir-615-3p MIMAT0003283 112 
hsa-let-7b-5p MIMAT0000063 104 
hsa-mir-106b-5p MIMAT0000680 101 
hsa-mir-20a-5p MIMAT0000075 99 
hsa-mir-218-5p MIMAT0000275 99 
hsa-mir-1-1 MI0000651 98 
hsa-mir-484 MIMAT0002174 90 
hsa-mir-193b-3p MIMAT0002819 89 
hsa-mir-15b-5p MIMAT0000417 88 
hsa-mir-15a-5p MIMAT0000068 81 
hsa-mir-20b-5p MIMAT0000076 80 
hsa-mir-21-5p MIMAT0001413 80 
hsa-mir-30a-5p MIMAT0000087 79 
hsa-mir-186-5p MIMAT0000456 78 
hsa-mir-519d-3p MIMAT0002853 77 
hsa-mir-24-3p MIMAT0000080 76 
hsa-mir-320a MIMAT0000510 75 
hsa-mir-8485 MIMAT0033692 75 
hsa-mir-192-5p MIMAT0000222 74 
hsa-mir-195-5p MIMAT0000461 73 
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Figura 15. Análises de bioinformática de potenciais miRNA envolvidos na mediação do efeito nutrigenômico do 
suco de Passiflora setacea observado. A ferramenta online OmicsNet foi usada para identificar as interações entre 
os genes diferencialmente expressos identificados (em vermelho) com os fatores de transcrição potenciais identi-
ficados (em verde) e os potenciais miRNAs envolvidos (em azul). 
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CAPÍTULO 2 -  RESULTADOS FASES III E IV 
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Capítulo 2 - RESULTADOS FASES III E IV 
 

2.1 Fase III - Efeito agudo Placebo vs 50g vs 150 g de polpa de Passiflora setacea   
 

2.1.1 Análise da frequência de consumo de alimentos ricos em polifenóis 
 

A partir da análise do QFA, verificou-se que 80% dos voluntários tem por hábito o 

consumo médio de três porções de alimentos ricos em polifenóis por dia, sendo que os frequen-

tes foram o café, azeite, temperos verdes (manjericão, alecrim, orégano), banana, cebola crua, 

folhas verdes escuras. O café preto, seguido de azeite e de temperos verdes estiveram presentes 

diariamente na dieta de 67%, 40% e 33% dos voluntários (n=15), respectivamente. 

Descontando esses alimentos consumidos com mais frequência, apenas 53% dos volun-

tários (n=8) consomem outros tipos de alimentos como frutas, verduras, sucos naturais ou chás 

(Tabela 4). A Tabela 4 apresenta o total de porções e alimentos ricos em polifenóis consumidos 

diariamente por cada voluntário, assim como a média diária de consumo desses alimentos pelo 

grupo. 
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Tabela 4. Média de consumo de alimentos ricos em polifenóis e análise qualitativa por voluntário. 

Volunt. Total de 
porções/dia Alimentos 

1 2 azeite, café preto 

2 2 temperos verdes1, folhas verdes escuras2 

3 1 azeite 

4 0 - 

5 7 azeite, café preto, cebola crua; chocolate amargo, temperos verdes, fo-
lhas verdes escuras 

6 0 - 

7 3 Café preto, chá de camomila 

8 6 banana, café preto, cebola crua, laranja 

9 9 azeite, café preto, cebola crua, chocolate ao leite, temperos verdes, mo-
lho de tomate 

10 0 - 

11 5 azeite; banana; café preto; temperos verdes; suco de limão natural 

12 1 café preto 

13 1 café preto 

14 3 banana, café preto, mamão papaya. 

15 5 azeite, banana, café preto, temperos verdes 

Média de  
porções/dia 3 

Temperos verdes1 = manjericão, alecrim, orégano; Folhas verdes escuras2 = rúcula, agrião, couve, etc. 
 
 

2.1.2 Perfil nutricional e bioquímico dos indivíduos 
 

 As características basais dos voluntários estão resumidas na Tabela 5. Os participantes 

de pesquisa selecionados para as Fases III e IV eram do sexo masculino, com idade média 

respectiva de 40,93 ± 6,46 e 41,00 ± 7,98 anos com sobrepeso ou levemente obesos (IMC va-

riando de 24,70 a 32,79) com circunferência média abdominal de 99,68 ± 5,54 e 100,59 ± 5,59. 

Os sujeitos variaram de normal a levemente hiperglicêmico (n = 1, 111 mg/dL), de normal a 

hiperinsulinêmico (n = 23,38 μUI/mL), bem como de normal a hiperlipidêmico (n = 5 e 4, 

respectivamente), como mostrado pelos valores para triglicerídeos séricos totais. Todos os ou-

tros parâmetros estavam dentro da faixa normal.  
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Sendo assim, na Fase III, 10 indivíduos apresentaram todos os parâmetros bioquímicos 

dentro da faixa de normalidade e cinco apresentaram valores de triglicerídeos, HDL ou HOMA 

IR fora da normalidade. Portanto, os dados foram avaliados por (a) todos (n=15); (b) grupo sem 

alterações metabólicas (n=10); (c) grupo sem alterações metabólicas (n=5).  

Na Fase IV, cinco indivíduos apresentavam parâmetros dentro da normalidade e quatro 

com dois marcadores ou mais fora da normalidade. Por ser um n relativamente pequeno, o grupo 

não foi clusterizado e analisado como um todo. 

 
Tabela 5. Perfil bioquímico basal dos voluntários das fases III (n = 15) e IV (n=9). 

Parâmetro  
          Média ± DP (Faixa) 

                     Fase III                     Fase IV 

Idade   40,93 ± 6,46 (33-53) 

IMC (kg / m2) 27,92 ± 2,43 (24,70-32,79) 

Circunferência da cintura (cm) 95,09 ± 6,15 (84-105) 

Circunferência do abdômen (cm) 99,68 ± 5,54 (89-107,50) 

Glicemia de jejum (mg / dL) 89,29 ± 9,74 (77-111) 

Insulina basal (μUI / mL) 11,04 ± 5,30 (3,59-23,38) 

HOMA IR  2,47 ± 1,26 (0,70-5,10) 

HOMA BETA 166,29 ± 96,10 (82-345) 

Hemoglobina glicada (%) 5,23 ± 0,44 (4,40-6,00) 

Triglicerídeos (mg / dL)  146,86 ± 92,09 (49-413) 

Colesterol HDL (mg / dL)  46,86 ± 8,55 (38-66) 

Apolipoproteína A (mg / dL)  132,71 ± 12,52 (116-157) 

Creatinina (mg / dL)  0,92 ± 0,13 (0,73-1,19) 

TGO (U / L)  24,86 ± 7,45 (14-44 ) 

TGP (U / L)  35,07 ± 15,66 (10-64 ) 
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2.1.3 Efeito agudo do suco de Passiflora setacea nos marcadores bioquímicos 
 

2.1.3.1 Efeito no metabolismo glicídico e lipídico (valores absolutos) 

 

 Os resultados da análise de variância dos níveis de glicose, insulina, triglicerídeos, HDL 

e os índices HOMA IR e HOMA beta obtidos de amostras de sangue coletadas antes (T0h) e 

após três horas (T3h) do consumo da bebida placebo ou suco de polpa (50g e 150g) de Passi-

flora setacea mostram redução dos níveis de glicose apenas após o consumo da bebida placebo 

(p=0,0184; teste de Friedman; Figura 16A). No entanto, somente o tratamento com o suco de 

Passiflora setacea 50g promoveu a redução dos níveis de insulina em todos os voluntários 

(p=0,0129; teste de Friedman; Figura 16D) e essa diferença estatística se manteve no grupo sem 

alterações metabólicas (p=0,0421; teste de Friedman; Figura 16E). Esse perfil é semelhante ao 

observado em indivíduos com alterações metabólicas. Porém, em função do n reduzido, possi-

velmente, não foi possível observar a diferença estatística (Figura 16F).  

 
 

 
Figura 16. Efeito agudo do consumo de 50g e 150g de polpa de Passiflora setacea (PS) e de bebida placebo (PB) 
em níveis séricos de glicose e insulina de todos os voluntários (n = 15), de voluntários sem alterações bioquímicas 
(n=10) e com alterações bioquímicas (n=5). Resultados analisados por meio do teste de comparações múltiplas 
paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. * p ≤ 0,05. • outlier testado pelo 
método de Tukey. 
 
 
 Corroborando com os achados da figura anterior, verificou-se também redução estatís-
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PS 50g (p=0,0034) e 150g (p=0,0219) (teste de Dunn; Figura 17A), enquanto o índice se man-

teve inalterado com o PB. 

 
 

 
Figura 17. Efeito agudo do consumo de 50g e 150g de polpa de Passiflora setacea (PS) e de bebida placebo (PB) 
nos índices HOMA IR e HOMA beta de todos os voluntários (n = 15), de voluntários sem alterações bioquímicas 
(n=10) e com alterações bioquímicas (n=5). Resultados analisados por meio do teste de comparações múltiplas 
paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. • outlier 
testado pelo método de Tukey. 
 
 

 Não foram identificadas diferenças significativas nos níveis de triglicerídeos e HDL entre 

os grupos de tratamento. Entretanto, observa-se nos indivíduos com alterações metabólicas, 

uma redução da dispersão dos níveis séricos de triglicerídeos com o tratamento de PS 50g, em 

um perfil diferente do que ocorre com o tratamento placebo, como visto a Figura 18C. 
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Figura 18. Efeito agudo do consumo de 50g e 150g de polpa de Passiflora setacea (PS) e de bebida placebo (PB) 
nos níveis séricos de triglicerídeos e HDL de todos os voluntários (n = 15), de voluntários sem alterações bioquí-
micas (n=10) e com alterações bioquímicas (n=5). Resultados analisados por meio do teste de comparações múl-
tiplas paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. • outlier testado pelo método 
de Tukey. 
 
 
2.1.3.1.1 Efeito no metabolismo glicídico e lipídico (Variação intrapessoal - delta %) 
 

 Ao se avaliar as taxas de variações intrapessoais (delta %), ou seja, o quanto os marcado-

res variaram em cada indivíduo em relação às suas taxas de base (T0h), a Figura 19 mostra que 

a PS 150g aumentou significativamente os níveis de HDL comparado à da bebida PB 

(p=0,0367) ou a uma dose menor da polpa de PS (p=0,0367) (teste de Holm-Sidak; Figura 19F). 

Os níveis de triglicerídeos no tratamento PS 150g aumentaram quando comparados ao PS 50g 

(p=0,041) e não à bebida PB (p=0,2178) (teste de Friedman; Figura 19E), tornando essa infor-

mação não significante. 
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Figura 19. Taxa de variação intrapessoal dos marcadores séricos de glicose, insulina, triglicerídeos, HDL e nos 
índices HOMA IR e HOMA beta de todos os voluntários (n = 15) – Efeito agudo. Resultados analisados por meio 
do teste de comparações múltiplas paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. 
* p ≤ 0,05. • outlier testado pelo método de Tukey. 
 
 

2.1.3.1.2 Análise de Componentes Principais (Variação intrapessoal - delta %) 
 

A correlação da taxa de variação intrapessoal (delta %) de todos os marcadores bioquí-

micos foi comparada entre os três tratamentos. Os centroides, os pontos em maior evidência, 

representam a mediana das variações dos marcadores após ingestão da bebida placebo (círculo 

preto), do suco de Passiflora setacea 150g (triângulo vermelho) e 50g (quadrado verde). O 

posicionamento dos centroides situados em quadrantes diferentes do gráfico demonstra a dife-

rença de comportamento (variação) dos marcadores bioquímicos em cada tratamento, tornando 

possível identificar diferenças não detectadas na análise não-paramétrica de cada marcador in-

dividualmente. As diferentes angulações das elipses revelam as diferenças de distribuição dos 

valores, inclusive a presença dos outliers, como demonstrado na Figura 20. 
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Figura 20. Análise de correlação da taxa de variação intrapessoal (delta %) dos marcadores bioquímicos de gli-
cose, insulina, HOMA IR, HOMA beta, triglicerídeos e HDL dos três tratamentos: suco de Passiflora setacea 
(PS) 50g (verde) e 150g (vermelho) e bebida placebo (PB) (preto) de todos os voluntários (n = 15) por ACP.  
 

 

2.1.3.2 Efeito nas concentrações de citocinas (Valores absolutos) 

 

 Os níveis das citocinas IL-17A, INF-γ, TNF-α, IL-6, IL-10, IL-4 e IL-2 foram analisa-

dos após três horas de consumo da bebida placebo, ou de suco com 50g (PS50g) ou 150g 

(PS150g) de polpa de PS (T3h). A mediana dos níveis de IL-17A indica uma possível redução 

com o consumo de PS50g comparada ao PB no grupo dos indivíduos com alterações metabóli-

cas (Figura 21C), como visto na Fase I do estudo. Os resultados da Figura 22 mostram aumento 

significativo dos níveis de IL-2 após as 3h de consumo do tratamento PS50g (p=0,0102; teste 

de Friedman; Figura 22G) e essa diferença estatística se mantém no grupo sem alterações me-

tabólicas (p=0,0044; teste de Friedman; Figura 22H). 
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Figura 21. Efeito agudo do consumo de 50g e 150g de polpa de Passiflora setacea (PS) e de bebida placebo (PB) 
nos níveis séricos das citocinas IL-17A, INF-γ, TNF-α  e IL-6 de todos os voluntários (n = 15), de voluntários 
sem alterações bioquímicas (n=10) e com alterações bioquímicas (n=5). Resultados analisados por meio do teste 
de comparações múltiplas paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. • outlier 
testado pelo método de Tukey. 
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Figura 22. Efeito agudo do consumo de 50g e 150g de polpa de Passiflora setacea (PS) e de bebida placebo (PB) 
nos níveis séricos das citocinas IL-10, IL-4 e IL-2 de todos os voluntários (n = 15), de voluntários sem alterações 
bioquímicas (n=10) e com alterações bioquímicas (n=5). Resultados analisados por meio do teste de comparações 
múltiplas paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. * p ≤ 0,05. • outlier testado 
pelo método de Tukey. 
 
 

 Não foi possível avaliar a taxa de variação interpessoal (% delta) das citocinas devido à 

falta de kit necessário para todas as análises de tempo 0h. 

 

 

10

20

30

40

Grupo sem 
alterações metabólicas B

5

6

7

8

9

10

E

10

20

30

40

Grupo com 
alterações metabólicas C

5

6

7

8

9

10

F

10

20

30

40

IL
-1

0 
 (p

g 
/ m

L)
  

Todos voluntáriosA

5

6

7

8

9

10

IL
-4

  (
pg

 / 
m

L)

D

0

5

10

15 *
H

0

5

10

15

I

0

5

10

15

IL
-2

  (
pg

 / 
m

L)
  

**
G

PB t3h PS 50 t3h PS 150 t3h



 
 

 

87 

2.2 Fase IV - Efeito do consumo prolongado de Placebo vs 50g de polpa de Passiflora se-
tacea   
 

2.2.1 Efeito consumo prolongado do suco de Passiflora setacea nos marcadores  
bioquímicos 

 

2.2.1.1 Efeito no metabolismo glicídico e lipídico (Valores absolutos) 

 

 Níveis de glicose, insulina, triglicerídeos, HDL e os índices HOMA IR e HOMA beta 

foram analisados após 14 dias de consumo de bebida placebo (PB) e suco 50g de polpa de 

Passiflora setacea (PS). O baseline foi estipulado utilizando valores de cada voluntário da 

Etapa III do estudo. Os resultados mostram aumento dos níveis de glicose com os dois trata-

mentos comparados ao baseline (Figura 23A), porém apenas com o tratamento placebo houve 

aumento significativo do índice de resistência insulínica (HOMA IR) quando comparado com 

o baseline (p=0,04; Figura 23C). 

 
 

 
Figura 23. Efeito do consumo prolongado (14 dias) de 50g de polpa de Passiflora setacea (PS) e de bebida placebo 
(PB) nos marcadores séricos de glicose, insulina, triglicerídeos, HDL e nos índices HOMA IR e HOMA beta de 
todos os voluntários (n = 9). Resultados analisados por meio do teste de comparações múltiplas paradas não-
paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. • outlier testado pelo 
método de Tukey. 
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  2.2.1.2 Efeito no metabolismo glicídico e lipídico (Variação intrapessoal delta %) 

 

 Não foram identificadas diferenças estatísticas entre os tratamentos quanto à taxa de va-

riação intrapessoal (delta %) dos marcadores de glicose, insulina, triglicerídeos, HDL e nos 

índices HOMA IR e HOMA beta no consumo de 14 dias, conforme é demonstrado na Figura 

24. 

 

 

 
Figura 24. Taxa de variação intrapessoal do efeito do consumo prolongado (14 dias) de 50g de polpa de Passiflora 
setacea (PS) e de bebida placebo (PB) nos marcadores séricos de glicose, insulina, triglicerídeos, HDL e nos 
índices HOMA IR e HOMA beta de todos os voluntários (n=9). Resultados analisados por meio do teste de com-
parações múltiplas paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. • outlier testado 
pelo método de Tukey. 
 
 

2.2.1.2 Efeito nas concentrações de citocinas (Valores absolutos) 

  

 Os níveis das citocinas IL-17A, INF-γ, TNF-α, IL-6, IL-10, IL-4 e IL-2 foram analisa-

dos após 14 dias de consumo da bebida placebo (PB) e 50g polpa de Passiflora setacea (PS). 

O baseline foi estipulado utilizando valores de cada voluntário da Etapa III do estudo. Os re-

sultados apontam aumento estatístico dos níveis de IL-6 após os 14 dias de consumo do placebo 

(p=0,0286; Figura 25D), enquanto essa variação não ocorre quando os indivíduos consomem a 

PS. Assim como na Fase III, a mediana dos níveis de IL-17A infere uma redução não signifi-

cativa com o tratamento PS comparado com o PB ao baseline (Figura 25A).  
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Figura 25. Efeito do consumo prolongado (14 dias) de 50g de polpa de Passiflora setacea (PS) e de bebida placebo 
(PB) nos marcadores séricos de citocinas de todos os voluntários (n = 9). Resultados analisados por meio do teste de 
comparações múltiplas paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e percentis 25 e 75. * p ≤ 0,05. • 
outlier testado pelo método de Tukey. 
 
 
2.2.1.2.1 Efeito nas concentrações de citocinas (Variação intrapessoal - delta %) 
 

 Não foram identificadas diferenças estatísticas entre os tratamentos quanto à taxa de va-

riação intrapessoal (delta %) das citocinas séricas no consumo de 14 dias, conforme é demons-

trado na Figura 26. 
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Figura 26. Taxa de variação intrapessoal do efeito do consumo prolongado (14 dias) de 50g de polpa de Passiflora 
setacea (PS) e de bebida placebo (PB) nos marcadores séricos de citocinas de todos os voluntários (n=9). Resultados 
analisados por meio do teste de comparações múltiplas paradas não-paramétricas, valores expressos em medianas e 
percentis 25 e 75. • outlier testado pelo método de Tukey. 
 
 
2.2.1.2.2 Análise de Componentes Principais (Valores absolutos) 
 

 A análise de correlação por ACP de todos os marcadores bioquímicos foi realizada para 

comparar os dois tratamentos: 50g de polpa de Passiflora setacea e bebida placebo, comparados 

a um baseline. A Figura 27 mostra a correlação de todos os marcadores bioquímicos (A), dos 

marcadores, desconsiderando as citocinas (valores absolutos) (B) e apenas de citocinas (C), 

todos em valores absolutos. Pelos padrões de dispersão dos dados e pela consequente alteração 

das elipses, as variações dos marcadores após os 14 dias de consumo de PS se diferem das do 

PB. A diferença é mais notável quando se analisam as variações de glicose, insulina, HOMA 

IR, HOMA beta, triglicerídeos e HDL separadamente das citocinas (C).  
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C 

Figura 27. Correlação dos valores absolutos de (A) todos os marcadores bioquímicos de glicose, insulina, HOMA 
IR, HOMA beta, triglicerídeos, HDL e das citocinas IL-17A, INF-γ, TNF-α, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2; (B) marca-
dores bioquímicos sem as citocinas; e (C) apenas citocinas; dos tratamentos 14 dias de suco de Passiflora setacea 
50g (PS_14d) (em verde) e de bebida placebo (PB_14d) (em vermelho) comparados ao baseline (em preto) de 
todos os voluntários (n = 9) por ACP. 
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2.2.1.2.3 Análise de Componentes Principais (Variação intrapessoal – delta %) 
 

 A diferença entre os tratamentos torna-se ainda mais nítida ao se fazer a ACP com as 

taxas de variações intrapessoais (delta %) dos marcadores bioquímicos e das citocinas, como 

visto na Figura 28 à esquerda, ou também dos marcadores sem as citocinas (Figura 28 à direita). 

 

 

  
Figura 28. Análise de correlação da taxa de variação intrapessoal (delta%) de todos os marcadores bioquímicos 
de glicose, insulina, HOMA IR, HOMA beta, triglicerídeos, HDL e das citocinas L17A, INF-γ, TNF-α, IL-10, IL-
6, IL-4 e IL-2 (esq.); e os marcadores bioquímicos sem as citocinas (dir.) dos tratamentos 50g de polpa de Passi-
flora setacea (PS) em vermelho; e bebida placebo (PB) em preto de todos os voluntários (n = 9). 
 
 

 2.2.2 Resumo dos resultados 
 

A Tabela 6 abaixo foi estruturada para melhor visualização dos resultados observados 

nas etapas do estudo, comparando o efeito agudo de uma dose de Passiflora setacea ou be-

bida placebo (Fases I e III) e o efeito do consumo prolongado de 14 dias (Fase IV). 
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Tabela 6. Comparação dos resultados observados entre o efeito agudo de uma dose de Passiflora setacea ou 
bebida placebo e o efeito do consumo prolongado de 14 dias. PB = bebida placebo; PS50 = 50g de Passiflora 
setacea; PS150 = 150g de Passiflora setacea; BL = Baseline; * resultados de delta % 

 
Marcadores 

 
Efeito Agudo (3h) 

Efeito consumo  
prolongado 

(14 dias) 
Fase I Fase III Fase IV 

Glicose PB – PS150 PB < PS50 - PS150 BL < PB – PS50 
Insulina PB > PS150 PB – PS150 > PS50 BL – PB – PS50 
HOMA IR PB > PS150 PB > PS50 – PS150 BL – PS50 < PB 
HDL PB < PS150 PB – PS50 < PS150*  BL – PB – PS50 
Triglicerídeos PB – PS150 PB – PS50 < PS150* BL – PB – PS50 
IL-17A PB > PS150 PB – PS50 – PS150 BL – PB – PS50 
INF-y PB – PS150 PB – PS50 – PS150 BL – PB – PS50 
TNF-α  PB – PS150 PB – PS50 – PS150 BL – PB – PS50 
IL-10 PB – PS150 PB – PS50 – PS150 BL – PB – PS50 
IL-6 PB – PS150 PB – PS50 – PS150 BL – PS50 < PB 
IL-4 PB – PS150 PB – PS50 – PS150 BL – PB – PS50 
IL-2 PB – PS150 PB – PS150 < PS50 BL – PB – PS50 
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 Este é um dos raros estudos em que se avaliou o efeito de um fruto do cerrado brasileiro 

nos níveis séricos de insulina, HDL, IL-17A, IL-2, IL-6 e no perfil de expressão gênica em 

humanos. Os estudos de efeito agudo, ou seja, 3 horas após o consumo de uma única dose de 

suco de Passiflora setacea (Fases I, II e III), realizados com grupos de indivíduos diferentes e 

em épocas diferentes, revelaram resultados semelhantes e que corroboram a hipótese do estudo. 

O fato de cada voluntário ter recebido todos os tratamentos para se avaliar as variações 

intrapessoais, permitiu que características como fatores genéticos pudessem ser eliminadas 

como variáveis confundidoras (HULLEY et al., 2006). Por ser um delineamento mais robusto 

que estudos paralelos (CLEOPHAS; DE VOGEL, 1998), possibilitou-se identificar diferenças 

estatísticas nos marcadores, mesmo com um n de 9-15 sujeitos. O período de wash-out foi fun-

damental para se evitar o efeito de carry-over, ou seja, o efeito do tratamento anterior sobre o 

subsequente. Para os estudos de efeito agudo, estipulou-se um período de 7 a 10 dias, e para o 

estudo de consumo prolongado de duas semanas, estipulou-se um período de cinco semanas.  

Esses períodos foram assim determinados para se obter uma margem de segurança na garantia 

da completa excreção dos compostos fenólicos do sistema dos indivíduos. 

 Os níveis de glicose com ambos os tratamentos tenderam a decair no decorrer das três 

horas, pelo fato de os participantes de pesquisa, em jejum de 12 horas, terem consumido apenas 

um copo (bebida placebo ou suco de PS). Porém, apenas o suco de PS foi capaz de modular 

negativamente os níveis de insulina e do índice de resistência insulínica (HOMA IR). Esses 

resultados foram avaliados tanto com o consumo de 150g da polpa, o equivalente a 9 frutos, 

quanto com uma quantidade três vezes menor, de 50g ou aproximadamente 3 frutos. Os resul-

tados nutrigenômicos confirmaram essa modulação negativa da expressão de genes que codifi-

cam proteínas envolvidas na redução da sensibilidade e da secreção insulínica, como ADCY8, 

GRIN2A, LAMA1, G6PC2.   

Neste trabalho, foram observadas a redução dos níveis séricos de insulina e a modulação 

de genes envolvidos na sua via sinalizatória. Um possível agente participante nesses efeitos 

moduladores da via insulina são as flavanonas presentes na polpa de PS, isoorientina, orientina 

e hesperetina. A isoorientina provou reverter a resistência à insulina em adipócitos, estimulando 

a fosforilação adequada do IRS na via de sinalização da insulina. O efeito dessa flavanona na 

melhora da sensibilidade à insulina foi similar ao de uma droga comumente utilizada para este 

fim, mas que gera efeitos colaterais como o desenvolvimento da osteoporose e a redução da 

regeneração hepática (ALONSO-CASTRO et al., 2012). E as análises preditivas realizadas in 
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silico mostraram alta afinidade de ligação dos metabólitos glicosilados de orientina e sulfatados 

de hesperetina à Akt, proteína quinase-chave na cascata de sinalização da insulina (ŚWI-

DERSKA et al., 2020). 

Estudos recentes revelam as vias pelas quais a orientina atua e que ajudam a corroborar 

os achados deste estudo. Este flavonoide é capaz de ativar P13K/Akt (XIAO et al., 2018), faci-

litando assim, a liberação do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), fator de 

transcrição vital na ativação da expressão de enzimas antioxidantes (LV et al., 2017). E essa 

flavanona também pode inibir a ativação da via do NF-κB (XIAO et al., 2017), melhorando 

assim, o quadro inflamatório intra e extracelular. A hesperetina também tem revelado promover 

a ativação de Akt, não apenas colaborando na manutenção da cascata de sinalização da insulina, 

como também contribuindo na regulação das funções cerebrais (VAUZOUR et al., 2018). Por-

tanto, pode ser sugerido que os compostos fenólicos presentes na Passiflora setacea são agen-

tes-chaves na prevenção da resistência insulínica e dos distúrbios metabólicos consequente-

mente gerados. 

Outros polifenóis em outros estudos in vivo provaram reduzir os níveis séricos de insu-

lina em camundongos normais, como os presentes em uma castanha europeia (YASUDA et al., 

2014), no chá verde (FORESTER; GU; LAMBERT, 2012) e na maçã (SHIN et al., 2016). O 

extrato da folha de uma outra espécie de maracujá (Passiflora alata), rico também em vitexina, 

isovitexina e isoorientina como a polpa de P. setacea, reduziu o número de células inflamatórias 

nas ilhotas de Langerhans no pâncreas de camundongos diabéticos (FIGUEIREDO et al., 2016) 

e em camundongos saudáveis (COLOMEU et al., 2014). No entanto, poucos estudos têm ava-

liado o efeito de alimentos no metabolismo da insulina em humanos. Nyambe-Silavwe e Wil-

liamson (NYAMBE-SILAVWE; WILLIAMSON, 2016) relataram o efeito de frutas secas as-

sociadas ao chá verde na diminuição dos níveis séricos de insulina em voluntários saudáveis.  

Distúrbios no metabolismo da insulina e consequentemente no metabolismo da glicose 

resultam em estresse oxidativo e inflamação, que levam a disfunções micro e macrovasculares 

e ao desenvolvimento de diabetes, doenças cardiovasculares, hepáticas e neurodegenerativas. 

Também foi discutido que a inflamação crônica de baixo grau gerada no contexto de má ali-

mentação, sobrepeso e inatividade física culminam no distúrbio da sinalização da insulina e no 

consequente quadro de resistência insulínica (CALDER et al., 2011; ODEGAARD; CHAWLA, 

2013). Sendo assim, avaliar marcadores envolvidos na inflamação foi de extrema importância 

para a construção do raciocínio lógico da pesquisa.  
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Uma dose maior do suco de PS (150g) foi capaz de aumentar os níveis séricos de HDL, 

tanto no estudo não randomizado, quanto no estudo randomizado. Estudos recentes de inter-

venção nutricional em alimentos ricos em polifenóis, como azeite de oliva (SANCHEZ-

RODRIGUEZ et al., 2018) e chocolate amargo (PETRILLI et al., 2016), mostraram afetar po-

sitivamente os níveis de HDL em humanos. Uma possível explicação é que esses alimentos 

ricos em polifenóis podem induzir alterações nas propriedades bioquímicas da lipoproteína que 

contribuem para sua principal função biológica, particularmente no aumento da capacidade de 

efluxo de colesterol e AGL (HERNÁEZ et al., 2014). Assim como o aumento da concentração 

e da qualidade do HDL favorecem a metabolização e o transporte reverso de AGL, observa-se 

a redução da ativação de TLR e a consequente redução da ativação da via do NF-kB (CALDER 

et al., 2011; RADER; HOVINGH, 2014; SHI et al., 2006). Portanto, esses resultados revelam 

um outro mecanismo pelo qual o suco de Passiflora setacea ajuda a melhorar a via de sinaliza-

ção da insulina. Possivelmente, essa manutenção sinalizatória da via da insulina ativaria o feed-

back negativo, gerando a queda da produção e dos níveis de insulina sérica identificado nas 

etapas do estudo. Esses fatores em conjunto clareiam os mecanismos regulatórios pelos quais a 

Passiflora setacea atua sobre a inflamação e por conseguinte, sobre a resistência insulínica.  

Outros marcadores inflamatórios envolvidos na modulação da via da insulina são as 

citocinas. Na fase I do estudo, os níveis de IL-17A se mantiveram baixos com o suco de PS150g, 

diferentemente do ocorrido com o consumo da bebida PB. A IL-17A é uma citocina pró-infla-

matória que estimula a produção de outras citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e 

IL-6. Suas atividades são amplamente aumentadas devido à sinergia com o TNF-α, que pro-

move a indução de genes-alvo envolvidos em processos inflamatórios (BOSTEEN et al., 2014; 

MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009). Estudos presentes na literatura têm demonstrado o 

efeito anti-inflamatório de alimentos via redução dessa citocina in vivo. A casca de Passiflora 

edulis, por exemplo, rica em isoorientina, orienta, vitexina e isovitexina, dentre outros flavonoi-

des, foi capaz de reduzir níveis de IL-17 em camundongos do sexo feminino (CAZARIN et al., 

2016). A cianidina, um flavonoide presente nas berries, demonstrou a capacidade de reduzir a 

inflamação em ratos através da ligação com o domínio extracelular de IL-17RA e, consequen-

temente, interrompendo a formação do complexo IL-17A/IL-17RA (LIU et al., 2017). A api-

genina foi capaz de reduzir a infiltração de neutrófilos em tecidos inflamados e dos níveis de 

IL-17A em murinos (PANG et al., 2019). À vista desses achados científicos, o consumo de 

suco de PS,  ao promover a redução dos níveis de IL-17A, sugere um efeito anti-inflamatório 
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dos compostos fenólicos presentes na polpa possivelmente via inibição da ligação da citocina 

ao seu receptor específico.  

Entretanto, poucos estudos forneceram evidências sobre o papel da dieta na modulação 

dos níveis de IL-17A em humanos. Peluso et al. (PELUSO et al., 2012) observaram uma queda 

dessa citocina no plasma de 14 indivíduos com sobrepeso após o consumo de abacaxi, groselha 

preta e suco de ameixa. Em conjunto, essa observação sugere que o consumo de PS pode apre-

sentar efeitos anti-inflamatórios importantes. Na fase III, o consumo de PS50g também indicou 

uma possível redução dos níveis dessa citocinas em indivíduos com alterações metabólicas, no 

entanto, novos estudos com n maior devem ser conduzidos para confirmarem. 

Outra citocina pró-inflamatória que teve seus níveis reduzidos após o consumo de PS 

por 14 dias comparado à bebida PB foi a IL-6. A produção de IL-6 é ativada por IL-17. E o 

aumento das concentrações de IL-6 ativa a diferenciação das células TCD4 virgem em Th17 

(ZHENG; WANG; HORWITZ, 2008), retroalimentando assim, a inflamação. Os compostos 

fenólicos presentes na polpa de PS e também na casca de Passiflora edulis, são capazes de 

reduzir níveis de IL-6 em camundongos (CAZARIN et al., 2016). A vitexina em um estudo in 

vitro inibiu a superexpressão da IL-6 em células endoteliais da veia humana (HUVEC) 

(ZHANG et al., 2017). Outros flavonoides encontrados nas passifloras foram capazes de inibir 

a via de sinalização da IL-6, como a crisina (WOO et al., 2004), a luteolina (LODHI et al., 

2020) e a apigenina (ZHANG et al., 2019). Possivelmente, a PS atua primariamente na inibição 

da sinalização da IL-17, o que gera, por conseguinte, inibição ou diminuição da produção de 

IL-6 no decorrer dos dias de consumo. Dessa forma, ao reduzir a concentração sérica de ambas 

citocinas, a Passiflora setacea demonstra promover a integridade da via da insulina via ativi-

dade anti-inflamatória de forma aguda e também a médio prazo. 

Os níveis séricos de IL-2 aumentaram após consumo de PS50g por todos os voluntários 

e também no grupo clusterizado de indivíduos saudáveis (sem marcadores alterados). Não fo-

ram detectados estudos que avaliem o efeito de alimentos ou polifenóis na regulação da infla-

mação via IL-2, sendo este estudo pioneiro em identificar o efeito de um fruto por esta via. A 

IL-2 tem papel regulatório da inflamação via ativação das células Treg (YE; BRAND; ZHENG, 

2018), via redução da sinalização de IL-16 e ela atua indiretamente na redução da produção de 

IL-17 ao reduzir a diferenciação das células Th17 via bloqueio da STAT 3 (PARK et al., 2005; 

ZHENG; WANG; HORWITZ, 2008). Esses mecanismos promovidos por IL-2 corroboram 
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com os demais achados do papel da PS nas concentrações séricas de IL-17 e IL-6 nos partici-

pantes de pesquisa. 

Os níveis do TNF-α demonstraram uma tendência biológica de manter o mesmo padrão 

da IL-17, ou seja, aumentar após a bebida PB (p = 0,0645) e se manter estável com o consumo 

do suco de PS. Esse dado é coerente com todos os achados deste estudo. Essa citocina pró-

inflamatória atua de forma sinérgica à IL-17 (BOSTEEN et al., 2014), a redução da sua con-

centração melhora função do receptor de insulina (DE LUCA; OLEFSKY, 2008) e a via 

P13K/AKT (ŚWIDERSKA et al., 2020). Estudos apontam a habilidade dos compostos fenóli-

cos em reduzir a sua expressão e produção (CAZARIN et al., 2016; NAM et al., 2017).  

 

Nosso estudo é o primeiro a mostrar o efeito de uma espécie de Passiflora na modulação 

da expressão gênica em humanos. As análises em microarranjos de DNA (Fase II), mostraram 

que o consumo de uma dose única de suco de PS pelos voluntários afetou significativamente 

os perfis de expressão gênica de PBMC. Essas células foram escolhidas com o objetivo de 

avaliar a modulação do perfil de expressão gênica associado à inflamação e a diversas altera-

ções clínicas e bioquímicas no desenvolvimento de doenças crônicas não-transmissíveis 

(BOUWENS et al., 2010; VAN ERK et al., 2006). 

Outro estudo mostrou a capacidade de outra espécie de Passiflora em modular a expres-

são gênica em camundongos. Toda et al. (TODA et al., 2017) demonstraram que o extrato das 

partes aéreas de Passiflora incarnata Linnaeus podem modular a expressão de genes que po-

dem estar envolvidos na prevenção da obesidade (KUBO et al., 2013) e da hiperglicemia 

(OYAMA et al., 2012). Em relação aos efeitos dos compostos encontrados na Passiflora seta-

cea na expressão gênica, foi relatado que a isoorientina estimulou a transcrição de genes que 

codificam componentes da via de sinalização da insulina em adipócitos de murinos sensíveis à 

insulina e resistentes à insulina (ALONSO-CASTRO et al., 2012). A flavanona orientina pre-

sente na PS e na Commelina communis L. regulou negativamente a expressão do receptor ati-

vado do proliferador de peroxissoma (PPAR) e os níveis de RNAm de genes envolvidos na 

adipogênese, lipogênese e síntese de triglicerídeos in vitro (NAGAI et al., 2018). Foi demons-

trado que um extrato vegetal rico em orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina inibiu os 

níveis de RNAm de TNF-α também in vitro (WEBER; FRAEMOHS; DEJANA, 2007). Por-

tanto, nosso estudo original sugere que os benefícios potenciais da Passiflora setacea à saúde 
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podem estar relacionados à sua capacidade de modular a expressão de genes em humanos, como 

se identificou neste estudo. 

A análise bioinformática também revelou que o consumo de PS modulou a expressão 

de um grupo de genes envolvidos na regulação da inflamação e da resposta imune, particular-

mente a via de sinalização de quimiocinas e as interações citocina-receptor de citocina. Entre 

esses genes estão CXCL17, IL36A, CCL16, CCL21 e IL-25. O CCL16 é uma quimiocina pró-

inflamatória que pode estar envolvida no desenvolvimento de doenças de base inflamatória 

como a síndrome do intestino irritável (HAYATBAKHSH et al., 2019). As quimiocinas, um 

grupo de citocinas que atraem e ativam leucócitos para o tecido inflamado, foram associadas à 

patogênese de uma série de doenças, inclusive da aterosclerose (CHARO; RANSOHOFF, 

2006). O gene CCL21, por exemplo, está envolvido na patogênese de vários distúrbios infla-

matórios, incluindo artrite reumatoide, doenças inflamatórias do intestino e aterosclerose 

(FEVANG et al., 2009). A análise nutrigenômica também identificou a modulação negativa de 

diversas interleucinas, como a IL-36A, que têm propriedades pró-inflamatórias (ZHANG et al., 

2017). Vários estudos têm demonstrado que alimentos ricos em polifenóis ou polifenóis isola-

dos como a hesperidina podem regular a expressão de quimiocinas (MILENKOVIC et al., 

2011). Em conjunto, os resultados sugerem que o consumo de Passiflora setacea pode apre-

sentar efeitos anti-inflamatórios por meio da modulação da expressão de genes relacionados, o 

que justifica a redução sérica das citocinas avaliadas. 

A fase II do estudo identificou mudanças na expressão de genes envolvidos em proces-

sos como adesão celular e interações células-matriz extracelular; sinalização de quimiocinas; 

secreção de insulina; transporte de cálcio e potássio; bem como inflamação, desenvolvimento 

de aterosclerose e neuroestimulação. Entre eles estão os genes que codificam metaloproteinases 

de matriz (MMP), desintegrinas e metaloproteases (ADAM), cuja expressão foi identificada 

como regulada negativamente. As MMP constituem uma família de enzimas de processamento 

extracelular responsáveis pela inflamação e imunidade adquirida (PARKS; WILSON; LÓPEZ-

BOADO, 2004). A expressão de genes que codificam MMP é freqüentemente aumentada por 

citocinas, e espécies reativas de oxigênio estão frequentemente envolvidas neste mecanismo 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A superexpressão de MMP-7 regula gradientes de qui-

miocinas que podem levar a danos graves ao tecido por meio do influxo transepitelial de neu-

trófilos (SWEE et al., 2008). Em um estudo in vitro e in vivo, o resveratrol reverteu a lesão de 

células epiteliais humanas e atenuou tal lesão em camundongos através da inibição da expressão 
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de MMP-7 (XIAO et al., 2016). O receptor de domínio de inserção de quinase (KDR) (ou re-

ceptor de fator de crescimento endotelial vascular-2, VEGFR2) é um receptor-chave que pro-

move o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) para formar mitose e gerar vasculari-

zação. O VEGF promove a proliferação e migração de células e ativa a secreção da matriz 

metaloproteinase (UNEMORI et al., 1992), o que pode levar à exacerbação do dano tecidual 

durante a inflamação. O VEGF é altamente expresso em tecidos em crescimento ou remodela-

ção em câncer e aterosclerose (PARK-WINDHOL; D’AMORE, 2016, p.). A expressão de KDR 

foi regulada negativamente com o consumo de suco de Passiflora setacea, bem como o gene 

JAM-2 (molécula de adesão juncional 2) envolvido no recrutamento e extravasamento de leu-

cócitos sob condições inflamatórias (WEBER; FRAEMOHS; DEJANA, 2007). Poucos estudos 

têm demonstrado a capacidade de alimentos ou de polifenóis em modular a expressão desses 

genes. Uma formulação de ervas chinesas foi capaz de diminuir a expressão de KDR e VEGF 

em um camundongo com carcinoma hepatocelular (XINYUE et al., 2017). Monfoulet et al. 

(MONFOULET et al., 2017) revelaram a capacidade da curcumina de reduzir a permeabilidade 

da junção endotelial. Assim, a capacidade do suco de PS em regular negativamente a expressão 

desse gene sugere uma potencial menor interação das células imunológicas com as células en-

doteliais vasculares, que representam as etapas iniciais do desenvolvimento da aterosclerose. 

Como a aterosclerose está associada à gênese de outras doenças cardiovasculares, o consumo 

de suco de PS pode revelar mecanismos interessantes subjacentes às suas potenciais proprieda-

des vásculo-protetoras, possivelmente devido à presença de flavonoides com essas proprieda-

des na sua formulação (KU; KWAK; BAE, 2014; LEE; KU; BAE, 2014; YANG et al., 2013; 

ZUCOLOTTO et al., 2009). 

ADAM constituem uma família de proteases com potencial de adesão celular 

(GIEBELER; ZIGRINO, 2016) e outras funções, incluindo degradação da matriz extracelular 

(ECM), liberação de várias proteínas da superfície celular e influência nos padrões de sinaliza-

ção celular (HOOPER; LENDECKEL, 2005). ADAM12 é uma protease ativa na ECM que 

causa mudanças na proliferação e diferenciação da maturação dos adipócitos e também no de-

senvolvimento da obesidade induzida por dieta rica em gordura (MASAKI et al., 2005). Foi 

demonstrado que afeta as vias de sinalização do fator de crescimento semelhante à insulina 

(IGF)/mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos) e do receptor gama ativado por proliferador 

de peroxissoma (PPARγ), levando ao aumento do acúmulo de lipídeos em adipócitos maduros 

(COLES et al., 2018). ADAMTS9 é um gene de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 
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2 e sua superexpressão está associada à sinalização deficiente da insulina em tecidos periféricos 

e também à resistência à insulina (ZEGGINI et al., 2008). Foi demonstrado que seu alelo de 

risco (rs4607103 C) diminui a função mitocondrial e altera o metabolismo da glicose e dos 

lipídios (GRAAE et al., 2019). Outro gene identificado como diferencialmente expresso após 

o consumo do suco de PS é a adenilato ciclase 8 (ADCY8), que está envolvida na secreção de 

insulina e na homeostase da glicose. Sung et al. (SUNG et al., 2016), em uma análise de asso-

ciação de todo o genoma, associaram o gene ADCY8 à obesidade e ao depósito de gordura 

visceral abdominal. Considerando todos esses fatores, o perfil de expressão gênica obtido após 

a ingestão de suco de Passiflora setacea sugere um menor acúmulo de lipídios em PBMCs e 

um menor prejuízo na sinalização da insulina, apresentando potenciais alvos moleculares dos 

metabólitos presentes na P. setacea e suas propriedades benéficas à saúde e à prevenção do 

quadro de síndrome metabólica. 

A proteína quinase dependente de Ca2 +/calmodulina II (CaMKII) é uma proteína qui-

nase multifuncional que modula a excitabilidade da membrana, a homeostase do Ca2+ celular, 

o metabolismo, a secreção de vesículas, a transcrição de genes, o tráfego de proteínas e a so-

brevivência celular (ERICKSON et al., 2011). A expressão excessiva deste gene ativa CaMKII 

no miocárdio, promove hipertrofia (ZHANG et al., 2003) e cardiomiopatia apoptótica (YANG 

et al., 2006). O consumo de iogurte de batata doce roxa fermentado com probióticos rico em 

GABA diminuiu os níveis de proteínas CaMKII em ratos hipertensos (LIN et al., 2012). Esses 

achados podem sugerir o efeito protetor cardiovascular do suco Passiflora setacea. 

Além da modulação de genes relacionados às regulações cardiometabólicas, a análise 

nutrigenômica também identificou a modulação de diversos genes associados à função neuronal 

promovida pela P. setacea, como CACNA1C, GRIN1 e receptor acoplado à proteína G 50 

(GPR50). A comunicação sistema imunológico-cérebro e cérebro-sistema imunológico tem 

sido recentemente estudada (WOHLEB et al., 2015). O Sistema Nervoso Central (SNC) pode 

se comunicar com monócitos periféricos, promovendo a modulação da expressão gênica, prin-

cipalmente no que diz respeito à via de controle transcricional do NF-κB (MILLER et al., 2008). 

O CACNA1C é um gene que contribui para a etiologia dos transtornos psiquiátricos e para os 

fenótipos afetados por essas condições, como memória e ritmos circadianos (HEYES et al., 

2015). Esses sintomas estão presentes em uma proporção da população em geral e estão corre-

lacionados a um desempenho cognitivo inferior e a resultados adversos à saúde (MCDONALD; 

SAUNDERS; GEDDES, 2017) como a aterosclerose (GOLDSTEIN et al., 2015). O gene 
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GRIN1 (receptor de glutamato, ionotrópico, NMDA1) desempenha um papel importante na 

neurotransmissão excitatória, e o aumento de sua expressão tem sido associado à ansiedade em 

resposta ao estresse em camundongos (MOZHUI et al., 2010). Outro gene cuja expressão foi 

modulada após o consumo de suco de PS foi o GPR50, gene envolvido na depressão tardia em 

certos subgrupos de indivíduos deprimidos (RYAN et al., 2015). Esses achados explicam o 

efeito já conhecido tradicionalmente da P. setacea em reduzir estados de estresse (dados inter-

nos Embrapa Cerrados) e promover melhora da qualidade do sono (BOMTEMPO et al., 2016), 

além de sugerir um efeito potencial para tratamento auxiliar em disfunções cognitivas e trans-

tornos psiquiátricos. 

Os três principais fatores de transcrição cujas atividades podem ser afetadas pelo con-

sumo de PS e que estão possivelmente envolvidos no efeito nutrigenômico observado são 

CREB1, RELA Proto-Oncogene (RelA) e SP1. O CREB1 regula a gliconeogênese, o metabo-

lismo lipídico e as vias de sinalização da insulina, e a atividade de seu promotor transcricional 

está associada à patogênese de TD2 (XU et al., 2018), adipogênese (RAMOS-LOPEZ et al., 

2018) e transtorno depressivo maior (ZUBENKO et al., 2014). RelA é uma subunidade de NF-

κB, um fator de transcrição crítico para a expressão de citocinas pró-inflamatórias em monóci-

tos humanos. Estudos sobre o efeito de compostos bioativos sobre esse fator de transcrição 

mostraram que orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina exercem ação supressora sobre a 

ativação do NF-κB (LEE; KU; BAE, 2014; LIN et al., 2005; LV et al., 2016). O SP1 elevado 

desempenha um efeito pró-apoptótico e estimula a calcificação vascular (ZHANG et al., 2018). 

Foi observado que o composto (-) - epigalocatequina-3-galato pode modular negativamente a 

atividade desse fator de transcrição (FANG et al., 2015). Portanto, a capacidade dos metabólitos 

presentes na polpa de P. setacea em afetar a atividade desses fatores de transcrição pode apre-

sentar importantes mecanismos regulatórios com propriedades benéficas para a saúde. 

A literatura carece de dados sobre o efeito de passifloras na expressão de miRNA. No 

entanto, tem sido sugerido que bioativos presentes nos alimentos podem modular a expressão 

de miRNA (MILENKOVIC et al., 2018; MILENKOVIC; JUDE; MORAND, 2013). Entre os 

miRNA identificados a partir da análise de bioinformática como potencialmente envolvidos na 

regulação pós-transcricional de genes diferencialmente expressos identificados pelo consumo 

de suco de P. setacea, podemos listar os miRNA-16, -26 e -124. miRNA-16 é um microRNA 

que já demonstrou desempenhar um papel importante na inflamação (HEYN et al., 2012) e na 
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hipertensão (FERNANDES et al., 2012). Enquanto o miRNA-124 medeia efeitos anti-inflama-

tórios e está envolvido em mecanismos neuroprotetores (SUN et al., 2015). Portanto, ao modu-

lar potencialmente a expressão desses miRNAs, a ingestão do suco de Passiflora setacea pode 

regular genes envolvidos no desenvolvimento ou na prevenção de doenças cardiometabólicas e 

neurológicas. A figura 28 representa os mecanismos regulatórios celulares pelos quais os me-

tabólitos da Passiflora setacea pode estar modulando nos indivíduos com sobrepeso participan-

tes da pesquisa. 

 
 

 
Figura 29. Possíveis mecanismos regulatórios celulares pelos quais os metabólitos presentes na polpa de Passi-
flora setacea atuam após ingestão por indivíduos com sobrepeso. 
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 Este é um raro estudo encontrado na literatura no qual se avaliou o efeito de um fruto 

do cerrado brasileiro nos níveis séricos de insulina, HDL, IL-17A, IL-2, IL-6 e no perfil de 

expressão gênica em humanos. O suco de Passiflora setacea foi capaz de reduzir níveis séricos 

de insulina, o índice de resistência insulínica (HOMA IR), e níveis de IL-17A, além de aumen-

tar concentrações plasmáticas de HDL após a ingestão de uma única dose. A Passiflora setacea 

também contribuiu para a redução dos níveis circulantes de IL-6 após consumo prolongado por 

duas semanas. A literatura indica que os flavonoides presentes na polpa de PS são responsáveis 

pela melhora da sinalização da via da insulina por diversos mecanismos, inclusive por suas 

propriedades anti-inflamatórias.  

Os resultados nutrigenômicos corroboraram os achados clínicos ao se identificar a mo-

dulação negativa da expressão de genes envolvidos na redução da sensibilidade e da secreção 

insulínica e no aumento da produção de quimiocinas, do dano tecidual vascular e de desordens 

neuropsiquiátricas. As análises complementares de bioinformática levantam a possibilidade de 

fatores de transcrição de genes pró-inflamatórios estejam tendo sua atividade reduzida/inibida 

pela PS e que miRNA envolvidos na redução da inflamação e com propriedades neuroproteto-

ras possam estar envolvidos na modulação pós-transcripcional. 

 Este estudo abre perspectivas interessantes para futuros estudos clínicos de longo prazo 

utilizando a Passiflora setacea em tratamentos auxiliares com grupos de indivíduos com sín-

drome metabólica, diabetes tipo 2 ou com quadros de ansiedade. Análises de miRNA séricos 

nesses indivíduos podem melhor nortear a hipótese levantada. Além do mais, estudos in vitro 

são necessários para se avaliar o efeito dos metabólitos da Passiflora setacea na via do NF-κB 

ou na produção intracelular de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio para melhor compre-

ensão dos mecanismos intracelulares envolvidos.  

 O desenvolvimento desta linha de pesquisa é fundamental para ampliar o conhecimento 

sobre o papel das plantas da biodiversidade brasileira na prevenção e no tratamento auxiliar de 

doenças crônicas. À vista disso, apenas conhecendo as suas potencialidades, é possível valori-

zar e proteger o Cerrado, o segundo maior bioma do Brasil, o berço das águas da América 

Latina e a savana mais biodiversa do mundo. 
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PERSPECTIVAS 
 

Para a identificação das vias efetivamente moduladas pelos compostos fenólicos pre-

sentes na polpa da Passiflora setacea, são necessárias novas etapas de pesquisa. Estudos preli-

minares in silico utilizando a técnica de Docking Molecular indicam uma alta possibilidade de 

ligação dos metabólitos de hesperetina e orientina à Akt. Assim, os metabólitos fenólicos pre-

sentes no plasma e na urina dos voluntários foram isolados ao fim da etapa IV para serem iden-

tificados e utilizados em estudos in vitro. Nesses experimentos, os metabólitos serão diluídos 

em meio de cultura contendo monócitos humanos estressados por TNF-α para então, avaliar-se 

a taxa de translocação do NF-κB para o núcleo e também a produção intracelular de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio.  

 

LIMITAÇÕES 
 

Os experimentos laboratoriais citados em Perspectivas, foram prorrogados devido à 

pandemia e que estão previstas para serem retomadas no ano de 2021.  

Um fator especificamente limitante no decorrer desses anos de pesquisa foi reunir um n 

maior de voluntários acima de 40 anos sem comorbidades que não estivessem em uso de medi-

camentos ou suplementos.  
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APÊNDICE 
 

Artigo “Acute Effects of the Consumption of Passiflora setacea Juice on Metabolic Risk 

Factors and Gene Expression Profile in Humans” publicado na revista Nutrients, 16 de Abril 

de 2020. Nutrients 2020, 12(4), 1104; https://doi.org/10.3390/nu12041104 

Abstract: Background: Passiflora setacea (PS) is a passionfruit variety of the Brazilian savannah and is 
a rich source of plant food bioactives with potential anti-inflammatory activity. This study aimed to 
investigate the effect of an acute intake of PS juice upon inflammation, metabolic parameters, and gene 
expression on circulating immune cells in humans. Methods: Overweight male volunteers (n = 12) 
were enrolled in two double-blind placebo-controlled studies. Blood samples were collected from fast-
ing volunteers 3 hours after the consumption of 250 mL of PS juice or placebo (PB). Metabolic param-
eters (insulin, glucose, total cholesterol, high-density lipoprotein (LDL), high-density lipoprotein 
(HDL), and total triglycerides) and circulating cytokines were evaluated (study 1). Peripheral blood 
mononuclear cell (PBMC) from the same subjects were isolated and RNA was extracted for tran-
scriptomic analyses using microarrays (study 2). Results: Insulin and homeostatic model assessment 
for insulin resistance (HOMA-IR) levels decreased statistically after the PS juice intake, whereas HDL 
level increased significantly. Interleukin (IL)-17A level increased after placebo consumption, whereas 
its level remained unchanged after PS juice consumption. Nutrigenomic analyses revealed 1327 differ-
entially expressed genes after PS consumption, with modulated genes involved in processes such as 
inflammation, cell adhesion, or cytokine–cytokine receptor. Conclusion: Taken together, these clinical 
results support the hypothesis that PS consumption may help the prevention of cardiometabolic dis-
eases. 

Keywords: Passiflora setacea; bioactive compounds; phenolic compounds; cardiovascular diseases; nu-
trigenomics; gene expression; immune system; cytokines; insulin; HDL 
 

1. Introduction 

According to the World Health Organization (WHO), noncommunicable diseases (NCDs) are re-
sponsible for 71% of deaths worldwide, leading to the death of 15 million people aged between 30 and 
69 years old. The most prevalent diseases are cardiovascular diseases, followed by cancers, respiratory 
diseases, and diabetes [1]. At the same time, the total number of people suffering from depression or 
other common mental disorders such as anxiety was estimated as exceeding 300 million people in 2015. 
These disorders are the biggest contributors to global disability and represent an important cost burden 
[2]. Therefore, stressful lifestyle markers such as emotional stress, an unhealthy diet (high in sugar, 
sodium, red meat, and trans fatty acids, but low intake of fruits and vegetables), overweight [3], and 
poor physical activity [4] increase the incidence of cardiovascular diseases (CVD) and NCDs. These 
lifestyle risk factors promote high blood pressure, hyperglycemia, hyperinsulinemia, hypertension, hy-
perlipidemia [1,5], obesity [1], high inflammatory cytokine production [6], and pro-atherogenic gene 
profile [7], and are associated with chronic low-grade inflammation and vascular inflammation [8]. 

A higher intake of fruit and vegetables is associated with a lower risk of all causes of mortality, 
particularly inflammation-related diseases [9]. Plant-based foods are sources of a variety of bioactive 
compounds (BC) such as terpenoids (carotenoids, essential oil components, phytosterols), polyphenols 
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(flavonoids and non-flavonoids compounds) [10], sulfur compounds (glucosinolates and ally sul-
finates), alkaloids [11], and polyamines [12], whose level of total intake is connected with the protection 
from chronic diseases, including cardiovascular diseases, cancers, and neurodegenerative diseases 
[11,12]. Several beneficial effects have been related to the consumption of these compounds such as 
antioxidant and anti-inflammatory activities [12,13]. These beneficial effects derive from the reported 
capacity of some BC to modulate cell signaling and consequently the expression of key genes [14]. The 
species of Passiflora genus have been studied due to their sedative, anxiolytic, anti-inflammatory, anti-
oxidant, and anti-carcinogenic effects [15,16]. Passiflora setacea D.C (PS) is a wild passionfruit species of 
the Brazilian savannah, popularly known as “maracujá do sono” (“sleep passionfruit”). The consump-
tion of these fruits has been traditionally associated with sleep modulation [17]. PS pulp and seeds have 
recently been identified as rich in BC, particularly in C-glycosides of flavonoids [18], and also ho-
moorientin, vitexin, isovitexin, and orientin at higher contents than those found in Passiflora edulis, açaí 
(Eurydema oleracea), and orange juice [19]. They have also revealed antioxidant and antimicrobial prop-
erties in vitro [20,21]. These effects are potentially due to the presence of vitamin E and BC such as 
terpenoids, polyamines, and polyphenols, especially orientin, isoorientin, vitexin, and isovitexin [17–
19,21]. These compounds have been reported to exert antioxidant, anti-inflammatory, vascular, neuro-
protective, anxiolytic, and antidepressant-like effects [22–26]. Plant-based diets are recognized for their 
beneficial effects on the modulation of intermediate risk factors for inflammation-based disorders 
[27,28], and fruits constitute major contributors to these effects [29]. However, clinical studies focusing 
on the health properties of fruits of the Brazilian savannah, as well as on the potential underlying mo-
lecular mechanisms, including the modulation of expression of genes in humans, remain scarce. There-
fore, the aim of our study was to evaluate the effect of acute consumption of PS pulp on metabolic and 
inflammatory biomarkers in overweight male volunteers, as well as to assess the impact on global gene 
expression profile in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) by using microarray analyses. 

2. Materials and Methods 

2.1. Processing and Characteristics of Passiflora setacea Juice 

The fruit used in this study was the PS, the BRS Pérola do Cerrado (BRS Pearl of the Brazilian savan-
nah), which is cultivated at the experimental field of Embrapa Cerrados, Brasilia, Brazil, affiliated with 
the Brazilian Ministry of Agriculture. This study is part of a larger program called the Passitec Network, 
developed to improve fruit size and production. PS plants were cultivated in a vertical espalier system 
and the ripe fruits were harvested at their full maturity level during the rainy season, corresponding to 
the stage where the phenolics compounds were in their highest concentrations [19]. 

The pulps used in this experiment were prepared all at once and were aliquoted, thus allowing us 
to use the same batch of pulp throughout the study. The pulps were removed from the fruits and 
blended for 30 s to separate the seeds from the pulps by sieving. After that, they were aliquoted into 
portions of 150 g and placed into plastic bags, hermetically sealed, and stored at −80 °C. The batch of 
pulp used in this study contained 2.75 g/100 g in fresh weight (FW) of carbohydrates, 10.1 mg/100 g FW 
of vitamin C, 55.4 mg/100 g of proanthocyanidins, 86 mg gallic acid equivalents (GAE)/100 g FW of total 
phenolics, and 3.02 mg quercetine equivalents (QE)/100 g FW of total flavonoids in which we have re-
sults for the four main flavone C-glycosides (1.07 mg/g dry weight (DW) of orientin, 0.99 mg/g DW of 
isoorientin, 0.84 mg/g DW of vitexin, 1.13 mg/g DW of isovitexin) and for the flavanone glycoside (0.14 
mg g−1 FW of hesperetin equivalent) [19]. The isocaloric placebo drink (PB) was obtained by mixing 100 
mL of a passionfruit-flavored isotonic drink of the brand Gatorade with 150 mL of water to achieve the 
same final volume and sugar content of the PS juice (List S1). 
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2.2. Subjects and Study Design 

Male volunteers (n = 12) were recruited by interviews after advertisements were published in the 
media (newspaper, website, etc.) from February to June 2015. Men, ranging from 40 to 64 years old, who 
were overweight or slightly obese (based on body mass index (BMI) between 25 and 31 kg/m2 or waist 
circumference >94 cm), non-smokers, and engaged in a low to moderate level (<5 h/week) of physical 
activity were eligible for inclusion. The exclusion criteria included a medical history of cancer or severe 
metabolic diseases, special dietary habits (e.g., vegetarians and vegans), use of dietary supplementation 
2 months prior to the experiment (vitamin C, multivitamin, antioxidant capsules, etc.), chronic medica-
tion (anti-hypertensives, anti-hyperglycemic, anti-cholesterol, anti-depressants, anxiolytics, etc.), acute 
treatments 15 days prior to the experiment (anti-inflammatory drugs, antibiotics, etc.), and acute treat-
ments 2 days prior to the experiment (inflammatory pain relievers such as aspirin, acetaminophen, etc.). 
A physical evaluation was performed to obtain measurements of weight, BMI, waist circumference, and 
percentage of body weight by applying the seven skinfold sites Jackson–Pollock method [30]. 

The study was performed in two phases. In both phases, the volunteers were asked to consume a 
“white meal”, which is a meal without foods rich in BC (vegetables, fruits, cocoa, and plant-based 
drinks) the day before the experiment (Table S1). Seventy-two hours before the experiment, volunteers 
were asked not to consume alcohol or perform any kind of intense physical activity such as cycling and 
running. Study phase 1 aimed to set a controlled environment in which all volunteers would be offered 
the same food menu at the same time. For this, the volunteers (n = 12) were hosted for 2 days in a hotel. 
At day 1, blood samples were collected at fasting (T0) and 3 hours after (T3) the consumption of 250 mL 
of placebo drink (PB). Similarly, on day 2, blood samples were collected at fasting and 3 hours after the 
consumption of 250 mL of PS juice. Blood sampling and further biochemical analyses were performed 
by the Sabin clinical analysis laboratory, Brasilia. The results of the data obtained in study phase 1 are 
reported in Sections 3.2 and 3.3. 

After the first intervention, the study phase 2 aimed to investigate the effect of the consumption of 
PS juice on gene expression in the volunteers. The same volunteers were asked to consume the same 
“white meal” as in study phase 1 (Table S1). The volunteers were invited to participate in a randomized 
crossover trial in which they had to acutely consume the same two beverages (250 mL PB or PS) in an 
interval of a 10-day washout period for the nutrigenomic study. This phase was performed at the La-
boratory of Cellular Immunology, Faculty of Medicine, University of Brasilia, Brasilia. The results of the 
data obtained in study phase 2 are reported in Sections 3.4–3.6. For each experimental period, the fasting 
volunteers consumed either 250 mL of placebo drink (PB) or of P. setacea (PS) at the moment of their 
arrival in the morning, and blood samples were collected 3 hours later. 

This study was performed with the approval of the National Health Research Ethics Committee 
(CONEP, Brasilia, Brazil), protocol number 36348114.3.0000.0030, and all the volunteers provided their 
written informed consent. Description of the study can be found on ensaiosclinicos.gov.br RBR-84z83n. 
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2.3. Blood Sampling and Treatment 

From the blood sampled in study phase 1, serum and plasma fractions were prepared to quantify 
metabolic markers (including glucose, insulin, homeostasis model assessment of β-cell function 
(HOMA-BETA), homeostatic model assessment for insulin resistance (HOMA-IR), total cholesterol, 
high-density lipoprotein (HDL), low-density lipoproteins (LDL) and total triglycerides) and cytokines. 
The collection of biological samples and the biochemical analysis were conducted by Sabin laboratory 
on the same day. Blood sampling was also collected in heparin tubes and stored at −80 °C for the later 
quantification of cytokines. In study phase 2 (Laboratory of Cellular Immunology), blood samples were 
collected in heparin tubes for further nutrigenomics analysis on isolated PBMC. A total of 8 mL of ve-
nous blood was collected from volunteers using BD Vacutainer tubes (Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA), and PBMCs were isolated. Briefly, the tubes were immediately centrifuged at room 
temperature for 20 min at 1500 × g. After centrifugation, the cell layer containing PBMCs was collected 
and washed twice with sterile phosphate-buffered saline (PBS) with centrifugation at 300 × g for 10 min 
after each washing step. The cell pellet obtained was immediately frozen at −80 °C and kept at this 
temperature until use. 

2.4. Biochemical Parameters and Cytokines Analysis 

The biochemical analyzes were conducted by Sabin Laboratory, Brasilia. To evaluate glucose, the 
hexokinase method was used; as for insulin, the insulin chemiluminescent immunoassay was applied, 
then HOMA BETA and HOMA IR were calculated. Total cholesterol was verified by means of the Al-
lain’s method of esterase/oxidase [31], HDL by using the direct method, LDL through the Martin–Hop-
kins’s calculation, and total triglycerides by means of the oxidase/peroxidase method. 

To quantify the circulating cytokines, serum samples were used to measure interleukin-2 (IL-2), 
interleukin-4 (IL-4), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), tumor necrosis factor (TNF), interferon-
γ (INF-γ), and interleukin-17 (IL-17) protein levels by using the CBA Human T-cell TH1/TH2/TH17 
Cytokine kit (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). This method used bead array technology to 
simultaneously detect multiple cytokine proteins in the samples by flow cytometry. All the analyses 
were executed according to the manufacturer’s guidelines. Shortly, cytokine capture beads were mixed 
with the plasma samples and incubated with phycoerythrin (PE)-conjugated detection antibodies to 
form sandwich complexes. The FCAP Array software was used to generate results in graphical and 
tubular format. 

2.5. Total RNA Extraction 

Total RNA extraction from PBMC was performed by using RNeasy Mini Kit, as recommended by 
the manufacturer (Qiagen, Hilden, Germany). The RNA quality was checked by means of 1% agarose 
gel electrophoresis, whereas the quantity was checked through absorbencies at 260 and 280 nm on 
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). The RNA samples 
were stored at −80 °C until use. 

2.6. Microarray Analyses and Bioinformatic Analysis 

Total RNA (50 ng per sample) was amplified and fluorescently labeled to produce Cy5 or Cy3 
complementary RNA (cRNA) by using the Low Input Quick Amp Labeling Two-Color Kit (Agilent, 
Santa Clara, CA, USA) in the presence of a two-color spike-in control, as recommended by the manu-
facturer. After purification, 825 ng of labeled cRNA was hybridized onto G4845A Human GE 4x44K v2 
microarray (Agilent, Santa Clara, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The G4845A 
Human GE 4x44K v2 microarray contains 27,958 Entrez Gene RNA sequences. After hybridization, an 
Agilent G2505 scanner (Agilent, Santa Clara, CA, USA) was used to scan microarrays. The hybridization 
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data were extracted by means of the Feature Extraction software version 11.0 and analyzed through the 
GeneSpring GX software version 14.5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Data were normal-
ized using 50th percentile shift and analyzed with moderated t-tests corrected by Westfall–Young per-
mutation with corrected p-value cut-off set to 0.05. All transcripts presenting p < 0.05 were considered 
differently expressed. 

2.7. Bioinformatic Analyzes 

For biological interpretation of the differentially expressed genes, we first performed Gene Ontol-
ogy (GO) analyses using DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 
v6.7). The GO results were grouped on the basis of their functionality by using the online REVIGO 
software. The partial least squares discriminant analysis (PLSDA) plot was obtained through Metabo-
Analyst (https://www.metaboanalyst.ca). Gene networks were built with a data-mining approach using 
the Metacore software, and gene pathway analyses of the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
(KEGG) and BioCarta databases were conducted by using the Genetrial2 online tool. 

2.8. Statistical Analyses 

The data obtained were previously analyzed for normality through D’Agostino’s and Pearson’s 
tests. The outlier values were calculated by means of the Tukey test and excluded from the analyses 
only when interfering with normality values. For two independent groups, paired Student’s t-test was 
applied to samples that had a normal distribution, and for those without normal distribution, Wil-
coxon’s t-student test was applied. Descriptive values were expressed as mean ±SD corrected. The dif-
ferences between the variables compared were considered statistically significant when the bi-tailed 
probability of their occurrence due to chance (type I error) was less than 5% (p < 0.05). Analyses and 
graphs were performed by using the GraphPad Prism 7 software for Mac (GraphPad Software, San 
Diego, CA, USA). 

3. Results 

3.1. Volunteers’ Baseline Characteristics 

The baseline characteristics of the volunteers are summarized in Table 1. The subjects enrolled were 
men with a mean age of 48.66 ± 6.82 years that were overweight or slightly obese (BMI ranging from 
25.00 to 30.80) with a mean waist circumference of 96.83 ± 6.49 cm. The subjects ranged from normal to 
slightly hyperglycemic (n = 1, 103 mg/dL), as well as from normal to mildly hyperlipidemic (n = 2), as 
shown by the values for plasma total triglycerides (Table 1). All the other parameters were within nor-
mal range. Two of the 12 volunteers presented three to four factors that may define them as having a 
metabolic syndrome (waist circumference ≥ 90cm; serum triglycerides ≥ 150 mg/dL mmol/l; HDL cho-
lesterol < 40 mg/dL; and fasting plasma glucose (FPG) ≥ 100 mg/dL). Statistical tests without these vol-
unteers were therefore remade and the statistical significances did not change. 

Table 1. Volunteers’ baseline characteristics (n = 12). 

Parameter Mean ± SD (Range) 
Age, years 48.66 ± 6.82 (41–62) 
BMI, kg/m2  28.18 ± 2.08 (25.0–30.8) 

Waist circumference, cm 96.83 ± 6.49 (88–112) 
Fasting glucose, mg/dL 90.83 ± 5.54 (83-103) 
Basal insulin, µUI/mL 11.14 ± 3.58 (5.5–17.7) 

HOMA IR 2.49 ± 0.77 (1.2–3.7) 
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HOMA BETA 152.8 ± 71.58 (73–304) 
Triglycerides, mg/dL 116.58 ± 57.55 (49–218) 

Total cholesterol, mg/dL 188.17 ± 33.40 (115–232) 
HDL cholesterol, mg/dL 47.91 ± 10.67 (38–72) 
LDL cholesterol, mg/dL 117.00 ± 27.09 (60–156) 
Apoliprotein A, mg/dL 133.67 ± 20.95 (107–172) 
Apoliprotein B, mg/dL 101.77 ± 24.80 (49–133) 

Creatinin, mg/dL 0.97 ± 0.14 (0.7–1.2) 
TGO, U/L 20.67 ± 2.87 (14–25) 
TGP, U/L 25.41 ± 6.97 (11–35) 

3.2. Effect of Passiflora setacea Juice on Glucose and Lipid Metabolism (Phase 1) 

Glucose, insulin, HOMA IR, triglycerides and HDL in plasma were analyzed before (T0) and 3 
hours after (T3) the intake of placebo and PS juice. The data show that insulin and HOMA IR levels 
decreased statistically 3 hours after PS juice intake (p = 0.0068 and p = 0.001, respectively), whereas no 
significant change was observed after the placebo intake (Figure 1A). The plasma glucose concentra-
tions decreased in a similar way after the intake of the two drinks. The high-density lipoprotein (HDL) 
level increased significantly after PS juice consumption (p = 0.0280), whereas no change was observed 
after PB drink (p = 0.3541), as seen in Figure 1B. No effects of PS or PB were detected on total and LDL 
cholesterol levels. 

 
Figure 1. Acute effect of Passiflora setacea juice and placebo drink consumption on glucose (A) and lipid 
(B) metabolism markers in overweight volunteers (n = 12). Results analyzed by means of the non-para-
metric paired t-test (Wilcoxon’s test), medians, and SD. 
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3.3. Effect of Passiflora setacea Juice Intake on Cytokine Serum Levels (Phase 1) 

We determined the effect of PS juice intake on cytokine serum levels. Data showed that the IL-17A 
level did not increase after 3 hours of PS juice consumption (p = 0.2962); however, it increased after 
placebo consumption (p = 0.0124) (Figure 2). We also observed that TNF-α presented a similar but not 
significant pattern as IL-17A, that is, its level tended to increase after PB drink (p = 0.0645), whereas it 
remained unchanged after PS juice (p = 0.5489) (Figure 2). There were no statistical changes in the other 
cytokine measures of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, and INF-γ (Figure 2). 

 
Figure 2. Acute effect of Passiflora setacea juice consumption on cytokine serum levels in overweight vol-
unteers (n = 12). Results analyzed by means of the non-parametric paired t-test (Wilcoxon’s test). Medi-
ans and standard deviations are represented in Supplementary Materials. 

3.4. Passiflora setacea Modulated Gene Expression in Circulating Cells (Phase 2) 

Following RNA extraction and quality control of both RNA and microarray hybridization, we ob-
tained good quality RNA from 8 out of 12 volunteers. To access the nutrigenomic effect of an acute 
intake of PS juice in PBMCs, we performed a pangenomic gene expression analysis 3 hours after PS juice 
and PB drink consumption for the eight volunteers. Comparison of global gene expression profiles ob-
tained for the volunteers by using PLSDA showed the separation of profiles between the two groups, 
suggesting different gene expression profiles between the volunteers that consumed PS and the volun-
teers that consumed PB (Figure 3). This observation suggests differential modulation in expression of 
genes after an acute intake of PS juice compared to the control drink. 
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Figure 3. The comparison of the global gene expression profiles obtained for the volunteers using partial 
least squares discriminant analysis (PLSDA) shows the separation of profiles between the two groups, 
and suggests different gene expression profiles between the volunteers that consumed Passiflora setacea 
juice (PF) and the volunteers that consumed placebo (PB; placebo). 

Following this observation, we performed a statistical analysis to identify which genes had their 
expression altered after the consumption of PS compared to PB. Statistical analyses identified 1327 genes 
presenting changes in their expression after PS consumption. Among them, most genes were identified 
as having their expression down-regulated with the average fold-change for up-regulated genes being 
2.48 and for down-regulated genes being −2.15. Among the genes showing the highest differential mod-
ifications were TMEM151A, MLPH, MYH2, SERPINA9, or FNA21. 

For the biological interpretation of the differentially expressed genes, we first performed Gene On-
tology (GO) analyses using DAVID database, and the GO were then clustered into function groups by 
using the online REVIGO software. This showed that differentially expressed genes are involved in 
various biological processes such as calcium ion transmembrane transport (potassium ion transport and 
phospholipid efflux), cell differentiation (extracelular matrix organization and histone lysine methyla-
tion), G-protein-coupled receptor signaling pathway (chemical synaptic transmission and neuropeptide 
signaling pathway), cell adhesion, and transcription from RNA polymerase promoter (Figure S1). This 
analysis revealed that the consumption of PS juice modulated the expression of genes presenting dif-
ferent biological functions. 

To deepen the identification of the functions and cellular processes potentially affected by the con-
sumption of PS juice, we performed gene network analyses of the differentially expressed genes. Gene 
networks, built through data-mining using the Metacore software, suggested, as did the GO analyses, 
that the consumption of PS juice changed the expression of genes involved in cellular function. Among 
the most over-represented networks were those involved in calcium and potassium transport, cell ad-
hesion and cell–matrix interactions, neurogenesis, or transmission of nerve impulse (Figure 4). The 
genes identified in these networks were NMDA receptor, matrix metalloproteinase (MMP)-7, ADAMTS9, 
mGluR, CaMKII alpha, CACNA1C, and SLC24A2. These genes decode proteins involved in vascular tis-
sue damage, in the reduction of insulin sensitivity and secretion, and in neuropsychiatric disorders and 
neuron excitability. 
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Figure 4. Networks enriched with differentially expressed genes in volunteers’ peripheral blood mono-
nuclear cells in response to Passiflora setacea pulp consumption. Gene networks were identified using 
MecaCore software that uses text mining approach to build gene–gene interactions and identify their 
cellular functions. 

Besides the network analyses, we also performed gene pathway analyses employing the use of the 
Genetrial2 online tool by searching the KEGG and BioCarta databases. As shown in Figure 5, the differ-
entially expressed genes identified are involved in cellular pathways including inflammation, metabo-
lism, cell signaling, and neurofunction-related processes. Regarding the pathway related to inflamma-
tion, we identified a cytokine–cytokine receptor, cell adhesion molecules, and chemokine signaling 
pathways, which include genes such as TNFSF18, IL36A, JAM2, ADCY8, or CCL16. In pathways related 
to cellular metabolism, we identified circadian entrainment, insulin secretion, and P13K-Akt signaling 
pathways, which include genes such as GRIN2A, PRKG1, CACNA1D, GLP1R, G6PC2, and LAMA1. Cal-
cium and adrenergic signaling pathways were also identified, containing PTGER3, ADCY8, and 
CACNA1D genes. Several pathways related to neurofunction were also identified such as glutamatergic 
synapse, neuroactive ligand-receptor interaction, and MAPK signaling pathways, in which genes such 
as GABRG1; glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (GRIN1); CACNA1D; and ADCY8 were mapped. 
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Figure 5. Significantly enriched pathways with differentially expressed genes in volunteers’ PBMC in 
response to PS pulp consumption. Pathways were identified using Genetrial2 online tool and KEGG 
database, and were grouped regarding their functions. x-axis represents the number of genes in each 
pathway. 
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3.5. Protein–Protein Interaction (Phase 2) 

Apart from the bioinformatics analyses on cellular networks and pathways of differentially ex-
pressed genes identified, we also searched for protein–protein interactions. We observed interactions 
among the genes whose expression were affected by the consumption of PS. By using the online String 
database, we identified 1013 nodes and 3066 edges with 6.05 nodes on average (Figure S2). Among 
them, 39 genes showed over 15 interactions with other proteins, making them important nodes in the 
protein–protein interactome. These 39 genes revealed over 700 interactions, which are a fifth of the total 
number verified. This suggests that changes in the expression of these genes can have an important 
impact on protein interactome and consequently on cell function. These genes are involved in the cel-
lular pathways regulating processes such as cyclic adenosine monophosphate (cAMP) signaling path-
way, nitric oxide signaling pathway, dopaminergic synapse, insulin, or PI3K-Akt signaling pathways. 
Proteins interacting with these 32 genes have been searched and 256 genes have been identified. Path-
way analyses of these genes showed that they are involved in pathways such as the cAMP signaling 
pathway, PI3K-Akt signaling pathway, Ras/Rap1 (Ras-related protein 1) signaling, insulin secretion, 
cytokine–cytokine receptor interaction, chemokine signaling pathway, retrograde endocannabinoid sig-
naling, or regulation of actin cytoskeleton. 

3.6. Transcriptional and Post-Transcriptional Regulators of the Nutrigenomic Effect (Phase 2) 

The bioinformatics analyses of gene expression data were further performed with the aim to iden-
tify potential transcription factors involved in the mediation of the PS juice nutrigenomic effect ob-
served. The most significant transcription factors (Figure 6) were cAMP Responsive Element Binding 
Protein 1 (CREB1), nuclear factor-kappa B (Nf-kB), and specificity protein 1 (SP1). These transcription 
factors are involved in gluconeogenesis regulation, lipid metabolism, and insulin signaling pathways. 
They are also associated with vascular calcification, pathogenesis of type 2 diabetes (TD2), and diabetic 
cardiovascular disease. Other transcription factors are Proto-Oncogene C-Jun (c-jun), Signal Transducer 
And Activator Of Transcription 3 (STAT3), and tumor protein P53 (p53). 
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Figure 6. Bioinformatics analyses of potential transcription factors involved in the mediation of the PS 
juice’s nutrigenomic effect observed. Transcription factors were identified using MetaCore algorithm 
and the most significant transcription factors listed were CAMP Responsive Element Binding Protein 1 
(CREB1), nuclear factor-kappa B (Nf-kB), and specificity protein 1 (SP1). On the right, the interactions of 
the networks with these three transcription factors identified are represented. 

 

Besides the transcriptional regulators potentially involved in the nutrigenomic effect observed, we 
also searched for potential post-transcriptional regulators of the gene expression, particularly mi-
croRNA. Using the online OmicsNet tool, we identified over 30 microRNAs (miRNAs) that could inter-
act with differentially expressed genes and regulate their expression at the post-transcriptional level 
(Table 2). This suggests that PS juice consumption could potentially regulate the expression of mi-
croRNAs and consequently affect levels of mRNA of genes we identified as differentially expressed. 
Using the same online tool, we then performed integrated analyses of the identified differentially ex-
pressed genes, potential transcription factors, and potential microRNAs (Figure 7). We observed a net-
work of interaction among these three levels of regulation of cell function, suggesting that PS juice con-
sumption can significantly impact immune cells at the molecular level and consequently impact their 
functions. 
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Table 2. microRNA list. 

hsa-mir-335-5p MIMAT0000765 228 
hsa-mir-26b-5p MIMAT0000083 193 
hsa-mir-16-5p MIMAT0000069 161 
hsa-mir-92a-3p MIMAT0000092 161 
hsa-mir-124-3p MIMAT0000422 152 
hsa-mir-155-5p MIMAT0000093 116 
hsa-mir-93-5p MIMAT0000646 116 
hsa-mir-1-3p MIMAT0000416 114 
hsa-mir-17-5p MIMAT0000070 113 
hsa-mir-615-3p MIMAT0003283 112 
hsa-let-7b-5p MIMAT0000063 104 

hsa-mir-106b-5p MIMAT0000680 101 
hsa-mir-20a-5p MIMAT0000075 99 
hsa-mir-218-5p MIMAT0000275 99 

hsa-mir-1-1 MI0000651 98 
hsa-mir-484 MIMAT0002174 90 

hsa-mir-193b-3p MIMAT0002819 89 
hsa-mir-15b-5p MIMAT0000417 88 
hsa-mir-15a-5p MIMAT0000068 81 
hsa-mir-20b-5p MIMAT0000076 80 
hsa-mir-21-5p MIMAT0001413 80 
hsa-mir-30a-5p MIMAT0000087 79 
hsa-mir-186-5p MIMAT0000456 78 

hsa-mir-519d-3p MIMAT0002853 77 
hsa-mir-24-3p MIMAT0000080 76 
hsa-mir-320a MIMAT0000510 75 
hsa-mir-8485 MIMAT0033692 75 

hsa-mir-192-5p MIMAT0000222 74 
hsa-mir-195-5p MIMAT0000461 73 
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Figure 7. Bioinformatics analyses of potential miRNA involved in the mediation of the Passiflora setacea 
juice’s nutrigenomic effect observed. OmicsNet online tool was used to identify interactions between the 
differentially expressed genes identified (in pink) with the potential transcription factors identified (in 
green), and potential miRNAs involved (in blue). 

4. Discussion 

This is the first time that the effect of a Brazilian savannah fruit was described on IL-17A blood 
levels and on gene expression profile in humans. We found that the consumption of one serving of PS 
juice (similar composition of a whole fruit but without its seeds) statistically decreased the levels of 
insulin and HOMA IR while increasing HDL levels. 

It is known that disorders in insulin metabolism and consequently in glucose metabolism result in 
oxidative stress and inflammation, which lead to micro- and macrovascular dysfunctions and to the 
further development of diabetes and cardiovascular diseases [5]. These complications are associated 
with endothelial dysfunction, pro-inflammatory cytokines, reactive oxygen species formation, and ad-
hesion molecule production [32]. This process results in the increase in the adhesion of immune cells to 
endothelial cells, as well as in their transendothelial migration into the vascular wall, which are the 
initial steps to the development of atherosclerosis, the origin of all vascular-related diseases. Therefore, 
by changing the insulin, HOMA IR, and HDL levels, PS juice could exert anti-inflammatory and vas-
culo-protective properties and consequently prevent or delay the onset of associated diseases. This ob-
servation could be related to the results of other in vivo and in vitro studies that have shown the poten-
tial of dietary polyphenols on insulin response. For example, isoorientin, a flavonoid found in PS, has 
proven to revert insulin resistance in adipocytes by stimulating the proper phosphorylation of proteins 
in the insulin signaling pathway [33]. Another path of action may be explained by the inhibition of the 
key enzymes involved in starch digestion (alpha-amylase and alpha-glucosidase) by polyphenols [34]. 
The caffeic acid, a phenolic acid also present in PS has shown the capacity to inhibit these enzymes [35]. 
Polyphenols from water chestnut husk [36], green tea [37], and apple [38] have been reported to reduce 
serum insulin levels in normal mice. However, few studies have also shown the effect of whole food on 
human insulin metabolism. Nyambe-Silavwe and Williamson [39] reported the effect of dried fruits 
with green tea in the decrease of insulin serum levels in healthy volunteers. 

We also observed an increase of blood HDL concentrations after PS juice intake that was not de-
tected within the PB condition. Recent nutrition intervention studies on polyphenol-rich foods such as 
olive oil [40] or dark chocolate [41] have been shown to positively affect HDL levels in humans. One 
possible explanation is that these polyphenol-rich foods may induce changes in the biochemical prop-
erties of the lipoprotein that contribute to its main biological function, particularly in the enhancement 
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of the cholesterol efflux capacity [42]. It can therefore be suggested that PS consumption modulates risk 
factors of cardiometabolic diseases. 

This study also revealed that an acute intake of PS juice kept IL-17A at a basal level and indicated 
a tendency to decrease TNF-alpha levels (p = 0.0645) when compared to PB condition. The IL-17A is a 
pro-inflammatory cytokine that stimulates neutrophil inflammatory response [43] and the production 
of other pro-inflammatory cytokines such as TNF-alpha, IL-1β , and IL-6 [44], as well as the expression 
of adhesion molecules such as Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) [45]. Its activities are vastly 
increased due to synergy with TNF-alpha that promotes the induction of target genes involved in in-
flammatory processes [46]. Cyanidin, a key flavonoid present in red berries, has shown the capacity to 
reduce inflammation in mice through binding with the extracellular domain of IL-17RA and conse-
quently disrupting the IL-17A/IL-17RA complex formation [47]. Few studies have provided evidence 
regarding the role of diet in modulating IL-17 levels in humans. Peluso et al. [6] observed a drop of this 
cytokine in the plasma of 14 overweight subjects after a pineapple, blackcurrant, and plum juice con-
sumption. Taken together, this observation suggests that PS consumption could present anti-inflamma-
tory effects during the post-prandial period. 

In the present study, using microarray analysis, we showed that the consumption of one single cup 
of PS juice by volunteers significantly affected PBMC gene expression profiles. Our study is the first to 
show the effect of a Passiflora species on the modulation of gene expression in humans. Another study 
has shown the capacity of another species of Passiflora in modulating gene expression in mice. Toda et 
al. [48] demonstrated that the aerial parts of the Passiflora incarnata Linnaeus extract can modulate the 
expression of genes that may be involved in the prevention of obesity [49] and hyperglycemia [50]. 
Regarding the effects of BC found in PS on gene expression, it has been reported that isoorientin stim-
ulated the transcription of genes encoding components of insulin signaling pathway in murine insulin-
sensitive and insulin-resistant adipocytes [33]. Orientin from Commelina communis L. down-regulated 
the expression of peroxisome proliferator activated receptor (PPAR) and mRNA levels of genes in-
volved in adipogenesis, lipogenesis, and triglyceride sysnthesis in vitro [51]. A plant extract rich in ori-
entin, isoorientin, vitexin, and isovitexin has been shown to inhibit the mRNA levels of TNF-α also in 
vitro [52]. Therefore, our original study suggests that potential health benefits of PS could be related to 
its capacity to modulate the expression of genes in vivo in humans. 

Bioinformatic analysis also revealed that PS consumption modulated the expression of a group of 
genes, 25, involved in the regulation of inflammation and immune response, particularly chemokine 
signaling pathway and cytokine–cytokine receptor interactions. Among these genes are CXCL17, 
IL36A, CCL16, CCL21, and IL-25. CCL16 is a pro-inflammatory chemokine that may be involved in the 
development of diseases such as irritable bowel syndrome [53]. Chemokines, a group of cytokines that 
attract and activate leucocytes into inflamed tissue, have been associated with the pathogenesis of a 
number of diseases, ranging from atherosclerosis to human immunodeficiency virus (HIV) infection 
[54], and CCL21 has been suggested as being involved in the pathogenesis of various inflammatory 
disorders including rheumatoid arthritis, inflammatory bowel diseases, and atherosclerosis [55]. Nutri-
genomic analysis also identified several interleukins such as IL-36A that have pro-inflammatory prop-
erties and have been described as being involved in pulmonary inflammatory responses [56]. Several 
studies have shown that foods rich in BC or isolated BC such as hesperidin can regulate the expression 
of chemokines [7]. Taken together, the results suggest that the acute consumption of PS can present anti-
inflammatory effects by modulating the expression of related genes. 

This nutrigenomic study identified changes in the expression of genes involved in processes such 
as cell adhesion and cell–matrix interactions; chemokine signaling; insulin secretion; calcium and po-
tassium transport; as well as inflammation, atherosclerosis development, and neurostimulation. Among 
them are genes encoding matrix metalloproteinases (MMPs), desintegrins, and metalloproteases (AD-
AMs), for which expression was identified as down-regulated. MMPs constitute a family of extracellular 
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processing enzymes responsible for inflammation and acquired immunity [57]. Expression of genes en-
coding MMPs is frequently increased by cytokines, and reactive oxygen species are often involved in 
this mechanism [58]. MMP-7 over-expression regulates chemokine gradients that can lead to severe 
tissue damage through transepithelial influx of neutrophils [59]. In an in vitro and in vivo study, 
resveratrol reversed the injury of human epithelial cells and attenuated such injury in mice through the 
inhibition of MMP-7 expression [60]. Kinase Insert Domain Receptor (KDR) (or Vascular Endothelial 
Growth Factor Receptor-2, VEGFR2) is a key receptor that promotes Vascular Endothelial Growth Fac-
tor (VEGF) to form mitosis and generate vascularization. VEGF promotes proliferation and migration 
of cells and activates matrix matalloproteinase secretion [61], which can lead to exacerbation of tissue 
damage during inflammation. VEGF is highly expressed in tissues undergoing growth or remodeling 
in cancer and atherosclerosis [62]. KDR’s expression was down-regulated with PS juice consumption, 
as well as JAM-2’s (junctional adhesion molecule 2) gene involved in leukocyte recruitment and extrav-
asation under inflammatory conditions [52]. Few studies have suggested the capacity of foods or BC to 
modulate the expression of these genes. A formulation of Chinese herbs was capable of downregulating 
the expression of KDR and VEGF in a mouse with hepatocellular carcinoma [63]. Monfoulet et al. [64] 
revealed the capacity of curcumin to reduce endothelial junctional permeability. Thus, the capacity of 
PS to down-regulate the expression of this gene suggests a potential lower interaction of immune cells 
with vascular endothelial cells, which represent the initial steps of atherosclerosis development. As ath-
erosclerosis is associated with the genesis of others cardiovascular diseases, PS juice consumption may 
reveal interesting mechanisms underlying its potential vasculo-protective properties. 

ADAMs constitute a family of proteases with cell adhesive potential [65] and other functions, in-
cluding extracellular matrix (ECM) degradation, shedding of various cell surface proteins, and influ-
ence on cell signaling patterns [66]. ADAM12 is an active protease in ECM that causes changes in pro-
liferation and differentiation of adipocyte maturation and also in the development of obesity induced 
by high-fat diet [67]. It has been shown to affect the insulin-like growth factor (IGF)/mTOR (mammalian 
target of rapamycin) and peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) signaling path-
ways, leading to increased lipid accumulation in mature adipocytes [68]. ADAMTS9 is a risk gene for 
type 2 diabetes development and its over-expression is associated with impaired insulin signaling in 
peripheral tissues and also with insulin resistance [69]. Its risk allele (rs4607103 C) has been demon-
strated to decrease mitochondrial function and to alter glucose and lipid metabolism [70]. Another gene 
identified as differentially expressed after PS juice consumption is adenylate cyclase 8 (ADCY8), which 
is involved in insulin secretion and glucose homeostasis. Sung et al. [71], in a genome-wide association 
analysis, associated the ADCY8 gene with obesity and abdominal visceral fat depot. Considering all 
these previous factors, the gene expression profile obtained after an acute consumption of PS suggests 
a lower accumulation of lipids in PBMCs and a lower impairment in insulin signaling, presenting po-
tential molecular targets of PS juice consumption and their potential health properties. 

Besides the modulation of genes related to cardiometabolic regulations, our nutrigenomic analysis 
also identified the fact that several genes modulated by the acute consumption of PS were associated 
with neurofunction, such as CACNA1C, GRIN1, and G protein-coupled receptor 50 (GPR50). The im-
mune-to-brain and brain-to-immune communication has been recently studied [72]. The central nerv-
ous system can communicate with peripheral monocytes, promoting gene expression modulation, par-
ticularly with regards to the NF-kB transcriptional control pathway [73]. The CACNA1C is a gene con-
tributes to the etiology of psychiatric disorders and to phenotypes affected by those conditions such as 
memory and circadian rhythms [74]. Such symptoms are present in a proportion of the general popula-
tion and are correlated with poorer cognitive performance and with adverse health outcomes [75] such 
as atherosclerosis [76]. The GRIN1 (glutamate receptor, ionotropic, NMDA1) gene plays an important 
role in excitatory neurotransmission, and the increase of its expression has been associated with anxiety 
in response to stress in mice [77]. Another gene whose expression has been modulated after PS juice 
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consumption was GPR50, a gene involved in late-life depression in certain subgroups of depressed in-
dividuals [78]; its down-regulation is associated with torpor enhancement [79]. Acute consumption of 
PS juice decreased the expression of these genes, which suggests that PS consumption may affect torpor, 
a hypothesis that can explain PS’s popular name “sleep passionfruit”. These observations suggest the 
potential effect of PS consumption as an auxiliary treatment for cognitive functions and for psychiatric 
disorders. 

The three major transcription factors whose activities might be affected by PS consumption and 
that are possibly involved in the nutrigenomic effect observed are CREB1, RELA Proto-Oncogene 
(RelA), and SP1. CREB1 regulates gluconeogenesis, lipid metabolism, and insulin signaling pathways, 
and the activity of its transcriptional promoter is associated with the pathogenesis of TD2 [80], adipo-
genesis [81], and major depressive disorder [82]. RelA is a sub-unit of NF-κB, a transcription factor crit-
ical for the expression of proinflammatory cytokines in human monocytes. Studies on the effect of bio-
active compounds (BC) on this transcription factor showed that orientin, isoorientin, vitexin, and iso-
vitexin exert suppressive action of these compounds upon NF-κB activation [24]. Elevated SP1 plays a 
pro-apoptotic effect and stimulates vascular calcification [83]. It has been observed that the BC (-)-epi-
gallocatechin-3-gallate can modulate the activity of this transcription factor [84]. Therefore, the capacity 
of PS juice consumption to affect the activity of these transcription factors could present major regula-
tory mechanisms observed in nutrigenomic modifications underlying their health properties. 

Literature lacks data about the effect of Passiflora on miRNA expression. However, it has been sug-
gested that plant food bioactives can modulate the expression of miRNA [85,86]. Among the miRNA 
identified from bioinformatic analysis as potentially involved in the post-transcriptional regulation of 
identified differentially expressed genes by PS juice consumption, we can list miRNA-16, -26, and -124. 
miRNA-16 has shown to play a role in inflammation [87] and hypertension [88], whereas miRNA-124 
mediates anti-inflammatory effects and is involved in neuroprotective mechanisms [89]. Therefore, by 
potentially modulating the expression of these miRNAs, PS consumption can regulate genes involved 
in the development or the prevention of cardiometabolic and neurological diseases. 

5. Conclusions 

This acute study has provided the first clinical data supporting an interest in PS pulp consumption 
for human health. The positive changes we observed in some inflammatory and metabolic biomarkers 
as well as in the PBMC gene expression profile after an acute intake of one serving of PS pulp by over-
weight, middle-age volunteers suggest potential anti-inflammatory and anti-diabetic effects. These re-
sults, originating from an acute study, cannot be directly extrapolated to chronic consumption of PS 
pulp. However, it opens interesting perspectives for future long-term clinical studies using PS products 
in order to better characterize their health properties and identify the compounds/components respon-
sible for these biological effects. Furthermore, developing this research line is important to increase 
knowledge on the role of plant foods derived from Brazilian biodiversity in the prevention or delay of 
the onset of chronic diseases. 

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1: List S1: Placebo ingredi-
ents. Table S1: “White meal” menu. 
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Supplementary Data 

List S1: Ingredients, in descending order, of the isotonic drink: water, sucrose, maltodextrin, sodium 
chloride, sodium citrate, potassium phosphate monobasic, citric acid acidulant, tartrazine artificial fla-
voring and FD&C Yellow 6 (dye). 
 

Table S1: White meal composition: 

Meal Menu 

Breakfast French bread, cheese, ham and milk. 
Snack Cake made from flour, eggs, milk, sugar and 

yeast. 
Lunch Rice, beans, toasted cassava flour, meat and 

soda. 
Snack  French bread, cheese, ham and milk or soda. 
Dinner Rice, beans, toasted cassava flour and meat. 
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Figure S1. Gene Ontology terms grouped by REVIGO. The mRNA of PBMC’s subjects was submitted to 
microarray analyses after their intake of the Passiflora setacea juice and the placebo drink. Differentially 
expressed genes based on gene ontology (GO) and grouped by REVIGO revealed biological processes 
(calcium ion transmembrane transport, cell differentiation, G-protein coupled receptor signaling path-
way, cell adhesion and transcription from RNA polymerase promoter) clusters of down-regulated genes. 
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Figure S2. Bioinformatics analyses of protein-protein interactions of the genes whose expression have 
been affected by the consumption of Passiflora setacea (Online String database). 
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ANEXO B – QUESTIONÁRIO DE FREQUÊNCIA ALIMENTAR ( ALIMENTOS RI-

COS EM POLIFENÓIS) 

  

Alimentos Porção Nunc
a 

1x 
mês 

Me-
nos 
1x 

sem 

1x 
sem. 

2-4x 
sem. 

5-6x 
sem. 

Todo 
dia 
(1x) 

Todo 
dia 
(2x) 

1. Abacaxi  2 fatias         
2. Alface  8 folhas         
3. Ameixa 
fresca  

2 unds         

4. Ameixa seca  4 unds         
5. Amora  20 unds         
6. Azeite  1 csp         
7. Banana  1 und grande         
8. Beterraba  4 csp         
9. Brócolis  4 csp         
10. Café preto  80 mL         
11. Caqui  1 und média         
12. Cebola 
crua  

4 csp         

13. Cenoura -    4 csp         
14. Chá Boldo  1 xc (180 mL)         
15. Chá de ca-
momila   

1 xc (180 mL)         

16. Chá de fru-
tas  

1 xc (180 mL)         

17. Chá mate  1 xc (180 mL)         
18. Chá preto –  1 xc (180 mL)         
19. Chá verde –  1 xc (180 mL)         
20. Chocolate 
amargo –  

2 qdr         

21. Chocolate 
ao leite  

2 qdr         

22. Temperos 
verdes (manjeri-
cão, alecrim, oré-
gano)  

1 csp         

23. Folhas ver-
des (rúcula, 
agrião, etc)  

1 pegador         

24. Laranja  1 und média         
25. Lima   2 unds         
26. Maçã com 
casca  

1 und média         

27. Mamão  2 fatias (~ 2 
dedos) 
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28. Mamão pa-
paya  

½ und         

29. Molho de 
tomate   

4 csp         

30. Morango  1 copo         
31. Repolho 
cru  

4 csp         

32. Soja  1 csp         
33. Suco de 
abacaxi de cai-
xinha  

1 copo 
(250mL) 

        

34. Suco de 
abacaxi natu-
ral  

1 copo 
(250mL) 

        

35. Suco de la-
ranja de caixi-
nha  

1 copo 
(250mL) 

        

36. Suco de la-
ranja natural  

½ copo 
(130mL) 

        

37. Suco de li-
mão de caixi-
nha  

2 copos 
(500mL) 

        

38. Suco de li-
mão natural   

2 copos 
(500mL) 

        

39. Suco de 
maçã de caixi-
nha –  

1 copo 
(250mL) 

        

40. Suco de 
maçã natural   

1 copo 
(250mL) 

        

41. Suco de ma-
racujá de caixi-
nha   

2 copos 
(500mL) 

        

42. Suco de ma-
racujá natural   

2 copos 
(500mL) 

        

43. Suco de mo-
rango de caixi-
nha   

1 copo 
(250mL) 

        

44. Suco de mo-
rango natural  

1 copo 
(250mL) 

        

45. Suco de uva 
de caixinha  

½ copo 
(130mL) 

        

46. Suco de uva 
natural  

½ copo 
(130mL) 

        

47. Tangerina 
(mexerica)  

1 und grande         

48. Uva  15 und         
49.   Açaí (suco 
ou creme)  

200 mL         

Csp = colher de sopa; Und = unidade; Xc = xícara; Qdr = quadradinhos. 
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ANEXO C – CARDÁPIO DE REFEIÇÕES BRANCAS SUGERIDAS 
 

Refeição Cardápio 

Café-da-manhã Pão francês, queijo e presunto.  
Bebida opcional: leite 

Lanche Bolo simples de farinha, ovos, leite, açúcar e 
fermento ou bolacha água e sal 

Almoço Rice, beans, toasted cassava flour, meat and 
soda. Arroz, feijão, farofa, carne.  
Bebida opcional: refrigerante 

Lanche da tarde Idem café-da-manhã ou lanche 
Jantar Idem almoço ou  

macarrão com carne sem molho de tomate ou 
cachorro-quente ou pizza ou  
hambúrguer sem salada 

 

 


