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RESUMO

Alimentos ricos em compostos antioxidantes tém sido difundidos como protetores a satude
devido a sua associagcdo com a redugdo de fatores de risco para doengas cronicas, como 0
diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares, entre outras. Tem sido sugerido que as
flavanonas citricas apresentam potencial para reduzir o estresse oxidativo em estados de
inflamacéo cronica, como, por exemplo, na obesidade. O objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade antioxidante da hesperidina, eriocitrina e eriodictiol em camundongos submetidos a
uma dieta hiperlipidica, indutora da obesidade. Foram utilizados 50 camundongos C57BL/6J
machos divididos aleatoriamente em 5 grupos (n=10 cada), sendo: (1) grupo controle, tratado
com dieta padrdo; (2) grupo tratado com dieta hiperlipidica; (3) grupo tratado com dieta
hiperlipidica e hesperidina (100 mg/kg peso); (4) grupo tratado com dieta hiperlipidica e
eriocitrina (200 mg/kg peso); e (5) grupo tratado com dieta hiperlipidica e eriodictiol (200
mg/kg peso). O estudo teve duracdo de 30 dias e cada grupo recebeu o composto especifico
juntamente com a dieta, com base na média de ingestdo didria e peso corporal. Foram
avaliados a glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL-C e LDL-C no soro através de
métodos enzimatico-colorimétricos, a capacidade antioxidante pelo método ABTS, e o
estresse oxidativo no soro e figado pelo método de TBARS. Os camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica tiveram aumento da glicose (20%), colesterol total (36%), LDL-C
(55%) e peroxidacdo lipidica hepatica (44%), quando comparados aos animais controle. O
grupo suplementado com hesperidina reduziu 28% LDL-C em relacdo a dieta hiperlipidica.
Todos os grupos suplementados com flavanonas apresentaram aumento da capacidade
antioxidante total no soro (= 9,3 %), e reducdo do TBARS no figado (= 64%). Além disso, 0s
grupos suplementados com eriocitrina e eriodictiol reduziram os niveis de TBARS no soro em
48 e 47%, respectivamente. Esta protegdo antioxidante oferecida pelas flavanonas se deve a
sua capacidade em neutralizar radicais livres, quelar ions catalisadores da peroxidagdo
lipidica, doar elétrons e eliminar o excesso de radicais reativos impedindo a propagacdo do
estresse oxidativo, prevenindo danos como a ruptura de membranas lipidicas e diminuindo o

risco de complicagdes cardiovasculares.

Palavras-chave: flavanonas citricas, atividade antioxidante, dieta hiperlipidica
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1. INTRODUCAO

Os flavonoides sdo compostos provenientes do metabolismo secundério de plantas e
estdo largamente distribuidos na natureza, apresentando como estrutura quimica fundamental
dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de carbono a um heterociclo, sendo o
heterodtomo um oxigénio. Diferencas na estrutura do heterociclo (anel C) classificam os
flavonoides em seis classes: flavondis, flavonas, isoflavonas, catequinas, flavanonas e
antocianidinas (WOLFE; LIU, 2008; TRIPOLI et al, 2007). Atualmente os flavonoides sdo
considerados como substancias fitoquimicas, ou seja, substancias encontradas em vegetais e
frutas comestiveis e que, quando ingeridos diariamente, exibem potencial para modular o
metabolismo de maneira favoravel a prevencdo de doencas cronicas e degenerativas
(TRIPOLI et al, 2007). Dentre as atividades bioldgicas j& atribuidas aos flavonoides estéo:
antialérgica, antibacteriana, anticarcinogénica, fortalecedora do sistema imunol6gico, antiviral
e anti-inflamatdria (RICE-EVANS et al, 1996).

De modo geral, os flavonoides quando ingeridos na forma glicosilada chegam intactos
ao intestino delgado e entdo sdo deglicosilados para serem absorvidos. No caso dos
flavonoides contendo rutinose, eles podem ser absorvidos tanto no intestino delgado como no
cblon, apos hidrélise dos aclcares pela acdo das bactérias intestinais. A porcdo aglicona,
flavonoide sem acucar ligado, pode entdo ser absorvida nos enterdcitos e posteriormente
conjugada com glucuronideos ou sulfatos, sendo liberada na corrente sanguinea. O figado € o
principal 6rgdo envolvido na metabolizagdo dos flavonoides (NIELSEN et al, 2006; TRIPOLI
et al, 2007).

Quanto ao perfil toxicologico, os flavonoides sdo largamente distribuidos em

alimentos de origem vegetal e ja foram utilizados anteriormente na medicina tradicional,
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dessa forma, acredita-se que a margem de seguranca para 0 uso terapéutico destes compostos
seja ampla (SANDHAR et al, 2011).

Os compostos hesperidina, eriocitrina e eriodictiol sdo flavonoides pertencentes a
classe das flavanonas que apresentam um centro estereogénico em C2 e que diferem do
nucleo fundamental dos flavonoides pela auséncia da dupla ligacdo entre C2 e C3 no anel C
(Figura 1). A hesperidina é um O-glicosideo, composto pela ligacdo entre uma rutinose
(ramnosil-a-1,6-glicose), um dissacarideo de ramnose e glicose, e a hesperitina. A eriocitrina
é um O-glicosideo formado pela ligacdo de uma rutinose e o eriodictiol. A hesperitina e o

eriodictiol isolados sdo denominados agliconas (Figura 2) (TRIPOLI et al, 2007).

flavanona

nucleo fundamental de um flavondide

Figura 1. Comparacéo estrutural entre o nucleo fundamental de um flavonoide e a flavanona
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Figura 2. Estruturas da hesperidina, hesperitina, eriocitrina e eriodictiol.

A hesperidina é a principal flavanona encontrada em frutas citricas e vem sendo
reconhecida por apresentar atividades antioxidante, anti-inflamatdria e anticarcinogénica
(NIELSEN et al, 2006). Demonstrou-se ainda que a hesperidina é capaz de reduzir o
colesterol e o triglicérides através de inibicdo enzimatica e que apresenta efeitos benéficos
sobre a hiperglicemia através de regulagdo de vias metabdlicas (FUKUCHI et al, 2008).

A eriocitrina é encontrada em abundancia nos limdes e nas limas, sendo obtida a partir
da casca destas frutas (DEL RIO et al, 2004). Estudos demonstraram que a eriocitrina foi
capaz de reduzir marcadores inflamatorios e a peroxidacdo lipidica, fatores envolvidos na
patogénese da retinopatia, em cobaias com diabetes (BUCOLO et al, 2012).

Atualmente, sabe-se que o tecido adiposo além de servir como estoque de energia na
forma de gordura, também é um tecido com rica atividade metabdlica e existem evidéncias
demonstrando que o estresse oxidativo no tecido adiposo apresenta um papel central em
doencas metabdlicas, como resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 e obesidade

(RUSKOVSKA; BERNLOHR, 2013).
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O estresse oxidativo pode ser definido como “desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio e das defesas antioxidantes”. E importante ressaltar que as
especies reativas de oxigénio (ROS) sdo metabdlitos naturalmente produzidos na respiracao
aerobia, fisiologicamente Uteis, inclusive apresentando fungdes protetoras contra infeccdes
bacterianas nos macrofagos. Entretanto, a exposi¢éo cronica aos radicais livres pode levar a
danos teciduais. E conhecido que o radical hidroxila (OH) e o peroxinitrito (ONOO)
induzem a peroxidacao lipidica, levando a producdo de trans-4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) e
de trans-4-oxe-2-nonenal (4-ONE), que sdo reconhecidos como mediadores e marcadores
presentes em desordens oxidativas (RUSKOVSKA; BERNLOHR, 2013; ALVES et al, 2010).

A peroxidacdo lipidica é iniciada pela reacdo de radicais livres com acidos graxos
insaturados presentes em membranas celulares e em lipoproteinas, resultando na formacao de
produtos como o malondialdeido (MDA), que pode ser detectado em amostras bioldgicas e
utilizado como um indicativo na avaliacdo do estresse oxidativo (LIMA; ABDALLA, 2001).
Vaérios estudos vém demonstrando que uma dieta rica em lipideos pode levar ao estresse
oxidativo no organismo, é sugerido que isso ocorre pelo aumento do processo de beta-
oxidacdo. Também é importante ressaltar que o estresse oxidativo estd intimamente ligado
com a inflamacé&o cronica de baixo grau presente em obesos (LAY et al,2014).

O balanco redox realizado pelo organismo € composto por enzimas como a catalase e
também por substancias como a vitamina C e E. Estudos clinicos demonstram que 0 aumento
do estresse oxidativo presente na obesidade pode ser reduzido pelo uso de antioxidantes
exogenos, como os flavonoides, reduzindo as reacdes em cadeia que ocorrem na peroxidacao
lipidica pela sua capacidade de quelacdo aos radicais livres (RUSKOVSKA; BERNLOHR,
2013). Assim, os flavonoides sdo considerados como antioxidantes naturais, doando o
hidrogénio da hidroxila presente em seu grupo fendlico para o radical, segundo a reacéo:

FLAVONOIDE-OH + RADICAL. — FLAVONOIDE-O.(radicaI aroxil estabilizado por
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ressonancia) + RADICAL-H. De forma que o radical livre altamente instavel e reativo é
eliminado formando-se um radical mais estavel (PATIL, JADHAV, 2013; PATEL, 2008;
SANDHAR et al, 2011). Além deste mecanismo, também ja foi descrito que os flavonoides
sdo capazes de: inibir as enzimas responsaveis pela producdo de anions superdxido; inibir as
enzimas ciclooxigenase, lipooxigenase, monooxigenase microssomal, glutationa-S-
transferase, succinoxidase mitocondrial, e NADH oxidase, todas envolvidas na geracdo de
especies de radicais livres e quelacdo de metais traco, que desempenham papel importante na
formacédo de radicais livres e na oxidacdo do LDL (PIETTA, 2000).

De forma geral, a capacidade de doacdo de elétrons para atuar neutralizando radicais
livres pode ser atribuida a presenca do grupo catecol no anel B dos flavonoides. Uma das
caracteristicas também parcialmente responsaveis pela atividade antioxidante é a presenca da
insaturacdo entre os atomos de carbono 2 e 3 conjugado com um grupo 4-oxo no anel C.
Grupos funcionais hidroxila no anel B e 5-hidroxi no anel A contribuem para a quelacdo de
metais prevenindo assim a quebra catalitica do peréxido de hidrogénio com producdo de
radicais livres (reacdo de Fenton) (BUCCOLO et al, 2012).

O estresse oxidativo desempenha papel fundamental no desenvolvimento de doencas
metabdlicas, e a introducdo de tratamentos que reduzem a producdo de radicais livres
mostram impactos positivos nos quadros de resisténcia insulinica, hiperlipidemia e esteatose

hepatica (LAY et al,2014).

2. OBJETIVOS

Avaliar 0 estresse oxidativo sérico e hepético, e a capacidade antioxidante das

flavanonas hesperidina, eriocitrina e eriodictiol em camundongos submetidos a dieta

hiperlipidica.
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2.1 Objetivos especificos
Avaliar o efeito da suplementacao sobre 0s seguintes parametros:
e Peso corporal
e Estresse oxidativo: peroxidacdo lipidica sérica, peroxidagdo lipidica hepética e
capacidade antioxidante total sérica
o Perfil bioquimico: glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-

colesterol

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e condicOes experimentais

Foram utilizados 50 camundongos C57BL/6J (Figura 3) machos com idade de 9
semanas, procedentes do Biotério da Universidade de Sdo Paulo, USP, Ribeirdo Preto-SP.
Esta linhagem de camundongos é comumente utilizada em estudos de obesidade e resisténcia
a insulina induzidas por uma dieta (RUSKOVSKA; BERNLOHR, 2013). Desta forma, trata-
se de um modelo apropriado para o estudo em questao.

Os animais foram abrigados em sistema isolado (raque ventilada), mantido em
temperatura ambiente constante de 24-26°C, com ciclos claro/escuro de 12 horas, e passaram
por um periodo de aclimatacdo de 15 dias em que tiveram livre acesso a agua e ragdo. Apos
este periodo os camundongos foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (n=10 cada),
sendo: (1) grupo controle, tratado com dieta padrdo (AIN93 M, contendo 9,5% kcal gordura),
(2) grupo controle positivo, tratado com dieta hiperlipidica (contendo 45% kcal em gordura),
(3) grupo tratado com dieta hiperlipidica e hesperidina (100 mg/kg de peso corporal), (4)

grupo tratado com dieta hiperlipidica e eriocitrina (200 mg/kg de peso corporal) e (5) grupo



17
tratado com dieta hiperlipidica e eriodictiol (200 mg/kg de peso corporal). A dose de
hesperidina foi determinada a partir estudo anterior (De Oliveira, 2013), e as doses da
eriocitrina e eriodictiol foram determinadas a partir de estudos anteriores de nosso laboratorio,
dados ndo publicados. O estudo teve duracdo de 30 dias, sendo que os camundongos foram
pesados semanalmente e o consumo alimentar medido diariamente. Os suplementos foram
adicionados na racdo de acordo com o peso corporal e 0 consumo médio de racdo/dia. Ao

final do estudo os animais foram sacrificados e o sangue total foi colhido por puncéo cardiaca.

Figura 3. Camundongo da linhagem C57BL/6J

3.2 Suplementacao antioxidante

A hesperidina, eriocitrina e eriodictiol foram extraidos e fornecidos pelo “Quality in
Citrus and Subtropical Products” do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), Fort Pierce, Florida, EUA. Os suplementos foram ofertados juntos a dieta, com base
no peso corporal (mg/kg de peso corporal). Para garantia do consumo dos suplementos foram
adicionados 10% a quantidade diaria recomendada de cada composto, e 0 consumo da dieta
foi mensurado diariamente por meio do indice de resto ingesta, de acordo com a férmula a

seguir: % de resto-ingesta = peso do resto x 100 / peso da refeicao distribuida.

3.3 Ganho de peso
O peso corporal foi mensurado semanalmente e utilizado para determinar a taxa de

ganho de massa corporal: (Peso Final — Peso Inicial).
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3.4 Dietas

A dieta hiperlipidica (com alto teor de gordura) consistiu na adi¢do de gordura (banha
de porco), caseina e acUcar a racdo comercial, para conter 20% de proteina, 35% de
carboidratos e 45% de gordura, com densidade caldrica de 5,35 kcal/g (STEWART et al.,
2008). A manufatura da dieta foi realizada pela Rhoster Indlstria e Comércio LTDA,
Aracoiaba da Serra, Sdo Paulo. Enquanto a dieta padrdo continha 14,7% de proteina, 75,8%
de carboidratos, 9,5% de gordura, com densidade caldrica de 4,22 kcal/g de racdo. Na Tabela
1 € possivel observar a composicdo detalhada das dietas e na Figura 4 é possivel observar a

aparéncia das racdes hiperlipidica e padréo.

Tabela 1. Composicdo das dietas hiperlipidica e padrao

Composicio - a/100g

Dieta Hiperlipidica Padrio
Proteinas (%okeal) 21 14,7
Carboidratos (%akcal) 34 758
Gorduras (%o keal) 45 9.5
Energia (kcal'g) 5,35 422
Amido de milho 7,79 46,57
Caseina 2400 14.00
L-Cisteina 0,35 0.18
Amdo Dextnimzado 11,65 15,50
Sacarose 20.14 10.00
Fibra 5.83 4.00
Oleo de Soja 2.91 5.00
Banha de Porco 20.68 -
Mix Mineral 524 3.50
Mix Vitaminico 1,17 1.00
Bitartarato de Colina 0,23 0,25
Tert-Butilhidroquinona (TBHQ) 0.01 0.80

Total _ 100,00 100,00
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Figura 4. Racéo hiperlipidica (a esquerda) e racdo padrdo (a direita)

3.5 Coleta de sangue e remocao do figado

No ultimo dia do experimento (30° dia), os animais permaneceram em jejum de 12
horas, e entdo foram anestesiados com xilazina e cetamina na dose de 16 mg/kg (xilazina) +
60 mg/kg (cetamina) via intraperitonial (i.p.) antes do procedimento de coleta de sangue. A
coleta foi realizada através de puncdo cardiaca, o sangue foi centrifugado a 2800xg por 15
minutos em temperatura ambiente e o soro obtido foi transferido para tubos de 2 mL,
devidamente identificados e armazenados a -80°C até realizagdo das andlises. O figado foi

coletado e armazenado a -80 °C para analise do estresse oxidativo.

3.6 Paréametros do estresse oxidativo
3.6.1 Peroxidacéo lipidica no soro e figado

A avaliacdo foi realizada através da determinagdo de substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS), sendo que o malondialdeido (MDA) é um dos principais produtos
finais da peroxidacéo lipidica, onde cada molécula de MDA se condensa com 2 moléculas de
acido tiobarbitarico (TBA) produzindo um cromdgeno roseo (C11HgN4S204.H20) que pode ser
detectado por absorcdo no espectro visivel a 532 nm (Figura 5). O método em questdo
denomina-se teste das substancias reativas ao TBA e trata-se de um método simples e rapido,

porém inespecifico, pois outras substancias presentes em materiais biol6gicos também reagem
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com o TBA (LIMA; ABDALLA, 2001; SILVA et al, 1999). A quantificacdo de TBARS no
soro foi feita segundo NASSER e cols (2010) e os resultados foram expressos em pmol
MDA.

Para a quantificacdo dos niveis de TBARS hepatico foi utilizado o sobrenadante do
homogenato do figado feito em KCL (KOHN, 1944). Os resultados foram expressos em uM
de MDA/ mg de proteina, sendo que a proteina foi quantificada a partir do método de Lowry
(KROHN, 2011). Todas as analises foram realizadas em triplicata, utilizando-se as médias

como resultado final.

o

o )
5 SH
, rHlLN E: vﬂx\[,ou DH“’?N|
1 I T -
A, W T s gees Y+ 2HO
o oH OH

TBA MDA ADUTO MDA-TBA

Figura 5. Reacdo do &cido tiobarbiturico

3.6.2 Capacidade antioxidante no soro

O ABTS*" (2,2’-azino-bis -3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) ¢ um dos compostos
cromogenos mais utilizados para avaliacdo da atividade antioxidante de material bioldgico,
tratando-se de um radical com boa estabilidade e solGvel tanto em agua quanto em substancias
organicas. A presenca do antioxidante no material analisado leva ao sequestro do radical
cromadgeno ABTS™ formando um produto de cor verde menos intensa, desta forma, quanto
maior a perda de cor, maior a capacidade antioxidante do analito. A curva dose-resposta
obtida pode ser correlacionada com um antioxidante padrdo (Trolox), sendo possivel
expressar a atividade antioxidante como equivalentes deste antioxidante padrdo (ARNAO,

2000).
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3.7 Perfil bioquimico

As dosagens bioquimicas foram realizadas pelo Laboratorio de Analises Clinicas Sao

Lucas, Araraquara, Sdo Paulo. Os niveis de glicose, triglicerideos, colesterol total, LDL-C e

HDL-C foram quantificados por métodos enzimatico-colorimétricos como descritos no

bulario do fabricante do kits (Labtest®, Brasil), explicados resumidamente a seguir:

A dosagem da glicose é realizada pelo método da hexoquinase, neste método a
adenosina trifostato (ATP) é utilizada para fosforilar a glicose em reagdo catalisada
pela enzima hexoquinase, na etapa subsequente a glicose fosforilada passa por nova
reagdo catalitica com formacdo de NADH, a absorbancia resultante ¢ medida em 340
nm.

Os triacilglicerdis e o colesterol total sdo dosados por dois diferentes ensaios
enzimaticos acoplados, ambos produzindo no final o cromdéforo antipirilquinoneimina,
com absorbancia em 500 nm.

O HDL-C pode ser separado por precipitacdo seletiva das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e, apds
centrifugacdo, o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (Colesterol HDL)
é determinado no sobrenadante pelo mesmo método do Colesterol Total.

O valor de LDL-C é obtido a partir dos resultados do colesterol total (CT),
triglicérides (TG) e HDL-C pela formula de Friedewald: LDL = (CT — HDL) — (TG

I5).

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo das médias. As

estatisticas realizadas por analise de variancia (ANOVA) seguida por analise post-hoc (teste
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de Student Newman Keuls) para avaliacdo dos efeitos dos diferentes suplementos e dietas

entre os grupos, com nivel de significancia em p <0,05 (Sigma Stat Software, USA).

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Unesp, campus de Araraquara, SP
(Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 18/2013, Parecer n® 03/2014). A Figura 6 mostra um esquema

do desenho experimental.

Grupo de 30 animais

Periodo de Aclimatagdo
15 dias

30 dias
M4-26%
ciclo claro/escuro 12 h

Dieta padrdo
9.5% govd.

N=10 cada

Dieta hiperlipidica
45% gord

N=10 cada

Dieta hiperlipidica

hesperidina
100 mg/kg peso

\Dieta hiperiipidical

eriociring
200 mg/kg peso

Dieta hiperlipidica

eriodictiol
200 mg/'kg peso

: N=10 cada N« 10 cada N=10 cada
controle
L . |
|
suplementagdo

Remogdo do figado e do sangue total
Andlises bloguimicas: glicose, colesterol total, triglicérides, LDL-C, HDL-C
Andiises de estresse oxidativo: TBARS hepxtico e sérico, ABTS

Figura 6. Desenho experimental

4. RESULTADOS

4.1 Ganho de peso e ingestédo de suplementos

Na Tabela 2 € possivel observar que os animais que receberam somente a dieta
hiperlipidica, com ou sem suplemento, apresentaram ganho de peso significativo quando
comparados aos animais que receberam uma dieta padrdo, como seria o esperado, ja que essa
dieta possui alto teor lipidico. Mas o grupo suplementado com hesperidina ndo apresentou

alteracdes no ganho de peso corporal.
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O grupo alimentado com dieta padrdo consumiu 29% mais dieta do que 0S grupos
alimentados com dieta hiperlipidica. E entre os grupos que receberam dieta hiperlipidica o
menor consumo alimentar foi do grupo suplementado com eriocitrina, enquanto que 0S grupos
hesperidina e eriodictiol consumiram quantidades intermediarias. Também observamos que a

ingestdo dos suplementos atingiu em média 97% das doses ofertadas.

Tabela 2. Massa corporal e ingestdo de suplementos de camundongos alimentados com dieta

hiperlipidica e suplementados com hesperidina, eriocitrina e eriodictiol

Dieta Padrao Dieta Hiperlipidica
Variaveis Sem
Sem suplemento Hesperidina  Eriocitrina  Eriodictiol
suplemento
Massa corporal inicial (g)
26,7+15 270+1,6 27,3+1,8 266+14 272+14
Massa corporal final
P ©) 31,2+18° 342+35"° 332+24°% 336+16° 343+2,7°
Ganho de massa
©) 45+09° 72+36° 56+09% 70+14° 75+25°
Consumo alimentar (g/d
/) 46+07° 34+05° 32+05® 31+03% 32+04%
Ingestdo de suplementos (%) 0 0 94 +10 97 +12 99+11

Média + desvio padrédo. Diferencas estatisticas entre grupos detectadas por ANOVA, onde valores seguidos por
letras diferentes diferem significativamente entre si (p<0,05).

4.2 Perfil bioguimico

Como esperado, € possivel observar na Tabela 3 que houve aumento significativo nos
valores de glicose, colesterol total, HDL-C e LDL-C nos animais que receberam a dieta
hiperlipidica, com ou sem suplemento, quando comparados aqueles que receberam dieta
padrdo. Os animais suplementados com hesperidina apresentaram uma reducao significativa de
LDL-C (28%) guando comparados aos que receberam somente dieta hiperlipidica, indicando

uma acdo hipocolesterolémica da hesperidina.
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Tabela 3. Perfil bioquimico de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e

suplementados com hesperidina, eriocitrina e eriodictiol

Dieta Padréo Dieta Hiperlipidica
Parametros Bioquimicos Sem
Sem suplemento  Hesperidina  Eriocitrina Eriodictiol
suplemento
Glicose (mg/dl) . b b b b
302 +49 375+59 337+85 332+44 316+ 50
Triglicerideos (mg/dl)
81+8 71+14 84+ 20 90+18 88 + 20
Colesterol total (mg/dl
(mgfd) 89+14° 138 +22"™ 122+20°  147+34°  157£22°
HDL-colesterol (mg/dl) b b
55+9° 83+10" 77+15 94+22°¢ 99+14°
LDL-colesterol (mg/dI) 18+9° 40+£12° 29+9° 36+12" 40+8°

Media + desvio padréo
Diferencas estatisticas entre grupos detectadas por ANOVA, onde valores seguidos por letras diferentes diferem
significativamente entre si (p<0,05).
4.3 Parametros do estresse oxidativo

Houve um aumento de 44% nos niveis de TBARS hepético nos animais que
receberam dieta hiperlipidica. Ao contréario, as concentracdes de TBARS foram reduzidas em
52% no grupo suplementado com hesperidina, 59% no grupo suplementado com eriocitrina e
68% no grupo suplementado com eriodictiol. Enquanto no soro os niveis de TBARS dos
animais suplementados com eriocitrina foram reduzidos em 48%, e 47% no grupo
suplementado com eriodictiol em relagdo ao grupo que recebeu somente a dieta hiperlipidica.
A capacidade antioxidante foi aumentada em todos os grupos tratados com flavanonas, em

média 9,3%, quando comparados com o grupo alimentado com dieta hiperlipidica sozinha.
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Tabela 4. Parametros do estresse oxidativo de camundongos alimentados com dieta

hiperlipidica e suplementados com hesperidina, eriocitrina e eriodictiol

Dieta . S
Padrio Dieta Hiperlipidica
Paramet
arametros Serm Sem
Hesperidina Eriocitrina Eriodictiol
suplemento suplemento
Peroxidagdo Lipidica g5+ 021
' = b ab a a
Sérica MDA (M) b 1,19+0,64 0,81+0,17 0,62+ 0,05 0,63+0,10
Peroxidaczo Lipidica 0,080 + b a a a
G p 0.027° 0,142 £ 0,076 0,068 £ 0,011 0,058 £ 0,023 “ 0,045 £ 0,006
Hepéatica MDA (uM) '
Capacidade antioxidante 150 % 0.06 1,46 0,07 ° 156+008™  159+006° 1,55+0,04"

ab
total sérica (mM)

Media + desvio padréo.
Diferencas estatisticas entre grupos detectadas por ANOVA, onde valores seguidos por letras diferentes diferem
significativamente entre si (p<0,05).

5. DISCUSSAO

Comparando os animais que receberam a dieta rica em gordura saturada com aqueles
que receberam a dieta padréo, observou-se um aumento da glicose (20%), colesterol total
(36%), LDL-C (55%) ¢ TBARS hepatico (44%), além do aumento de peso corporal. Dessa
forma, foi possivel demonstrar a eficiéncia de dietas hiperlipidicas em causar alteracdes
metabdlicas, como ja foi observado em estudos anteriores. Em seres humanos o consumo de
uma dieta rica em gordura saturada é capaz de promover hiperglicemia, resisténcia a insulina,
obesidade e dislipidemias (BUETTNER et al, 2006). Também observamos que 0s animais
que receberam a dieta padréo apresentaram um consumo alimentar maior do que aqueles que
receberam a dieta hiperlipidica, o que pode ser explicado pela existéncia de um mecanismo de
adaptacdo sensivel a energia da dieta presente nos roedores, sendo que quando alimentados

com dieta hipercalorica hd uma renovagdo celular no hipotdlamo dos animais ajustando
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rapidamente o consumo de energia, fazendo com que reduzam o consumo alimentar
(GOUAZE et al, 2013).

O desenvolvimento da obesidade pode estar relacionado com funcdo mitocondrial
prejudicada, reducdo da atividade lipolitica no tecido adiposo e reducdo da sensibilidade a
leptina ocasionados pelo consumo desse tipo de dieta (COELHO et al, 2011). Ainda em 1908,
Ignatowski identificou o surgimento de aterosclerose em coelhos alimentados com uma dieta
rica em gordura, sendo que todas as meta-analises realizadas até 0 momento confirmam que
dietas ricas em acidos graxos saturados sdo capazes de elevar o colesterol total e 0 LDL-C no
soro. Alem disso, sabe-se que acidos graxos saturados sdo capazes de provocar uma elevacéo
de HDL-C, como resposta a elevacdo do colesterol como um todo (WU; WILLETT, 2002).
Camundongos da linhagem C57BL/6J alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram
obesidade, hiperglicemia e resisténcia a insulina em estudos anteriores, sendo que foi
constatada uma queda da enzima antioxidante glutationa-S-transferase A4, responsavel pela
remocdo de trans-4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) e trans-4-oxe-2-nonenal (4-ONE) das células
(IKEMOTO et al, 1996, RUSKOVSKA; BERNLOHR, 2013).

Por outro lado, a suplementacdo da dieta hiperlipidica com flavanonas citricas,
melhorou o estresse oxidativo, como mostrado pela reducdo dos niveis de TBARS no soro
dos camundongos suplementados com eriocitrina e eriodictiol, e no figado em todos 0s grupos
suplementados. Mas o peso corporal, glicemia e lipidemia ndo foram alterados com a
suplementacédo, exceto pelo grupo hesperidina, que reduziu em 28% os niveis de LDL-C,
além de apresentar uma tendéncia de reducdo do peso corporal. Estudos recentes
demonstraram que os polifendis sdo capazes de atuar em passos importantes do metabolismo
que levam ao desenvolvimento da obesidade, um destes estudos demonstrou que os polifendis
do liméo foram capazes de suprimir o ganho de peso e o acumulo de gordura atraves do

aumento da f-oxidacdo peroxissomal em camundongos C57BL/6J submetidos a uma dieta
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rica em gordura, supondo que os polifenois sejam ativadores naturais do Receptor Ativado
por Proliferadores Peroxissomais 6 (PPARS) (FUKUCHI et al, 2008).

A acdo hipolipemiante da hesperidina na reducdo do LDL-C quando comparado ao
grupo que recebeu somente a dieta hiperlipidica foi demonstrada anteriormente, através de sua
capacidade em inibir a secrecdo da apolipoproteina B (apoB), componente das fracOes
lipidicas aterogénicas, como é o caso do LDL (BORRADAILE et al, 1999). Superproducéo
hepatica de ApoB é caracteristica de dislipidemias associadas com resisténcia a insulina
(ALLISTER et al, 2008). Dessa forma, a hesperidina pode auxiliar no controle e na prevencéo
de dislipidemias e, consequentemente, na reducédo de risco de doencas cardiovasculares.

Em estudos anteriores demonstrou-se efeito benéfico de flavonoides no diabetes
mellitus tipo 2, atribuido a capacidade de inibir a aldose redutase, regenerar as ilhotas do
pancreas, aumentar a liberagdo de insulina e a captacdo de Ca®* (SANDHAR et al,2011).
Sabe-se que a manutencdo de altos niveis de glicose no sangue é um dos fatores responsaveis
pela instalacdo de diabetes mellitus tipo 2. No entanto, ndo foi possivel observar uma melhora
no perfil bioquimico da glicose quando comparamos 0s animais que receberam apenas a dieta
hiperlipidica com aqueles que receberam suplementacdo com flavanonas.

Sabe-se que o excesso de gordura favorece a producdo de malonil-CoA, reduzindo a
eficiéncia de GLUT4 e desacoplando temporariamente os ciclos do acido tricarboxilico e da
B-oxidacdo, com formacédo de subprodutos metabdlicos que aumentam a producdo de espécies
reativas de oxigénio (COELHO, 2011). No presente trabalho, a peroxidacdo lipidica, através
dos niveis de TBARS, foi utilizada como indicador do estresse oxidativo, mas vale ressaltar
que o processo de peroxidacdo lipidica é bastante complexo, o que o torna de dificil
compreensdo e avaliacdo, dessa forma, ainda ndo ha um método considerado ideal em sua
determinacdo, sendo o TBARS um dos métodos mais utilizados atualmente (LIMA,;

ABDALLA, 2001).
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As flavanonas citricas se mostraram capazes de melhorar o estresse oxidativo nos
animais alimentados com dieta hiperlipidica e de elevar a capacidade antioxidante no soro.
Ainda foi possivel observar que somente a eriocitrina e o eriodictiol foram capazes de reduzir
a peroxidagdo lipidica no soro, o que pode ser explicado pela presenga do grupo 3°,4’-0-
diidroxil no anel B do composto (BORS et al, 1990; DI MAJO el al, 2005). No caso da
eriocitrina e do eriodictiol a presenca deste grupo, e de multiplos grupos hidroxila, confere
maior habilidade em neutralizar e quelar metais, participar de ligacdes de hidrogénio e da
deslocalizacdo dos elétrons, aumentando a protecdo enddgena contra a peroxidacao lipidica. O
grupo em questdo confere maior estabilidade ao radical aroxil formado a partir do flavonoide,
possivelmente por participar de ligacdes de hidrogénio e da deslocalizacao dos elétrons. Para
atuar como agente quelante sdo possiveis como sitios de acdo o 5,7-hidroxil-4-cromanona e o
grupo 3’,4’-diidroxil (Figura 7) (BUCOLO et al, 2012; TRIPOLI et al, 2007; DUGAS et al,

2000; MORA et al, 1990).

Figura 7. Possiveis sitios de quelacdo de metais
Por outro lado, as propriedades antioxidantes da hesperidina sdo atribuidas a sua
estrutura quimica: 3”’-0-hidroxi, sistema 4’’-0-metoxi no anel B, configuracdo reciproca da
dupla ligagdo C4’-C8’e do grupo 4-carbonil do anel C, e da configuracdo do grupo 5-hidroxil

e a dupla ligagdo C5-C6 do anel A (Figura 8) (HUSSEIN; OTHMAN, 2011).
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OH H

Figura 8. Estrutura da hesperidina, destacando os grupos responsaveis pela atividade

Na Figura 9, é possivel observar um dos mecanismos de acdo proposto para a
hesperidina, como molécula doadora de hidrogénio para radicais livres, formando um radical

mais estavel através de ressonancia (HUSSEIN; OTHMAN, 2011):

R, RO, or RO

—

o A 1f_'*~ Y
Hico— }—[ I <$J. H’Gﬂ_\_.f'./J"'

] F

Figura 9. Mecanismo de acao proposto para a hesperidina
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E importante ressaltar que estudos in vitro sobre a relagdo estrutura-atividade dos
flavonoides séo recorrentes, entretanto, sabe-se que no organismo estes sdo extensivamente
degradados em uma série de acidos fenolicos, podendo manter ou perder a capacidade de agir
como antioxidante, o que torna uma andlise mais detalhada dos resultados bastante dificil
devido ao conhecimento limitado e a complexidade metabdlica quando se trata de estudos in
vivo, como no presente trabalho (PIETTA, 2000).

Vaérios estudos epidemioldgicos ja demonstraram que alta ingestdo de flavonoides na
dieta esta relacionada a reducdo de risco de doencgas cardiacas (FIRUZI et al, 2011). Alguns
estudos demonstram que a ingestdo de alimentos ricos em hesperidina é inversamente
proporcional a incidéncia de doencas cerebrovasculares e que as flavanonas sdo fatores de
protecdo contra doencas cronicas (KNEKT et al, 2002). Devido as novas teorias de que 0s
radicais livres estdo envolvidos na etiologia de desordens como diabetes, aterosclerose e
infarto do miocardio, cada vez se faz mais presente a abordagem terapéutica dos antioxidantes
e a visdo de funcionalidade dos alimentos ricos nestes micronutrientes, que poderiam levar a

beneficios fisiologicos (DEVASAGAYAM, 2004).
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6. CONCLUSAO

A incorporacdo dos flavonoides na dieta dos animais foi uma estratégia bem sucedida
para garantir a dose dos suplementos de acordo com o planejamento experimental, e a dieta
hiperlipidica foi capaz de desencadear distdrbios metabdlicos necessarios que auxiliaram no
estudo da atividade das flavanonas.

As trés flavanonas abordadas neste trabalho exibiram aumento da capacidade
antioxidante e reducdo da peroxidacao lipidica, sendo que a hesperidina exibiu também
atividade hipolipemiante.

Foi possivel demonstrar o potencial destas substancias para auxiliar na prevencao do
estresse oxidativo causado pelo consumo de dietas hiperlipidicas e obesidade, e no
desenvolvimento de varias desordens metabolicas que envolvem o estresse oxidativo em sua
patogénese.

As flavanonas apresentaram potencial de amenizar os efeitos deletérios da dieta
hiperlipidica, apresentando, portanto, potencial nutracéutico para a prevencdo de doencas

cardiovasculares.
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8. ANEXOS

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 18/2013

Interessada: PAULA SOUZA FERREIRA

Orientadora: Prof? Dr* Thais Borges César

Projeto: Estude da Atfividade antioxidante e anti-inflamatoria de
flavondides citricos em camundongos Submetidos a dieta
indutora do estado pro-inflamatario

Parecer n? 03/2014 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 19 de margo de 2014, analisou o pedido de inclusdo da
graduanda Nathdlia Rafaela Meirinho Espina como colaboradora da equipe
de pesguisa do protocoio para uso de animais na pesqguisa; “Estudo da
Atividade antioxidante e antrinflamatona de flavoncides cifricos em
camundongos submetidos a dieta indutora do estado pré-inflamatario”,
apresentado pela Pés-graduanda PAULA SOUZA FERREIRA, sob orientagéo
da Prof® Dr* Thais Borges César, do Departamento de Alimentos e Nutricao
desta Faculdade.

Diante da jusificativa apresentada, foi verficado que o protocolo esta
estruturado dentro dos principios éficos na experimentacio animal do
Conselho Macional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA, sendo
esta Comissdo FAVORAVEL 2 alteracio.

O relatario final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
JULHO de 2014, em formulario para este fim.

Araraquara, 25 de margo de 2013.
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Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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9. DADOS FINAIS

Araraquara, 17 de dezembro de 2014.

NATHALIA RAFAELA MEIRINHO ESPINA

ALUNA

De acordo,

PROF? DR2 THAIS BORGES CESAR

ORIENTADORA
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