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RESUMO



Introducdo: A matriz extracelular (MEC) além de fornecer suporte estrutural e parti-
cipa de maneira ativa da homeostase do tecido cardiaco, regulando diversos pro-
cessos fisiologicos e também patoldgicos. Desse modo, intervencdes que afetem a
composicdo e dinamica da MEC se constituem importante alvo terapéutico. O suco
de laranja Pera possui atividade anti-inflamatéria, inclusive em individuos saudaveis.
O suco de laranja Moro possui maior quantidade de compostos anti-inflamatorios e
antioxidantes que a laranja Pera. Estudos experimentais observaram diminuicao da
atividade e da expressédo metaloproteinases de matriz com a administracdo de com-
ponentes do suco de laranja de forma isolada, porém a administracdo do suco inte-
gral ainda néo foi estudada. Objetivo: Avaliar a influéncia da ingestdo de suco de
laranja Pera na matriz extracelular miocardica e comparar com os efeitos do suco da
laranja Moro em coracfes saudaveis. Material e Métodos: foram utilizados 60 ratos
Wistar machos alocados em 3 grupos: C, LP, LM. O grupo C recebeu agua com mal-
todextrina, o grupo LP recebeu suco de laranja Pera e o grupo LM recebeu suco de
laranja Moro,a vontade, por 4 semanas. Ap0s 4 semanas de suplementacdo, os
animais foram submetidos ao ecocardiograma e eutanasia para coleta de material
biolégico. Resultados: N&do observamos diferencas na estrutura e funcdo cardiaca
ao ecocardiograma.Também nao foi observada diferenca entre 0os grupos na avalia-
cdo do percentual de colageno tecidual (C: 2,33+0,66; LP: 2,53+0,58; LM:
2,5010,64%; p=0,744) e na expressdo das proteinas Colageno | (C:1,022+0,199;
LM: 1,026+0,167; LP: 1,026+0,229; p=0,999), TIMP-2 (C: 1,079+0,372; LP: 0,902+
0,325; LM: 1,223+0,548; p=0,297), TIMP-4 [C: 1,000 (0,839-1,115); LP: 1,016
(0,823-1,229); LM: 1,081 (1,007-1,179); p=0,588], MMP-9 [C: 1,004 (0,883-1,246);
LP: 1,119 (0,859-1,472); LM: 1,098 (0,821-1,450); p=0,647] e TNF-alfa [C: 0,708
(0,569-0,857); LP: 0,933 (0,564-95,633); LM: 0,828 (0,422-1,092) p=0,297] pela téc-
nica de Western Blot. Nao foi observado diferenga entre os grupos na avaliagao de
atividade da MMP-2 por zimografia. A andlise de metabolémica identificou alteragfes
na intensidade de sinal para diferentes metabdlitos no grupo LP e LM em compara-
céo ao grupo C. Concluséo: A ingestao de suco de laranja Pera e do suco de laran-
ja Moro ndo causaram alteracOes prejudiciais na matriz extracelular miocardica em
coracOes saudaveis e induziram alteracbes nos metabdlitos presentes no soro des-

ses animais.

Palavras Chaves: Matriz extracelular; Citrus Sinensis; Citrus sinensis (L.) Osbeck;

Metaloproteinases de matriz; TIMP; Metabolomica.



ABSTRACT



Introduction: Beyond to providing structural support, the extracellular matrix (ECM)
actively participates in cardiac tissue homeostasis, regulating several physiological
and pathological processes. Thus, interventions that affect the composition and dy-
namics of ECM constitute an important therapeutic target. Pera orange juice has anti-
inflammatory activity, even in healthy individuals. Moro orange juice has more anti-
inflammatory and antioxidant compounds than Pera orange. Experimental studies
have observed decreased activity and expression of matrix metalloproteinases after
administration of orange juice components alone, but the administration of whole
juice has not been studied. Objective: To evaluate the influence of Pera orange juice
intake on the myocardial extracellular matrix and to compare with the effects of Moro
orange juice on healthy hearts. Material and Methods: 60 male Wistar rats were
allocated in 3 groups: C, LP, LM. Group C received water with maltodextrin, group LP
received orange juice Pera and group LM received orange juice Moro, all with free
access, for 4 weeks. Afterwards, the animals underwent echocardiography and eu-
thanasia to collect biological material. Results: No differences in cardiac structure
and function were observed on echocardiography. Also, there was no difference be-
tween the groups in the evaluation of the percentage of tissue collagen (C:
2,33%0,66; LP: 2,53+0,58; LM: 2,50+0,64%; p=0,744) and expression of Collagen I
proteins (C:1,022+0,199; LM: 1,026+0,167; LP: 1,026+0,229; p= 0,999), TIMP-2 (C:
1,079+0,372; LP: 0,902+ 0,325; LM: 1,223+0,548; p= 0,297), TIMP-4 [C: 1,000
(0,839-1,115); LP: 1,016 (0,823-1,229); LM: 1,081 (1,007-1,179); p=0,588], MMP-9
[C: 1,004 (0,883-1,246); LP: 1,119 (0,859-1,472); LM: 1,098 (0,821-1,450); p= 0,647]
and TNF-alfa [C: 0,708 (0,569-0,857); LP: 0,933 (0,564-95,633); LM: 0,828 (0,422-
1,092) p= 0,297] by Western Blot. No difference between groups was observed in the
assessment of MMP-9 activity by zymography. Metabolomics analysis identified dif-
ferential markers in the LP and LM groups compared to group C. Conclusion: Inges-
tion of Pera orange juice and Moro orange juice did not cause harmful changes in
myocardial extracellular matrix in healthy hearts and induced changes in the metabo-

lites present in the serum of these animals.

Keywords: Extracellular matrix; Citrus Sinensis; Citrus sinensis (L.) Osbeck; Matrix
metalloproteinases; TIMP; Metabolomics.



18

INTRODUCAO



19

O espaco entre os cardiomidcitos presentes no tecido cardiaco é comumente
denominado intersticio cardiaco. E composto por diversos tipos celulares como célu-
las endoteliais, pericitos, células musculares lisas, e células mesenquimais, como 0s
fibroblastos cardiacos, e também pela matriz extracelular (MEC), que compreende
uma rede tridimensional que fornece suporte estrutural para esses diversos tipos
celulares (1). A MEC, além de fornecer suporte estrutural, participa de maneira ativa
da homeostase do tecido cardiaco, uma vez que atua como facilitadora na sinaliza-
cao quimica, elétrica e mecéanica miocardica, modulando a interacdo celular e regu-
lando processos como migracao, proliferacdo e adeséo celulares durante estados
fisioldgicos ou também sob estimulos patolégicos (2,3).

A MEC é composta, principalmente, por colagenos tipos | e Ill, embora apre-
sente quantidades menores de colageno 1V, V e VI. O colageno tipo | representa
85% do coldgeno em miocardio normal, sendo a principal proteina estrutural do co-
racdo (2,4). Além dos colagenos, ainda h& a presenca de outras glicoproteinas, co-
mo periostina, elastina e fibronectina, proteoglicanas e glicosaminoglicanas (4).

A interacdo da MEC com as células teciduais ocorre, principalmente, por meio
das integrinas, que sao receptores transmembrana que possuem capacidade de in-
teragir com diversos componentes da MEC, como colageno, periostina e fibronecti-
na, e ativar varias vias de sinalizagao intracelular como Akt, PI3-K (phosphoinositide
3-kinase), MAPK (mitogen-activatedproteinkinases), regulando diferenciacéo, prolife-
racao, migracao e apoptose celular (5,6).

Proteinas estruturais como o colageno e fibronectinas também participam da
comunicacao intercelular. Estudos in vitro mostraram que o colageno fornece esti-
mulo de sobrevivéncia para a célula por inibir apoptose via ativacdo de integrinas
(7), além de induzir proliferagdo e migracéo celular (6). As fibronectinas também inte-
ragem com as superficie celulares, provocando reorganizacdo do citoesqueleto, es-
timulando a expressao génica de forma a favorecer a migragéo celular, aléem de re-
gular o crescimento e a sobrevivéncia celular por via de sinalizagdo que envolve o
NF-kB (nuclear transcription factor kB) (6,8).

A MEC também pode servir como depdsito para fatores de crescimento, como
o FGF2 (Fibroblast Growth Factor) e o VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor),
TGF-beta (transforming growth fator beta), diversos horménios e citocinas nao infla-
matdrias. A sinalizacdo induzida por essas substancias depende, pelo menos em
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parte, da interacdo dessas substancias com os componentes da MEC (1). Assim,
alteracdes no perfil inflamatoério podem interferir na composicao da MEC.

Os fibroblastos sdo um dos principais tipos celulares presentes no intersticio.
Essas células sdo responsaveis pela producdo de colageno e fibronectina, IL-6 (in-
terleucina-6), TGF-beta, endotelina-1 e TNF-alfa (tumor necrosisfator alfa) (9). Adici-
onalmente, os fibroblastos séo os principais produtores das metaloproteinases de
matriz (MMP) e seus inibidores teciduais (TIMP), essenciais para o equilibrio entre a
producao e degradacdo da MEC e sua manutencao (4).

As MMP sdo uma familia de 23 enzimas (MMP-1 a -23) capazes de degradar
os diversos componentes da MEC. Sao essenciais para processos fisioldgicos, co-
mo a embriogénese, e para o crescimento e a manutencao normal dos tecidos (10).
A maioria das MMP é produzida na forma inativa e a ativacdo ocorre, mais comu-
mente, por meio da quebra e perda do peptideo terminal, que expde o sitio catalitico
zinco-dependente das MMP (10). Cada MMP apresenta afinidade e especificidade
para determinado substrato da MEC, no entanto, mais recentemente, descobriu-se
gue as MMP também tem a capacidade de degradar ou modificar outras proteinas
que nao as proteinas da MEC, como fatores de crescimento, citocinas, receptores
celulares, inibidores e até mesmo outras MMP (11).

A atividade das MMP é regulada, principalmente, por seus inibidores teciduais
(TIMP). Constituem uma familia de quatro membros (TIMP-1 a -4) que tem como
funcado principal inibir as MMP, regulando e impedindo sua atividade excessiva. A
predominéancia de formagcdo de MEC ou degradacdo da mesma depende de um
equilibrio fino entre a concentragdo de MMP e TIMP no tecido (12).

Alteracbes na homeostase da MEC estéo fortemente relacionadas a proces-
sos patoldgicos que envolvem varios 6rgaos, como pulmao, rins, figado, medula 6s-
sea, 0Ss0s, cartilagens e o coracéo (13). O acumulo anormal de MEC leva a fibrose
e a doencas como cirrose, fibrose pulmonar idiopatica, mielodisplasias, osteoartrite,
além de estar relacionada a aumento do risco de surgimento de neoplasias (13).
Nesse contexto, as doencgas cardiovasculares ainda representam a principal causa
de morte por doencas nao transmissiveis em todo o mundo e o processo pelo qual o
coracao responde a determinada injuria e denominado remodelacao cardiaca.

A remodelacgéo cardiaca é caracterizada por alteragdes moleculares, celulares
e intersticiais que se manifestam como mudancas no tamanho, forma e funcao do

coracao apOs uma injuria miocardica (14). A homeostase da MEC pode ser alterada
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frente a varios estimulos comumente presentes nas cardiopatias, como sobrecargas
hemodinamicas, ativagédo de sistemas hormonais, inflamacéo, aumento do estresse
oxidativo, entre outros (12). A ruptura da estrutura da MEC interrompe a conexao
entre os cardiomiécitos, quebra a estrutura cardiaca, podendo cursar com disfuncao
do coracdo. Além disso, o excesso de producgdo, ou a mudanca do padréo de produ-
cdo, de proteinas estruturais da MEC resulta em aumento da rigidez do miocérdio,
dificultando tanto o relaxamento quanto a contracdo miocardica (15). As MMP pre-
sentes de maneira mais abundante no coracdo sao as MMP-2 e -9 (10,12).

Desse modo, a MEC tem papel crucial na patogénese de diversas doencas, 0
que faz com que intervencdes que afetem a composicdo e dinamica da MEC se
constituam importante alvo terapéutico. Nesse sentido, os produtos de origem natu-
ral vém ganhando destaque devido suas composicdes ricas em grande variedade de
substancias com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, como vitaminas e
minerais, que podem influenciar a MEC por terem a possibilidade de interferir em
diferentes vias e processos fisiologicos. Dentre esses produtos de origem natural, o
suco de laranja se torna um importante alvo de estudo, uma vez que € uma bebida
largamente consumida em quase todo o mundo e rica em compostos com proprie-
dades benéficas a saude.

A laranja mais comumente utilizada no pais para extracdo de suco € a laranja
Pera (Citrus sinensis). Essa laranja possui em sua composi¢ao, aproximadamente
por litro, 420 Kcal, 100 g de carboidratos, 336 mg de vitamina C, 1,48 g de B-
criptoxantina, 280 mg de B-caroteno,110 mg de hesperidina (16).

Recentemente, variedades de laranjas sanguineas, assim denominadas por
conta de sua cor avermelhada, vém ganhando destague. Os compostos responsa-
veis pela cor vermelho-violacea dessas laranjas sdo as antocianinas, que possuem
altissima capacidade antioxidante e anti-inflamatoria (17). Uma dessas variedades é
a laranja Moro [Citrussinensis (L.) Osbeck], que possui em sua composi¢cao quanti-
dades maiores de vitamina C (400 mg/L) e de hesperidina (550 mg/L) (18) que a la-
ranja Pera e, adicionalmente, possui em torno de 30 mg/L de antocianinas, que néo
estdo presentes na laranja Pera (19). Sabe-se que o suco de laranja possui ativida-
de anti-inflamatoria (20), inclusive em individuos saudaveis (21). Essas diferencas
na composicao conferem ao suco da laranja Moro maior capacidade antioxidante e
anti-inflamatéria que o suco das variedades claras, como a Pera (16,18).
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Estudos in vitro utilizando células de cancer de pulméao observaram diminui-
céo da atividade de MMP-2 e -9 com a administragdo de naringenina, uma substan-
cia presente no suco de laranja (22). A administracdo de naringenina tambémdiminu-
iu a atividade de MMP-2 e -9 em figado de ratos alimentados com dieta hipercoleste-
rolémica (23). Em modelo de cancer de pulméo, a administragéo de hesperidina le-
vou a diminuicdo de MMP-2 e -9 (24) e em estudo in vitro com células de hepatocar-
cinoma houve diminuicdo da expressédo de MMP-9 (25).

No entanto, todos esses estudos avaliaram apenas um componente do suco
de laranja isoladamente. Acredita-se que a administracdo do suco total provocaria
efeitos diferentes na MEC, uma vez que um componente poderia interferir com a
absorcdo e metabolizacdo de outro componente presente no suco.

Apesar de sabermos que a ingestdo do suco de laranja pode provocar algu-
mas mudancas metabdlicas no organismo de humanos e outros animais
(20,21,26,27), ainda ndo sdo conhecidas todas as alterag6es metabdlicas provoca-
das pela ingestdo de suco de laranja. Mais recentemente, a técnica de metabolémi-
ca vem ganhando destaque, pois permite avaliar por um Unico método diferentes
metabdlitos presentes em amostra de sangue ou tecido. A aplicacdo da técnica me-
tabolémica em estudos tem permitido o aumento da compreensao, em nivel molecu-
lar, da patogénese de diversas doencgas. Adicionalmente, por meio da metabolémica
também é possivel avaliar o perfil metabdlico de um individuo apds a administracéo
de um alimento especifico, permitindo analisar a correlacdo de dietas com genes,
proteinas e metabdlitos, tanto em situagdes fisiolégicas como patoldgicas (28). Curi-
osamente, ndo identificamos estudos que tenham utilizado a técnica de metabolomi-
ca para avaliar as alterac6es metabdlicas ocorridas apds a ingestao de suco de la-

ranja.
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CONCLUSAO
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A ingestéo de suco de laranja Pera e do suco de laranja Moro ndo causaram
alteracdes na dindmica e na composi¢do da matriz extracelular miocardica em cora-
cOes saudaveis, mostrando que a ingestdo do suco de laranja é segura. Adicional-
mente, a ingestdo de ambos 0s sucos induziu alteracées nos metabdlitos presentes
no soro desses animais que se relacionam com inflamagao, estresse oxidativo e
composicédo e regulacdo da MEC, em maior nUmero no soro dos animais que ingeri-
ram suco de laranja Moro. A identificacdo desses compostos pode contribuir para o

melhor entendimento dos efeitos benéficos do suco de laranja para a saude.
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