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RESUMO

Introducéo: A dieta ocidental rica em carboidrato e lipidio promove o desenvolvimento
da sindrome metabdlica. Alterag6es do metabolismo energético provocadas por um
desbalanco redox em virtude de dieta hipercaldrica, gera danos oxidativos e
deficiéncia no sistema enzimatico antioxidante, intensificando fatores de risco e
eventos que levam a doenca cardiovascular. Os flavonoides sdo compostos de origem
vegetal com propriedades antioxidante e antiaterogénico. O objetivo do estudo foi
avaliar as alteracdes metabdlicas séricas e cardiacas em ratos submetidos a dieta
hipercalorica e tratados com naringenina. Material e Métodos: Foram utilizados 32
ratos Wistar machos, distribuidos em 4 grupos: (C) Controle, (N) naringenina, (H)
hipercalérico, (HN) hipercalérico tratado com naringenina. Os grupos (C e N, n=16)
receberam dieta padrdo enquanto que os grupos (H e HN, n=16) receberam dieta
hipercalorica durante 30 dias. Apds este periodo iniciou-se o tratamento com
naringenina 50mg/kg (grupos N e HN) durante 43 dias a intervalos de 7 dias via intra
gastrica. Ao final do experimento, os animais foram anestesiados para eutanasia.
Foram coletadas duas porcdes de tecido cardiaco e amostra sérica para analise de
perfil lipidico, glicemia, metabolismo energético, estresse oxidativo e glicogénio
cardiaco. Resultados: O grupo (HN) tiveram uma diminui¢do na ingestdo hidrica e
ingestao alimentar, peso final, ganho de peso e glicemia. Nao houve diferenca
significativa no peso inicial entre os grupos. Houve uma melhora no grupo (HN) no
perfil lipidico, metabolismo energético e estresse oxidativo com excecao do glicogénio,
proteinas totais, e atividade da catalase que néo apresentaram diferenca significante.
Conclusédo: O consumo de dieta hipercal6rica causou dislipidemia, hiperglicemia,
prejudicou 0 metabolismo energético e provocou consequentemente o0 estresse
oxidativo no miocardio. A analise da glicemia e perfil lipidico demonstrou que a
suplementacao de naringenina foi eficiente em atenuar esses parametros em animais
submetidos a dieta hipercalérica. A oxidacdo exacerbada de &cidos graxos e o
estresse oxidativo no tecido cardiaco, provocados pela dieta hipercal6rica, foram

controlados pela administragao de naringenina.

Palavras-chave: Naringenina, Dieta hipercalérica, Metabolismo energético, Estresse

oxidativo



ABSTRACT

Introduction: Western diet rich in carbohydrates and lipids is an important role in
metabolic syndrome development. Energy metabolism alterations caused by redox
unbalance due to high fat diet, generated oxidative damage and deficiency in the
antioxidant enzyme system, increasing risk factors and events that lead to
cardiovascular disease. Flavonoids are natural compounds with antioxidant and
antiatherogenic properties. This study assessed serum and cardiac metabolic
alterations in rats fed with high fat diet and treated with naringenin. Material and
Methods: We used 32 male Wistar rats, divided into 4 groups: (C) control, (N)
naringenin, (H) high fat diet, (HN) high fat diet treated with naringenin. Groups (C and
N, n=16) received standard diet whereas the groups (H and HN, n=16) received high
fat diet during 30 days. After this period, the rats were treated with naringenin 50mg/kg
(groups N and HN) during 43 days and at 7 days interval by gavage. Animals were
anesthetized and led to euthanasia. Two cardiac tissue portions were collected as well
as blood serum to evaluate lipid profile, glycemia, energy metabolism, oxidative stress
and cardiac glycogen. Results: Group (HN) showed a decreased in water and food
intake, final body weight, body weight gain and glycemia. There wasn’t significant
difference in initial body weight between the groups. There was an improvement in
group (HN) on lipid profile, energy metabolism and oxidative stress. There wasn’t
significant difference on catalase activity, cardiac glycogen and total protein.
Conclusion: It was concluded that high fat diet ingestion lead to dyslipidemia,
hiperglycemia, empaired energy metabolism and caused oxidative stress in
myocadium. Glycemic analysis and lipid profile showed that the supplementation of
naringenin was effective to reduce these parameters in animals induced to high fat
diet. The exacerbated oxidation of fatty acids and the oxidative stress in the cardiac

tissue induced by high fat diet were controlled by naringenin administration.

Keywords: Naringenin, High fat diet, Energy metabolism, Oxidative stress
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INTRODUCAO

Ao longo das Uultimas décadas, estudos relacionados as alteracdes
metabodlicas ganharam importadncia principalmente devido aos maus habitos
alimentares (CAMERON et al., 2004; GRUNDY, 2006; GAMI, et al., 2007). Estudos
mostraram uma relacdo entre o tipo de alimento e ingestdo de nutrientes com a
obesidade, distribuicdo de gordura corporal, hipertensdo, resisténcia insulinica e
hiperglicemia, associados as doencas como cancer, diabetes e cardiovasculares
(PANIAGUA, 2016).

Segundo analise génica, apenas 10% das sindromes metabdlicas apresentam
predisposicdo genética, ou seja, a maioria é caracterizada por fatores ambientais
como sedentarismo e alimentacdo (BRYAN et al., 2013).

A ingestédo de dietas hipercaléricas, enriquecidas com carboidratos e lipidios,
associadas ao sedentarismo compdem importantes fatores de risco na etiologia de
varias condicbes patoldgicas, principalmente aquelas relacionadas a doencas
cardiovasculares (DINIZ et al., 2008; PIETILAINEN et al., 2010; DUFFEY et al., 2013).
Estes aspectos merecem ser considerados ao analisar diversos paises com
alteragcbes na composicdo da dieta, acompanhada das mudancas econdmicas,
sociais, demograficas e suas repercussdes na saude populacional (POPKIN, 2001).
Contudo, o aumento de sobrepeso e da obesidade ja é considerado um problema de
saude publica, que independe de idade, sexo, etnia, educacgéo, nivel econémico,
afetando assim todos os grupos demograficos (PANIAGUA, 2016).

Segundo estimativas econdmicas, o Brasil gastou cerca de 3 bilhdes de
dolares com a populacdo na prevencdo e tratamento de morbidades prematuras
relacionadas a doengas metabdlicas, tais como obesidade e diabetes mellitus tipo 2,
0 que predispde a fatores de risco para doencgas cardiovasculares. Estima-se que nos
préximos dez anos o gasto previsto pode atingir 49 bilhdes de ddlares para o
tratamento destas enfermidades que ja atingem patamares epidémicos (WHO, 2011).

As doencas cardiovasculares levam a numeros exorbitantes em questéo de
oObitos e custo na saude global. A estimativa em 2013 de o6bitos foi mais do que 17,3
milhdes, sendo que o esperado para 2030 é de 23,6 milhdes. Isto representa cerca de

31% de individuos no mundo que chegam ao Obito. O custo para doencas
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cardiovasculares avaliado em 2010 foi de 863 bilhdes de ddlares. Espera-se que em
2030 passara para 1.044 bilhdes de dolares (BENJAMIN et al., 2017).

A ingestao de dietas contendo grandes quantidades de lipidios apresentam
caracteristicas importantes, pois desencadeiam alteracdes metabolicas com
consequéncias deletérias provocando os disturbios cardiovasculares, os quais estao
associados a sindrome metabdlica (PELTONEN et al., 2003; NOVELLI et al., 2006).
indices elevados de triacilglicerois e colesterol total, e menor nivel de HDL-colesterol,
constituem alguns aspectos que definem a sindrome metabdlica, a qual tem sido
utilizada frequentemente no progndstico de doencas cardiovasculares (LOPASCHUK
et al., 2007; BRUNZELL et al., 2008; PANCHAL et al., 2011).

E fato conhecido que dietas ricas em lipideos e carboidratos induzem a
obesidade (HILL, 2006), desde que o elevado consumo de lipideos aumenta o apetite
e induz hiperfagia (FRIEDMAN, 1998). Porém, o tipo de lipidio ingerido pode
apresentar maior relevancia em relacdo ao total de lipidio consumido na dieta
(PANIAGUA, 20186).

Rutledge & Adeli (2007) relataram que o ganho de peso pode ser visto ndo
apenas como consequéncia de um balanco energético positivo, mas também como o
mecanismo através do qual a energia proveniente dos substratos energéticos é
metabolizada e estocada.

A associacao entre obesidade e doencas cardiovasculares tem estimulado
pesquisas sobre o controle do peso corporal (CARMONA et al., 2009) e sobre a
reducado de seus efeitos adversos, notadamente no tecido cardiaco (NOVELLI et al.,
2010). Entretanto, a despeito dos conhecimentos sobre a associacao entre incidéncia
de obesidade e a elevada ingestdo de lipideos e carboidratos, a dieta ocidental
frequentemente consumida é hipercalérica, contendo quantidade consideravel de
sacarose e colesterol (WHO/FAO, 2003).

Dietas enriquecidas com carboidratos refinados levaram a menor
sensibilidade a insulina acompanhada do aumento e secrecdo de insulina pelas
células B-pancreaticas, indicando condi¢des pré-diabéticas com severa intolerancia a
glicose (STANHOPE; HAVEL, 2008; PANCHAL et al., 2011). Sato et al. (2010)
observaram que a ingestdo de sacarose provocou aumento da atividade hepatica de
enzimas lipogénicas, além de alteracbes na homeostase da glicose e hiper

insulinemia. Estudos mostraram que além da exposicéo de células B- pancreaticas a
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elevados niveis de glicose, a exposicdo a altos niveis de acido graxo livre, ou a
combinacdo de ambos, também pode levar a disfun¢cdes metabdlicas (MAHJOUB &
MASROUR-ROUDSARI, 2011).

Dietas hipercaldricas alteram o metabolismo da glicose, podendo modificar a
composicao das apolipoproteinas e elevar a concentracao de triacilglicerois (STROHL
et al, 1997). Ingestado deste tipo de dieta, que induz dislipidemias, constitui importante
fator para o surgimento de alteracdes cardiovasculares.

O metabolismo miocardico constitui um aspecto singular na bioguimica e
representa importante alvo farmacolégico. O miocardio pode alterar as vias
metabdlicas para producdo de energia, dependendo do suprimento de oxigénio, da
necessidade de energia e do substrato energético oxidavel disponivel na corrente
sanguinea (STANLEY et al., 2005).

O musculo cardiaco € caracterizado pela elevada capacidade oxidativa
(STANLEY; SABBH, 2005). Em condicfes aerdbicas normais, as moléculas de acetil—
CoA, proveniente da B-oxidacdo de acidos graxos sao metabolizadas no ciclo do acido
citrico produzindo equivalentes redutores NADH e FADH:. Estes sdo transferidos
através da cadeia transportadora de elétrons, produzindo ATP pela fosforilagdo
oxidativa. Nestas condi¢des, o citrato, formado no ciclo do acido citrico e elevadas
concentracdes intracelulares de ATP inibem a via glicolitica e o complexo enzimatico
piruvato desidrogenase (LOPASCHUK et al., 2007).

O desbalanco energético aumenta a atividade do ciclo do acido citrico
promovendo excesso de NADH mitocondrial, o que contribui para geracdo de
espécies reativas de oxigénio na cadeia transportadora de elétrons (MAHJOUB &
MASROUR-ROUDSARI, 2012).

Além da oxidacdo de acidos graxos, a glicose € outro substrato energético
cardiaco, o qual é oxidado na glicélise em piruvato. A enzima piruvato desidrogenase,
limitante da oxida¢éo da glicose, converte o piruvato em acetil CoA e NADH na matriz
mitocondrial. O metabolismo de acidos graxos restringe a oxidacao de glicose, isto €,
0 aumento na oxidacao de acido graxo inibe a piruvato desidrogenase para a producao
de acetil CoA e NADH. Também inibe a fosfofrutoquinase 1 pelo aumento nos niveis
de citrato pelo ciclo do &cido citrico. Da mesma forma, um aumento na oxidacao de
glicose inibe a B cetoacil CoA e a B hidroxi acil CoA-desidrogenase (FILLMORE;
MORI; LOPASCHUCK, 2014).
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Se o excesso de NADH mitocondrial ndo é dissipado completamente pela
fosforilacdo oxidativa, elétrons transferidos na membrana mitocondrial interna podem
reduzir parcialmente o oxigénio molecular com consequente producdo de espécie
reativa de oxigénio, em especial o anion superéxido (MAHJOUB & MASROUR-
ROUDSARI, 2012).

O oxigénio molecular, essencial durante os processos oxidativos envolvidos
com a producdo de energia na cadeia transportadora de elétrons e fosforilacdo
oxidativa e as alteragcdes na constituicdo alimentar e/ou no substrato oxidavel para
geracdo de energia, contribuem para producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), que frequentemente resulta em estresse oxidativo (NOVELLI, 2005). EROs
sdo moléculas ou atomos, com numero impar de elétrons ndo pareados em seu orbital
mais extremo, 0 que o0s tornam reativos (FRIDOVICH, 1998; BONNEFONT-
ROUSSELOT, 2004). As principais ERO séo superoxido (Oz2’), hidroxil (OH"), peroxil
(RO2), hidroperoxil (HRO2) e peréxido de hidrogénio (H202) (LOPES et al., 2008).

Tem sido estimado que no processo de fosforilagdo oxidativa, acoplado a
cadeia respiratéria mitocondrial, a reducdo incompleta do oxigénio resulta na
producéo de radical superoxido (O72) que reduzido leva a formagédo de peroxido de
hidrogénio (H202) (SEIVA et al., 2009).

Em condi¢cBes normais o transporte de elétrons na mitocéndria é acoplado ao
O:2 para converter em H20. Porém, se os elétrons séo dispersos do complexo | e Il
ocorre a formacéo de O2*, devido ao declinio da fosforilacao de ADP e o alto gradiente
de préton entre espacos inter membranas e a matriz mitocondrial. O superdxido pode
ser convertido facilmente em H202. Essas duas espécies reativas de oxigénio, através
de reacgOes, com participacdo dos equivalentes Fe3* ou Fe?*, podem ser convertidas
em radical hidroxil (OH’), o qual é altamente reativo e deletério as células
(POHJOISMAKI; GOFFART, 2017).

A combinacdo de Oz* e NO produz o peroxinitrito (ONOQO?®) que é reativo e
torna-se pro-oxidante a macromoléculas como proteinas e fosfolipidios (Figura 1).
Tanto o O2* como NO inibem a atividade de proteinas e enzimas por atuarem sobre
centros enxofre-ferro (MAHJOUB; MASROUR-ROUDSARI, 2012).
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Figura 1 — Geracdo e degradacdo de espécies reativas. O Oz
proveniente da respiracdo mitocondrial € degradado pela SOD em H20:2
que degradado pela GSHPx ou Catalase é convertido em H20 ou pode
reagir com Fe e formar *OH-. O O2* também pode ser inativado pelo
NO. No entanto, se reagir com NO produz ONOO". (Adaptacdo: Tsutsui;
Kinugawa; Matsushima, 2011).

A maior utilizacdo de oxigénio pelo musculo cardiaco relaciona-se a maior
guantidade de ATP produzida pela oxidacdo de acidos graxos em relacdo a
carboidratos, bem como o fato que acidos graxos (CHzs-(CH3)a-COOH), apresentam
baixa concentracdo de oxigénio por molécula, em compara¢do com carboidratos
(CeH1206). Deste modo, o musculo cardiaco necessita de cerca de 12% mais oxigénio,
guando utiliza &cido graxos, e ndo a glicose como fonte de energia, para produzir a
mesma quantidade de ATP (NELLY; MORGAN, 1974). Estas observagdes indicam
maior susceptibilidade do muasculo cardiaco ao estresse oxidativo e a importancia do
metabolismo energético cardiaco na producao de EROs.

Estudos demostram que dietas ricas em carboidratos refinados e &cidos
graxos saturados levam a hiperglicemia e hipertrigliceridemia pés-prandial induzindo
ao estresse oxidativo e disfuncdo endotelial. Além disto, a hipertrigliceridemia
apresenta-se como fator de risco aumentado para o desenvolvimento da aterosclerose
e consequentemente para doenca cardiovascular (LACROIX et al., 2012).

Beckman & Ames (1998) observaram que a ingestdo de dietas contendo
elevadas concentracdes de lipidios aumenta a producdo de EROs. Segundo os
autores, o aumento na producdo de EROs nestas condi¢des, esta associado a maior
utilizacéo de acidos graxos como fonte de energia pelos tecidos.

Estudos experimentais em animais revelaram que ratos alimentados com

dieta rica em carboidratos apresentaram aumento tanto nos niveis de espécies
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reativas de oxigénio (MATSUZAWA-NAGATA et al.,, 2008) como na peroxidacao
lipidica (STRANAHAN et al., 2011).

Tem sido observado acumulo de triacilgliceréis no tecido muscular de
individuos com sindrome metabdlica, decorrente da utilizacdo deficiente de &cidos
graxos para geracdo de energia (KELLEY et al., 1999; PERSEGHIN, 2005). O
aumento da concentracdo de lipidios pode desencadear o estresse oxidativo, devido
a susceptibilidade a peroxidacdo lipidica de membranas, especialmente as
mitocondriais.

Evidéncias a respeito da lipotoxicidade indicam que o acumulo de
triacilglicerdis no tecido cardiaco pode constituir importante alvo para a acao de
radicais livres e formacao de hidroperoxido (CHONG et al., 2007) e desencadearem
estresse oxidativo (STANLEY et al., 2005). Tem sido observada estreita relagcéo entre
o acumulo de lipidios e cardiopatias (LEWIN, COLEMAN, 2003), decorrente do
desequilibrio entre a captacao de lipidios, pelo tecido cardiaco, e a capacidade em
oxida-los completamente (FINCK et al., 2003). O estresse oxidativo com elevacédo em
hidroperdxido de lipidio afeta a funcdo miocardica de maneira similar aos danos
provocados pela isquemia (MALLET et al., 2005).

A lipoperoxidacdo de membranas, provocado por radicais livres, foi observada
no miocardio de ratos suplementados com dieta rica em sacarose (WAN et al., 2003).

O tecido cardiaco, por ser essencialmente aerobico utiliza grande quantidade
de oxigénio (LOPASCHUK et al., 2010) pode ser considerado paradoxo, uma vez que
a funcao cardiaca depende de oxigénio para obtencdo de ATP e constitui importante
fonte de EROs, os quais induzem a lipoperoxidacdo, alterando o metabolismo
energético, reduzindo a fosforilacdo oxidativa e, portanto, a disponibilidade de ATP

para contracdo muscular.
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Figura 2 — Desbalanco energético na insuficiéncia cardiaca. O desbalanco
energético na insuficiéncia cardiaca é caracterizado pelo aumento da demanda
energética e diminuicdo da producdo, transferéncia e utilizacdo de energia
(Adaptacéo: Ventura-Clapier et al., 2011).

Sabe-se que na insuficiéncia cardiaca para compensar a diminuicdo do
metabolismo oxidativo mitocondrial e o declinio na oxidag&o de acido graxo, aumenta
a velocidade da oxidacao da glicélise. Por outro lado, a queda na oxidacao de glicose
induz o desacoplamento da glicolise que leva maior producdo de prétons. Essas
alteracdes provocam um desequilibrio na homeostase ibnica, redirecionando o ATP
da funcdo contréatil para restabelecer a homeostase ibnica, significando disfuncéo
cardiaca (Figura 2) (FILLMORE; MORI; LOPASCHUCK, 2014).

Tem sido observado que alterac6es nos combustiveis metabdlicos contribuem
para disfuncdo metabdlica e remodelamento do ventriculo esquerdo (STANLEY et al.,
2005), demonstrando a associacao entre estresse oxidativo, metabolismo energético
e funcdo cardiaca. O remodelamento cardiaco € caracterizado por mudancas
estruturais e funcionais. Sendo assim, o metabolismo cardiaco desempenha um ponto
crucial na fisiopatologia (DOENST; NGUYEN; ABEL, 2014).

Elevada ingestédo de calorias diminui a fluidez da membrana mitocondrial
aumentando a producdo de EROs (NOVELLI et al., 2010), induzindo o estresse
oxidativo (NISHYIAMA et al., 1998). Em proteinas as EROs causam a peroxidacao
proteica, levando a formacao de proteina carbonil e alterages funcionais nas células
(YEUM et al., 2004). Nos lipideos a acdo das EROs resulta na peroxidagdo dos
lipideos insaturados das membranas celulares, podendo levar a perda de funcéo e

lise celular.
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Os niveis excessivos das EROs causam danos as proteinas, membranas
celulares, acidos nucléicos que resultam em morte celular e injuria tecidual,
acompanhada por inumeras condi¢cdes patoldégicas (MARTIM et al., 2003). Na
tentativa de evitar esta situagcéo, o organismo dispde de sistemas antioxidantes que
inibbem as ERO e protegem os sistemas biologicos contra os efeitos lesivos da
oxidacao excessiva (BIESALKSKI, 2000).

Este sistema antioxidante é composto por enzimas como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSHPXx) e antioxidantes nao
enzimaticos como glutationa (GSH) e vitaminas. Dietas ricas em carboidrato e lipidio
associadas a obesidade aumentam a respiracdo mitocondrial produzindo superoxido.
Os antioxidantes enzimaticos como SOD, CAT e GSHPx diminuem gerando um
desbalanco redox (BRYAN et al., 2013).

Estes fatos explicam a associacdo entre metabolismo energético, obtencao
de energia através da oxidacao de substratos, com estresse oxidativo.

Considerando que o metabolismo energético depende do suprimento de
substrato no tecido cardiaco, ingestdo de dietas com elevada concentracdo de
sacarose e colesterol pode alterar as vias metabdlicas miocardicas para obtencéo de
energia, induzindo modificacfes na oxidacao de nutrientes e na liberacéo de espécies
radicalares associadas ao estresse oxidativo. Alteracdes na composicdo das
membranas celulares e mitocondriais decorrentes das alteracdes na composicao da
dieta podem afetar ndo somente, as propriedades elétricas do tecido cardiaco, como
também a producdo de energia (DINIZ et al., 2008). Nestas condi¢cdes, compostos
capazes de controlar o estresse oxidativo e modular as atividades de enzimas
reguladoras das vias metabdlicas podem contribuir para melhora do metabolismo
energético.

Os flavonoides compdem ampla classe de substancias de origem vegetal,
cuja sintese ndo ocorre nos animais. Entretanto, tais compostos possuem uma série
de propriedades farmacolégicas que atuam sobre sistemas biolégicos de forma
benéfica para o organismo, sendo indicado para tratamento de doencas degenerativas
mediadas por estresse oxidativo (LOPEZ-REVUELTA et al., 2006).

Flavondéides sdo compostos polifenélicos biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e do acetato, precursores de outros grupos, principalmente como

aminoacidos alifaticos e terpendides (MANN, 1987). Sao classificados de acordo com
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sua estrutura quimica em seis subclasses principais: flavonol, flavonas, isoflavonas,
flavanonas, antocianinas e flavanol (catequinas e proantocianidinas). A maior
ocorréncia de flavonoide, ou seja, cerca de 95% é representado pelas flavanonas
tendo como principal fonte dietética frutas e suco de frutas citricas, além do tomate,
no qual encontra-se niveis significativo desta substancia (TESTAI & CALDERONI,
2017). A quercetina, naringerina e a rutina sao os flavondides com maior distribuicdo
entre as plantas e com autopoder antioxidante (MANACH et al., 1997). Ross et al
(2000) quantificou a naringenina no suco de toranja e observaram concentracdes em
torno de 17-76mg/100mL.

A naringenina € um glicosideo de flavanona com a forma molecular C27H32014
encontrada em uvas e frutas citricas como basicamente liméo e laranja (KUMAR;
PANDEY, 2013; ALAM et al., 2014).

Mais de 8.000 flavonoides ja foram identificados (PIETTA, 2000) e sua
estrutura basica consiste em um nucleo fundamental, constituido de quinze atomos
de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos
substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C) acoplado ao anel A (Figura
3).

]
i =Y

i

Figura 3. Estrutura quimica dos flavonoéides (Fonte: DI CARLO et al., 1999).

Os flavondides sao antioxidantes efetivos devido a suas propriedades
sequestrantes de radicais livres e por quelar ions metalicos, protegendo assim as
células dos radicais livres e, portanto, da peroxidacdo lipidica. A propriedade
antioxidante é direcionada sobre o radical hidroxil (*OH) e o anion superéxido (O2),
espécies altamente reativas envolvidas no desencadeamento da peroxidacao lipidica
(KAHRAMAN et al., 2003). Apresentam propriedades estabilizadoras de membranas,

podendo afetar processos do metabolismo intermediario (GALATI et al., 2002).
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Os flavonodides sédo termodinamicamente favorecidos por provocar reducéo
completa em espécies reativas parcialmente reduzidas pelo alto potencial redox. Seu
anel B hidroxil captura EROS e doa um hidrogénio e um elétron para ROz, *OH,
ONOO?*, estabilizando essas espécies e originando um radical de flavonoide (KUMAR,;
PANDEY, 2013).

Além disso, os flavonoides sequestram radicais de oxigénio como *OH e Oz,
inibe a xantina oxidase e a peroxidagao lipidica. O radical hidroxil e o &nion superoxido
promovem dano tecidual por iniciarem a peroxidacédo lipidica (BELHIN et al., 2004).
Desta forma, os flavondides podem apresentar atuacédo protetora contra fatores que
induzem o estresse oxidativo (GREGORY & KELLY, 2011).

Em estudo realizado por Arai et al. (2000) o consumo de flavonéides associou-
se a baixa incidéncia de aterosclerose, devido a protecéo de LDL-colesterol contra a
lipoperoxidacao.

A utilizacdo de flavondides tem despertado interesse na clinica devido aos
efeitos benéficos sobre doencas cardiovasculares. Estudos epidemioldgicos
demonstraram correlacdo inversa entre disturbios cardiovasculares e consumo de
dietas ricas em flavondides. Em especial a naringenina, verificou-se aumento sérico
da HDL (lipoproteina de alta densidade), diminuicdo tanto na concentracao sérica de
triacilglicerdis como de LDL (lipoproteina de baixa densidade), além de protegé-las da
oxidacdo. Além disso, observou que este flavonoide inibiu a absorcdo de glicose,
melhorou a defesa antioxidante enddgena e reduziu a regulacédo de genes envolvidos
na aterosclerose (TESTAI & CALDERONE, 2017).

Em outros estudos a concentracao plasmatica e hepatica de colesterol total e
triacilglicerdis reduziram, enquanto que o nivel sérico de HDL-colesterol aumentou
com a administragdo de flavondéides (SILVA et al., 2011).

A associacdo entre hiperlipidemia e doencas coronarianas esta bem
estabelecida e fundamenta-se principalmente no papel do colesterol no
desenvolvimento da aterosclerose. O acumulo das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) sobre a membrana endotelial torna-se fator de risco para a arteriosclerose e
doencas cardiovasculares (YOSHIDA et al., 2005). Por outro lado, a fragdo HDL
impede este depdsito, uma vez que atua transportando o excesso de colesterol dos
tecidos extra-hepaticos para o figado (WHITNEY, 1997). Embora a patogénese dessa

enfermidade seja complexa, um dos fatores reside na oxidacdo dos acidos graxos de
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fosfolipidios da LDL-colesterol, provocando, desta forma, a endocitose pelos
macrofagos presentes na camada subendotelial, 0 que contribui para a formacéo de
células espumosas e consequentemente o desenvolvimento de aterosclerose
(BRUCE-CHERTOW, 2004; MATHEUS et al., 2008).

O possivel mecanismo pelo qual o flavondide age contra aterosclerose é a
ativacdo de receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa)
proporcionando baixa regulagdo de proteinas envolvidas na patogénese da
aterosclerose, assim diminui a formacéo de células espumosas e aumento do influxo
de lipidio diminuindo a resposta inflamatéria (MULVIHILL; HUFF, 2012).

Supbe-se que os flavonodides, primeiramente, possam reduzir a geracao ou
aumento de radicais livres nos macréfagos ou ainda podem proteger os fosfolipidios
estruturais da LDL contra a oxidacdo provocadas pelos radicais livres. Além disso,
podem reduzir a-tocoferol pela doagéao de atomos de hidrogénio ao radical a-tocoferol;
guando este perdeu hidrogénio durante a peroxidacao lipidica (DORNAS et al., 2007,
OLIVEIRA et al., 2010).

A naringenina promove a diminui¢do da secregao de VLDL-colesterol e de
captacdo de LDL-colesterol pelos macrofagos, aumentando a oxidacdo hepatica de
acidos graxos e utilizacdo da glicose pelos tecidos periféricos responsivos a insulina.
Dessa forma, ocorre melhora tanto na dislipidemia e como na resisténcia insulinica no
modelo animal (Figura 4) (MULVIHILL; HUFF, 2012).
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Figura 4 — Resumo do efeito do flavonoide citrico no metabolismo do modelo
animal. A naringenina parece néo ter efeito na ingestdo de calorias e absorgdo de
lipidio, mas na reducéo da esteatose hepética através da lipogénese, melhorando
assim a dislipidemia e reduzindo oxidagdo de acido graxo. Pelo aumento na
captacéo de glicose no musculo, melhora a sensibilidade a insulina no figado e no
musculo. Também reduz processo inflamatério do tecido adiposo e da circulacéo.
Somando esses fatores, o tratamento indica a prevencdo da aterosclerose
(Adaptacdo: Assini; Mulvihill; Huff, 2013).

Atualmente observa-se forte tendéncia na valorizacdo de substancias naturais
para fins terapéuticos na medicina humana. Neste cenario os flavondides tém especial
destaque, pois sendo um produto de origem natural vem conquistando numerosos
adeptos de sua utilizagdo. Porém, para que estes compostos possam ser efetivamente
utilizados com a finalidade terapéutica, ha necessidade de estudos, no sentido de
manter os niveis normais dos parametros bioquimicos e possivel controle do estresse

oxidativo, em especial no tecido cardiaco.
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HIPOTESE
A naringenina atenua o estresse oxidativo e melhora o metabolismo

energético no tecido cardiaco em ratos submetidos a dieta hipercaldrica.

OBJETIVO GERAL
Avaliar as alteracdes metabdlicas séricas e cardiacas em ratos submetidos a

dieta hipercaldrica e tratados com naringenina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Considerando-se as complicacdes metabdlicas decorrentes da ingestdo de
dietas hipercaldricas e as propriedades biolégicas dos flavondides, os objetivos
especificos foram:

% Determinar as alteracbes metabdlicas provocadas pela dieta
hipercalorica através de parametros nutricionais, bioquimicos séricos e cardiacos;

% Evidenciar o efeito da dieta hipercal6rica sobre o estresse oxidativo;

% Analisar os efeitos metabdlicos da administracdo de naringenina sobre
0S parametros nutricionais, bioquimicos séricos e cardiacos;

% Identificar os efeitos da administracdo de naringenina sobre o estresse

oxidativo em ratos submetidos a dieta hipercalérica.
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MATERIAIS E METODOS

1) Grupos experimentais e composicao das dietas

Os animais foram provenientes do Biotério Central da UNESP/“Campus de
Botucatu” e transferidos para o Laboratério de Experimentacdo Animal do
Departamento de Quimica e Bioquimica/IB-UNESP-Botucatu. Foram utilizados 32
ratos, linhagem Wistar, machos, recém-desmamados com 21 dias de idade. Os
animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, em ambiente com temperatura (25
+ 2°C) e fotoperiodo (ciclos 12:12 horas claro/escuro) controlados. O protocolo (sob
no. 836) experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal do Instituto de Biociéncias/UNESP “Campus de Botucatu”, adotado pelo
Colégio Brasileiro de experimentacdo animal (COBEA).

Inicialmente os animais foram distribuidos em dois grupos (n=16) mantidos
com racao padrdo (C) e com racdo hipercalérica (H), durante 30 dias. ApOs este
periodo os grupos foram subdivididos e constituiram 0s seguintes grupos
experimentais (n=8):

Grupo C: recebeu dieta padréo;

Grupo N: recebeu dieta padrdo com suplementacgéo de naringenina,

Grupo H: recebeu dieta hipercaldrica;

Grupo HN: recebeu dieta hipercalérica com suplementacéo de naringenina.

Estes grupos foram mantidos durante 43 dias. Os animais receberam as
respectivas dietas ad libitum com monitoramento de ingestdo de racéo e agua diarios
e a pesagem dos animais efetuada semanalmente.

A dieta hipercal6rica foi preparada a partir da racdo padrao (Purina Labina,
Campinas, SP), a qual foi obtida pela trituragéo. Para cada 1000g da racgéo triturada
foram adicionados 12,339 de colesterol, 1,23g de acido cdlico, 131,0g de sacarose e
84,77 mL de 6leo de soja (COSTA et al., 1993; REEVES, 1997; QUILES et al, 2003).
A mistura foi homogeneizada com agua e submetida a formacéo de pellet, os quais
foram desidratados em estufa com circulacéo forcada de ar.

Os animais dos grupos N e HN receberam o flavondide naringenina (Sigma
N-5893), via intragastrica (gavage), na concentragdo de 50mg/kg de peso corporal a
intervalos de 7 dias, durante 43 dias. Enquanto, os animais do grupo C e H receberam

gavagem com agua na mesma concentracao (Figura 5) (FERNANDES et al., 2010).
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Figura 5 — Delineamento experimental. Legenda: (C): controle; (N):
naringenina; (H): hipercaldrica, (HN): hipercaldrica e tratamento com

naringenina.

2) Analise Bromatolégica das dietas

A andlise bromatol6gica das dietas (padréo e hipercal6rica) foi realizada no
Laboratdrio de Bromatologia — Departamento de nutricdo animal da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas/ UNESP Campus Botucatu.

As analises quimicas da composicao de proteina, lipidios e carboidratos, bem
como de energia metabolizavel foram realizadas de acordo com a metodologia
indicada pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC (2006). Os valores
obtidos sdo expressos em kilocalorias (Kcal) e gramas para proteinas, lipidios e

carboidratos, em 100g de racao (Quadro 1).
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Quadro 1 — Composicao centesimal média da racao

Componentes Padréo Hipercalo6rica
g/100g  kcal/100g g/100g kcal/100g
Proteina 24,88 99,52 23,6 94,4
Lipidio total 4,71 42,39 11,13 100,17
Carboidrato total 31,97 127,88 39,51 158,04
Energia Metabolizavel 100 269,79 100 352,61

3) Obtencado das amostras

No final do periodo experimental (43 dias), os animais foram anestesiados
(cloridrato de cetamina 10%, 0,1 mL/100g de peso corporal, i.p.) e sacrificados por
decapitacdo. O sangue foi coletado e o soro separado por centrifugacdo a 6000 rpm,
por 15 minutos, e utilizado para determinacdo de proteinas totais, glicose,
triacilglicerais, colesterol total, HDL-colesterol, VLDL-colesterol, LDL-colesterol (LDH).
Apés a retirada do sangue, o coracéo foi imediatamente retirado e lavado em solugéo
tampéao fosfato de sddio (0,01M; pH 7,0). As amostras de aproximadamente 100 mg
de tecido cardiaco do ventriculo esquerdo foram estocadas em “freezer” a -80°C para

determinacdao metabolismo energético e estresse oxidativo.

4) Determinacfes séricas

4.1) Determinacao da glicemia

A glicose sanguinea, por acao da glicose-oxidase, é oxidada a acido gliconico
e forma peréxido de hidrogénio. Este perdxido de hidrogénio (H202) formado reage
por acdo da peroxidase com 4-aminoantepirina e com 1,4-diclorofenol. Por juncdo
oxidativa forma-se aintipirilquinonimina, de cor vermelha. A intensidade de coloracao

foi proporcional a concentracdo de glicose (MOURA, 1982).

4.2) Determinagéo da concentragao de triacilglicerois
Os triacilgliceréis foram determinados através de sua hidrolise enziméatica

produzindo glicerol e acidos graxos. Segundo Soloni (1971), o glicerol oxida-se com
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acido periédico a formaldeido, o qual foi quantificado colorimetricamente como 3,5
diacetil-1,4 diidrolutidina.

4.3) Determinacao da concentragéo de colesterol total

O colesterol foi determinado enzimaticamente pela colesterol oxidase com
hidrolise prévia dos ésteres mediante lipase. O peréxido de hidrogénio liberado, na
oxidacéao, produz fenol oxidado e 4-aminofenazona, o qual foi quantificado (MOURA,
1982).

4.4) Determinacao da concentracdo HDL-colesterol

A lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) foram precipitadas seletivamente pelo &cido fosfotungstico. No
sobrenadante, separado por centrifugacdo, estdo as lipoproteinas de alta densidade
(HDL), na qual se determinou o colesterol incorporado as mesmas (LOPES-VIRELLA
et al., 1977).

4.5) Determinacao da concentracéo de LDL e VLDL-colesterol

Os valores de LDL e VLDL-colesterol foram obtidos pela equacdo de

Friedewald (VLDL=TG/5; LDL=CT-(HDL+VLDL) (COHN; ROTH, 1996).

5) Analises no Tecido Cardiaco

As amostras de aproximadamente 100mg de tecido cardiaco foram
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, na presenca de tampéao
fosfato de sédio (0,01M) pH 7,0. Os homogeneizados foram centrifugados a 12 000
Xg, durante 30 minutos a -4°C (PEREIRA et al., 1998). O sobrenadante foi utilizado
para a determinacdo dos marcadores do estresse oxidativo, atividade das enzimas do
metabolismo energético e glicogénio.

5.1) Analise do Estresse Oxidativo: Marcadores do Estresse Oxidativo

5.1.1) Determinacéo da concentracéo de hidroperoxido de lipidio

Foi determinado através da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe?*) na
presenca de alaranjado de xilenol, acido sulfarico e butilato hidroxitolueno (BHT) em

metanol a temperatura ambiente. O Fe3* reage com alaranjado de xilenol e forma
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cromoégeno, cuja intensidade de coloracdo foi medida espectrofotometricamente
(JIANG et al., 1991).

5.1.2) Determinacao da atividade da glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método de
Nakamura et al. (1974) na presenca de peréxido de hidrogénio. A mistura da reacéo
foi preparada com tampéo fosfato de s6dio, NADPH2, azida sddica, EDTA, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidacdo do NADPHz2, na presenca
da glutationa redutase, a qual catalisa a reducédo da glutationa oxidada (GSSG), a

atividade da GSH-Px, foi determinada.

5.1.3) Determinacéo da concentragdo da atividade da superdxido dismutase

A atividade da superéxido dismutase foi determinada pela técnica de Crouch
et al. (1981), tendo como base a capacidade da enzima inibir a reducao do nitroblue-
tetrazolico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH
10). A hidroxilamina gera fluxo de Oz do NBT para blue-formazana em temperatura
ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de reducdo do NBT foi

inibida, conforme a porcentagem de SOD presente na amostra.

5.1.4) Determinagéo da atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada em tampao fosfato de sédio e potassio
50mM, pH 7.0, utilizando 0,5mL de amostra e peroxido de hidrogénio (30%). As
leituras foram realizadas a 240nm (AEBI, 1974).

5.2) Anélise do Metabolismo Energético

O metabolismo energético foi analisado através da atividade das enzimas
regulatorias das vias metabdlicas, lactato desidrogenase associadas a glicolise e ao
metabolismo anaerdbico, a citrato sintase reguladora do fluxo de substrato através do
ciclo do acido citrico e marcadora do metabolismo aerdbico. A B-hidroxiacil-CoA-
desidrogenase corresponde a enzima reguladora da B-oxidacdo dos acidos graxos.

5.2.1) Determinacgao da atividade da lactato desidrogenase

A atividade da lactato desidrogenase foi determinada segundo técnica de
Wilkinson et al. (1965) utilizando o método UV otimizado, onde foi medida a velocidade
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do consumo de NADHz, tendo como substrato o piruvato, que foi proporcional a

atividade da enzima presente na amostra.

5.2.2) Determinacéo da atividade da citrato sintase

A citrato sintase foi determinada a 412nm em tampé&o TRIS-HCI 50mM, pH
8,0, contendo acetil-CoA, dithiobis-2-nitrobenzoato (DTBN) 0,1mM e oxaloacetato 0,5
mM (BASS et al, 1969).

5.2.3) Determinacgao da atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase
Atividade da B-hidroxiacil CoA desidrogenase foi determinada em meio
contendo acetoacetil coenzima A e NADH (BASS et al., 1969).

5.2.4) Determinacgéo da Concentracdo do Glicogénio

Na determinacéo do glicogénio, amostras de 100mg de tecido cardiaco foram
homogeneizadas (3000 rpm por 10 minutos) com &cido perclérico (0,6 mol/L). Do
sobredanadante retirou-se uma aliquota (20uL) para determinar a concentracdo de
glicose inicial e outra de 10uL, que recebeu amiloglicosidase juntamente com tampéao
acetato de sédio (0,05 M, pH 4,5), e determinou a concentracao de glicose final. A
concentracéo de glicogénio (mg/g de tecido) foi determinada pela diferenca entre as
concentracbes de glicose final e inicial, segundo Roehrig & Allred (1974). A

concentracéo de glicose foi determinada segundo Moura (1982).

5.2.5) Determinagéo da Concentracéo de Proteinas Totais

A concentracdo de proteinas foi determinada utilizando o método de Biureto,
onde as ligacdes peptidicas das proteinas reagem com ion cuprico, em meio alcalino,
resultado em um complexo violeta, cuja intensidade de coloracéo foi proporcional a

concentragdo de proteina totais na amostra do tecido cardiaco (MOURA, 1982).
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6) Forma de analise dos resultados — Procedimento estatistico

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 8

repeticdes, segundo esquema da analise de variancia (ANOVA):

C.v. G.L.
Tratamentos 3
Residuo 29
Total 32

O nivel de significancia adotado para as analises estatisticas foi de 5% de
probabilidade e as estatisticas F foram significativas quando p<0.05. Foi utilizado

Teste de Tukey para a comparacao entre as médias (ZAR, 1996).
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RESULTADOS

Tabela 1 — Resultados médios obtidos para ingestdo hidrica (ml/dia), ingestao

alimentar (g/dia), peso inicial (g), peso final (g), ganho de peso (g) e

glicemia nos diferentes grupos experimentais.

Parametros metabdlicos Grupos Valor-p
C N H HN

Ingestao hidrica 38,84+6,89b 39,22+3,17b 40,25+1,59b 31,47+294a  <0.0001

Ingestéo alimentar 25,18+0,58ab 23,37+4,35a 26,73+£1,40b 22,65+1,94a <0.0001

Peso inicial 277,9+23,98a  270,0+23,64a 286,5+31,31a  251,60+28,70a  0.0876

Peso final 391,6+29,41a 404,80+21,40a 470,40+50,49b 379,10+42,06a <0.0046

Ganho de peso 113,7+26,54a  131,7+14,99a 183,9+34,10b 127,5+17,73a  <0.0001

Glicemia 115,3+8,43a 119,9+7,32a 160,0+13,22b  124,60+14,64a <0.0001

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferengas
significativas entre os grupos. C= dieta normocaldrica (controle); N= dieta normocalérica e tratamento com
naringenina; H= dieta hipercaldrica; HN=dieta hipercalorica e tratamento com naringenina.

Figura 6 — Resultados médios obtidos para a concentracdo da glicemia sérica nos

diferentes grupos experimentais.

Glicemia

Pode-se verificar a partir da Tabela 1, que o tratamento com nharingenina

diminuiu significativamente a ingestdo hidrica no grupo que recebeu a dieta
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hipercalorica (HN) em relacdo aos demais grupos, os quais nao diferiram entre si. A
ingestdo alimentar foi maior nos animais alimentados com dieta hipercal6rica (H),
porém sem diferenca significativa com grupo controle. Enquanto os grupos tratados
com naringenina (N) e (HN) também néo diferiram entre si.

Nota-se que ndo houve diferenca significativa no peso inicial, obtido na semana
gue iniciou a administracdo de naringerina. Contudo, 0os animais alimentados com
dieta hipercalérica (H) obtiveram maior peso final (p<0,05) em comparacdo aos
demais grupos, no final do periodo experimental. Consequentemente isto refletiu
também em maior ganho de peso para o grupo H, em relacdo aos demais grupos que
ndo diferiram entre si, indicando que a dieta hipercalorica foi eficiente em acumular

massa corporea e a haringerina em controlar este acumulo no grupo HN.

A concentracdo de glicose foi superior nos animais submetidos a dieta
hipercalérica (H). Enquanto o tratamento com naringenina, em animais com dieta
hipercalérica (HN), reduziu a glicemia a valores préximos aqueles obtidos para grupo

controle C e N (Figura 6).

Tabela 2 - Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de colesterol total
(CT), LDL-colesterol (LDL-c), triacilglicerois (TG), VLDL-colesterol (VLDL-

c) e HDL-colesterol (HDL-c) para os diferentes grupos experimentais.

Grupos

Parametros Valor-p

C N H HN

CT(mg/dL) 116,1+24,98a 119,5+21,17a 206,0+26,78c 151,5+13,05b <0.0001
LDL-c (mg/dL) 37,80+9,53a 40,71+10,53a 137,6+28,32c 73,79+17,31b <0.0001
TG (mg/dL)  128,1+10,63a 120,8+15,99a 190,9+17,35b 142,5+17,42a <0.0001

VLDL-c (mg/dL) 25,62+2,12a 24,36+3,17a 38,18+3,47b 28,51+3,48a <0.0001

HDL-c (mg/dL) 57,14+6,88b 54,46+6,56b 30,20+6,68a 49,23+9,66b <0.0001

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam
diferencas significativas entre os grupos. C= dieta normocalérica (controle); N= dieta
normocalérica e tratamento com naringenina; H= dieta hipercal6rica; HN=dieta hipercaldrica
e tratamento com naringenina.
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Figura 7 — Resultados médios obtidos para a concentracédo seérica de CT (A), LDL-
colesterol (B), TG (C), VLDL-colesterol (D) e HDL-colesterol (E) para os

diferentes grupos experimentais.
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Na tabela 2 e figura 7 encontram-se os resultados obtidos para o perfil lipidico.
A concentragdo sérica de colesterol total e LDL-colesterol aumentou
significativamente nos animais alimentados com dieta hipercal6rica (H) em relacéo
aos demais grupos. Enquanto que o tratamento com naringenina em animais com
dieta hipercaldrica (HN) diminuiu (p<0.05) os niveis séricos tanto de colesterol total
como de LDL-colesterol, porém sem atingir os valores préximos aos obtidos para os
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grupos que receberam dieta normocalérica na auséncia (C) ou presenca de
naringenina (N) (Figura 7A e B).

Os animais que receberam apenas dieta hipercalérica (H) apresentaram
aumento significativo nos niveis séricos de triacilgliceréis e de VLDL-colesterol em
relacdo aos demais grupos que nao diferiram entre si (Figura 7C e D). A concentracao
de HDL-colesterol esteve diminuida em animais que consumiram dieta hipercaldrica
(H), comparativamente aos demais grupos (Figura 7E).

Tabela 3- Resultados médios obtidos para atividade da lactato desidrogenase (LDH),
citrato sintase (CS) e 3-hidroxil acil CoA desidrogenase (OHADH) no tecido

cardiaco para os diferentes grupos experimentais.

Parametros Grupos Valor-p

C N H HN

LDH nmol/mgtec  11,22+1,13a 10,61+0,77a 10,79+0,91a 10,94+0,66a 0.5945
CS nmol/mgtec 3,70+0,69a 4,09+1,03a 8,14+1,24b 4,67+0,69a <0.0001

OHADH nmol/mgtec  8,85+0,75a 8,83+0,90a 17,21+1,27b 9,53+1,15a <0.0001

Valores expressos como média * desvio padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam
diferengas significativas entre os grupos. C= dieta normocaldrica (controle); N= dieta
normocaldrica e tratamento com naringenina; H= dieta hipercalérica; HN=dieta hipercaldrica
e tratamento com naringenina.
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Figura 8 — Resultados médios obtidos para a atividade de LDH (A), CS (B) e OHADH

(C) para os diferentes grupos experimentais.
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A Tabela 3 apresenta a atividade das enzimas-chave marcadoras de vias do
metabolismo energético no tecido cardiaco. Observa-se auséncia de significancia
para a atividade cardiaca da lactato desidrogenase entre os grupos estudados (Figura
8A). Enquanto as atividades da citrato sintase e da 3- hidroxil acil CoA desidrogenase
foram maiores significativamente nos animais que receberam dieta hipercalérica (H),
em comparacao aos demais grupos que nao apresentaram diferencas significativas
(Figura 8B e C). Nota-se reducao na atividade dessas enzimas no tecido cardiaco de
animais que consumiram a dieta hipercalérica e submetidos ao tratamento com

naringenina (HN).
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Tabela 4 - Resultados médios obtidos para concentracdo de glicogénio e proteinas

totais no tecido cardiaco para os diferentes grupos experimentais.

Grupos

Parametros Valor-p
C N H HN

Glicogénio mgglic/gtec 28,34+6,20a 28,64+3,69a 30,94+7,86a 33,791+6,11a 0.2990

Proteinas totais mgPt/100mgtec 36,17+2,27a 35,53+2,34a 35,42+1,86a 34,45+2,19a 0.4788

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas
significativas entre os grupos. C= dieta normocaldrica (controle); N= dieta normocalérica e tratamento
com naringenina; H= dieta hipercaldrica; HN=dieta hipercaldrica e tratamento com naringenina.

Figura 9 — Resultados médios obtidos para a concentracao de glicogénio (A) e Pt (B)

no tecido cardiaco para os diferentes grupos experimentais.
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Tanto a concentracdo cardiaca de glicogénio como de proteinas totais néo

mostraram diferencas significantes entre os grupos experimentais (Figura 9 A e B).
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Tabela 5 - Resultados médios obtidos para concentracao de hidroperoxido de lipidio
(HP), atividade da catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e da

glutationa peroxidase (GSH-Px) no tecido cardiaco para os diferentes
grupos experimentais.

A Grupos
Parametros P

Valor-p
C N H HN

HP nmol/gtec 147,9+18,21a 130,8+19,34a 285,2+23,05b 148,8+20,11a <0.0001
CAT micromoligtec  44,25+7,97a 46,31+8,38a 44,98+4,77a 47,22+551a 0,8216
SOD nmol/mgproteina  6,74+0,95¢c  7,03+1,10c = 3,71%#0,39a  5,46+0,69b <0.0001

GSH-Pxnmol/mgtec  33,48+4,62c 29,60+£3,73c 11,57+2,32a 22,05+3,03b <0.0001

Valores expressos como média = desvio padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam
diferencas significativas entre os grupos. C= dieta normocaldrica (controle); N= dieta normocalérica

e tratamento com naringenina; H= dieta hipercalérica; HN=dieta hipercalérica e tratamento com
naringenina.
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Figura 10 — Resultados médios obtidos para a concentracdo de HP (A), atividade da
CAT (B), SOD (C) e da GSH-Px (C) para os diferentes grupos

experimentais.
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A Tabela 5 apresenta os parametros que avaliam os biomarcadores do estresse
oxidativo no tecido cardiaco. A concentracdo de hidroperdxido de lipidio aumentou
em animais submetidos somente a dieta hipercalérica (H) em relacdo aos demais
grupos. Salienta-se diminuicdo nesse parametro agueles animais que receberam dieta

hipercaldrica tratados com naringenina (HN) (Figura 10A).

A atividade da catalase ndo demonstrou diferenca significante entre os grupos
experimentais (Figura 10B). Enquanto a atividade da superédxido dismutase e da
glutationa peroxidase diminuiu significantemente no grupo submetido a dieta
hipercal6rica (H). O tratamento com naringenina aumentou a atividade dessas
enzimas no grupo que recebeu dieta hipercaldrica (HN). No entanto, o maior valor

observado para atividade da superoxido dismutase foi obtido para os animais tratados
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com naringenina (N), e para atividade da glutationa peroxidase foi obtido para o grupo
controle (C) (Figura 10C e D).
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DISCUSSAO

Dados epidemiolégicos revelaram que a obesidade ja alcancou indices
alarmantes com alta prevaléncia, sendo considerada problema de saude publica. A
obesidade e 0 excesso de peso atingem um terco da populagdo mundial. Estudos
estimam que se a prevaléncia continuar pelos proximos anos, em 2030 cerca de 38%
da populacdo adulta terd sobrepeso, enquanto, 20% sera obesa. No Brasil, 0 custo
com a saude publica em 2010 foi de 2,1 bilhdes de dolares, considerando pacientes
internos e externos. Sendo que, 68,4% sao apenas com hospitalizagdes. Estima-se
ainda, que uma reducéo de 5% no indice de massa corporal da populacéo brasileira
pode economizar 57 bilhdes de ddlares (HRUBY & HU, 2015). Dentre o estilo de vida
inadequado, de grande parte da populacdo mundial, o consumo de dietas
hipercaléricas e desbalanceadas, contribui para aumentar o nimero de pessoas com
sobrepeso e/ou obesidade. Para a prevencdo e tratamento, varios modelos de
obesidade experimental tém sido propostos com o objetivo de investigar aspectos
metabdlicos que estdo associados a suas causas e consequéncias (JURDAK &
KANAREK, 2009).

No presente estudo, apesar de o grupo H ter obtido um ligeiro aumento na

ingestédo hidrica, ndo houve diferenca em comparacéo aos grupos C e N (Tabela 1).

Desde que a ingestdo alimentar pelos animais do grupo H né&o diferiu
significativamente do grupo controle, o peso corporal e 0 ganho de peso no final do
periodo experimental, observados nesses animais, foram associados ao elevado teor
energético da dieta hipercalérica (352,61Kg/100g), comparada a dieta padrédo
(269,79kg/100g) (Tabela 1). Resultados sdo concordantes com a literatura ao
demonstrar que animais alimentados com dieta hipercal6rica por aproximadamente
oito meses apresentaram aumento no peso corporal (YAN et al., 2014). A inducéo da
obesidade foi evidenciada em animais mantidos com dieta rica em sacarose (SOUZA
et al., 2008). De maneira geral, quando ha desequilibrio metabdlico, onde a energia
ingerida excede o gasto energético (balanco energético positivo), provoca um
aumento no acumulo de lipidios no tecido adiposo caracterizando a obesidade (PAN;
GAO; TU, 2016).
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A dieta ocidental esta relacionada a obesidade, pois € composta pelo alto
consumo de acucar refinado, acido graxo saturado, acido graxo trans, elevada razao
de &cido graxo poliinsaturado n-6:n-3, e menor ingestdo de vegetais, peixes e cereais
(LACROIX et al., 2012).

A obesidade apresenta um elevado teor de tecido adiposo branco, responsavel
por estocar acidos graxos na forma de triacilglicerois, associado a intolerancia a
glicose e a reducéo da saciedade (FERREIRA et al., 2016).

Devido ao excesso de lipidio na obesidade ocorre um aumento de acido graxo
livre sérico, prejudicando o metabolismo da glicose, com isso 0 acumulo de substrato
energético é estocado no figado, musculo e tecido adiposo (MARSEGLIA et al., 2014).
Ha evidéncias que dieta rica em colesterol induz ativacdo de fatores de transcricdo
inflamatoérios (CHTOUROU et al., 2015). Citocinas geradas pelo tecido adiposo na
obesidade como fator de necrose tumoral (TNFa) podem aumentar a lipogénese

hepética e prejudicar a sinalizacao de insulina (MARSEGLIA et al., 2014).

A hiperglicemia foi evidenciada no grupo H (Tabela 1 — Figura 6). Estes
resultados estdo de acordo com Kannappan e Anuradha (2010) ao mostrarem que
animais alimentados com dieta rica em frutose aumentou a glicose sérica, devido a

diminuicao de glicose disponivel no tecido em virtude de dano na acéo de insulina.

Citocinas inflamatérias como TNFa e interleucina (IL-6) podem levar a uma
resisténcia insulinica e aumento da glicemia devido a uma disfuncdo do receptor
periférico dos tecidos respondiveis a insulina. Assim como, a dieta hipercalérica é
outro fator que pode exacerbar citocinas inflamatérias resultando em resisténcia

insulinica e consequentemente a hiperglicemia (ALAM et al., 2014).

O sobrepeso ou a obesidade provoca uma desregulacdo do tecido adiposo e
glicotoxicidade tanto nas células hepaticas como nas ilhotas pancreaticas,
predispondo a disfuncdo das células [ pancreaticas e resisténcia insulinica
(MARSEGLIA et al., 2014).

Neste estudo, a suplementacdo com naringenina diminuiu a ingestao hidrica e
alimentar em animais submetidos a dieta hipercalérica (HN), obtendo valores menores
agueles observados nos grupos controle (C) e naringenina (N). Houve também

reducéo tanto no peso corporal final como no ganho de peso corporal de animais do

41



grupo hipercaldrico tratado (HN), porém sem atingir valores proOXimos ao grupo
controle (C) (Tabela 1).

Os flavonoides possuem efeito anti-obesidade atuando sobre receptores 33
como agonista adrenérgico conhecido como octapamina e sinefrina (agonista a
adrenérgico e B adrenérgico), efeito semelhante a epinefrina e norepinefrina. Esta
acao aumenta a termogénese e consequentemente eleva a B oxidagado dos acidos
graxos que estéo esterificados em triacilgliceréis, controlando de certa forma, o peso
corporal, o que resulta em menor ganho de peso (RUPASINGHE et al., 2016). Além
disso, estudos demonstraram que polifendis podem utilizar o estoque de lipidio do
tecido adiposo como fonte de energia através do aumento da atividade mitocondrial e
de forma reciproca o impedimento da lipogénese (FERREIRA et al., 2016).

O mecanismo de acéo da naringenina na perda de peso pode ser explicado
pela super expressao em niveis de receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
alfa (PPARa), proteina envolvida na B oxidagdo. Também reduz a adiposidade,
aumenta a CPT-1 e atenua o processo inflamatoério (ALAM et al., 2014). O estimulo
da expressao de genes associados a lipdlise permite reduzir o acumulo de tecido
adiposo visceral e subcutaneo, genes de expressao inflamatorios do tecido adiposo e
a hipertrofia adiposa (MULHIVILL; BURKE; HUFF, 2016).

A proteina relacionada com a diferenciacdo de adipdcitos (ADRP) estimula o
acumulo de lipidio e a formacdo de particulas de lipidio. O polifenol diminui a
expressdo génica da proteina, sugerindo um efeito positivo na prevencdo da
obesidade (PAN; GAO; TU,2016).

Neste estudo, a hiperglicemia foi atenuada com a suplementacdo de
naringenina no grupo hipercalérico (HN), no entanto, néo foi possivel atingir valores
semelhantes ao grupo controle (C) e naringenina (N) (Tabela 1 — Figura 6).
Corroborando com Roslan et al. (2016) ao comprovar o efeito hipoglicémico da

guercetina em ratos diabéticos.

Um mecanismo proposto pela naringenina em reduzir a glicemia e aumentar a
secrecédo de insulina € a reducéo da expressao de receptor ativado por proliferadores
de peroxissoma gama (PPARy) e a atividade da enzima glicoquinase, enzima
responsavel pela utilizacdo de glicose (TESTAI; CALDERONE, 2017). O receptor
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nuclear PPARYy é crucial na regulagao do estoque de lipidio, adipogénese e na lipdlise.
A obesidade induzida por resisténcia insulinica esta conectada a uma desregulacéo
do PPARYy (PANIAGUA, 2016).

A naringenina possibilita a melhora da resisténcia insulinica por aumentar a
oxidacdo de acido graxo hepatico e a utilizacdo da glicose pelos tecidos periféricos,
em especial, 0 musculo (MULVIHILL; HUFF, 2012). Dessa forma, estudos mostram
relacdo entre a melhora da tolerancia a glicose, resisténcia insulinica hepética e
sensibilidade insulinica com a ativacao da proteina quinase ativada por AMP (AMPK)
hepatico em animais alimentados com dieta hipercal6rica ou dieta rica em sacarose
(MULVIHILL; BURKE; HUFF, 2016).

Outro efeito hipoglicémico dos polifendis € promover um aumento no aporte de
glicose pelos adipocitos e musculos esqueléticos translocando a proteina
transportadora de glicose (GLUT4) para membrana plasmatica. Além de inibir a
proliferacdo e diferenciagéo dos adipécitos (FERREIRA et al., 2016).

O principal fator associado a obesidade e desordem metabdlica € a dislipidemia
que compreende elevacao dos niveis séricos de triacilgliceréis e LDL-colesterol e
diminuicdo dos niveis séricos de HDL-colesterol. Estes fatores apresentam relacao
com esteatose hepatica, disfuncédo de células B do pancreas e principalmente estao
associados a fatores importantes de alto risco para o desenvolvimento da
aterosclerose (ALAM et al., 2014; IGLESIA et al., 2016).

No presente estudo, os animais do grupo hipercalérico (H) apresentaram
hiperlipidemia, obtendo niveis séricos elevados de colesterol total, LDL-colesterol,
triacilglicerdis e VLDL-colesterol (Tabela 2 — Figuras 7 A, B, C, D) e concentracéo
sérica diminuida de HDL (Tabela 2 — Figura 7 E). Esses resultados séo respaldados
com literatura. Kannappan e Anuradha (2010) observaram elevacéo de triacilglicerois
em ratos alimentados com dieta hipercal6rica rica em frutose. Enquanto Belguith-
Hadriche et al. (2010) comprovaram a hiperlipidemia em ratos alimentados com dieta

suplementada com colesterol.

Sabe-se que dietas hipercaloricas aumentam a expressao hepatica de enzimas
lipogénicas como ACCL1 (acido 1-carboxilico-aminociclopropano), FAZ (acido graxo

sintase), SCD-1(estearoil-CoA desaturase), HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril
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CoA), SREBP1c (proteina de ligacdo ao elemento regulatério de esterol) e assim
podem influenciar o perfil lipidico no plasma sanguineo. A ACC1 atua na fase inicial
da sintese de &cido graxo, ou seja, na carboxilacdo do acetil-CoA convertendo-se em
malonil-CoA, a FAS na fase final na lipogénese de novo e a SCD-1 produz &cidos
graxos monoinsaturados que séo esterificados em triacilgliceréis, os quais podem ser
estocados patologicamente no figado, ou incorporados em VLDLs-coletesterol e
lancados na corrente sanguinea. E finalmente, a SREBP1c tem papel reguladora na
expressao dessas enzimas e, portanto, no controle da biossintese hepética de acidos
graxos (YAN et al., 2014). Além disso, a ingestdo excessiva de acucares simples
favorece a biossintese de acidos graxos e glicerol, e consequentemente de
triacilglicerdis, o que pode estar atrelado ao aumento de triacilglicerdis sérico
(TASKINEM & BOREN, 2015).

Contudo, os lipidios provenientes da dieta sédo incorporados em quilomicrons e
transportados para os tecidos adiposo e muscular, incluindo o cardiaco. Nesses
tecidos, sob atuacdo da lipase lipoproteica, os triacilglicerdis sao hidrolisados em
acidos graxos, os quais sao internalizados pela célula, onde podem ser oxidados ou
reesterificados em triacilgliceréis (TASKINEM & BOREN, 2015; PAN; GAO; TU, 2016).

Tanto os triacilglicer6is enddgenos, os sintetizados, como 0s exdgenos,
provenientes da dieta, sdo incorporados no figado em VLDLs e liberadas para a
corrente sanguinea, assim quanto maior a biossintese e ingestdo de lipidios maior
serd a concentracdo plasmética de VLDLs (WU & PARHOFER, 2014).

A literatura demonstra que o principal mecanismo envolvido na dislipidemia é a
superproducao de VLDL-colesterol, desde que a formacéo desta lipoproteina depende

da velocidade de sintese de triacilgliceréis (BOREN et al., 2013).

Considerando que a LDL-colesterol é derivada da VLDL-colesterol, um
desbalanco entre a producéo de VLDL e o clearance pode aumentar a concentracao
de LDL-colesterol no plasma sanguineo (ROBERTS et al., 2002; VARBO; BENN;
NORDESTGAARD, 2014).

A hipercolesterolemia induz a modificacao e oxidacéo de LDL pelo radical &nion
superoxido gerados pelo excesso desta lipoproteina. Na camada subendotelial, os

macrofagos captam as LDL oxidadas e se transformam em células espumosas que
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estéo relacionadas com a formacéo da placa de ateroma. Além disso, essas células
produzem citocinas, marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo, levando ao
rompimento na homeostase do endotélio e consequentemente a disfuncéo endotelial.
O inicio da aterosclerose se da ao acumulo de éster de colesterol, presente nas LDLs-
colesterol, na artéria intimal (ADEGBOLA et al., 2017).

Além disso, a expressdo da HMG-CoA redutase (enzima chave da biossintese
de colesterol) é estimulada pela insulina, liberada no estado absortivo, assim ha
contribuicdo significativa para aumentar o nivel plasmatico de LDL-colesterol
(ROBERTS et al., 2002; ALAM et al., 2014).

Por sua vez, as HDLs-colesterol sdo afetadas pelo aumento tanto de VLDL-
colesterol como pela CEPT (proteina de transferéncia do colesterol esterificado),
ambos os fatores favorecidos na presenca de dietas hipercaldricas. As alteracdes na
composicdo e funcionalidade originam HDLs-colesterol menores e densas, cujo
catabolismo € acelerado, 0 que provoca queda na concentracdo sérica dessas
lipoproteinas (TASKINEM & BOREN, 2015). Além disso, baixos niveis de HDL-
colesterol estdo associados a resisténcia insulinica e anormalidades na homeostasia

da glicose (WU & PARHOFER, 2014).

Wu & Parhofer (2014) e Taskinem & Boéren (2015) relacionaram
hipertrigliceridemia e a resisténcia insulinica com a redu¢édo da HDL e o aumento da

LDL, fatores que caracterizam a dislipidemia.

No presente estudo, a haringenina atenuou a dislipidemia em animais do grupo
hipercalérico (HN) reduzindo as concentracfes séricas de colesterol total, LDL-
colesterol, triacilgliceréis e VLDL-colesterol (Tabela 2 — Figura 7 A, B, C, D). No
entanto, apenas os valores para triacilglicerois e VLDL-colesterol atingiram valores

préximos aos obtidos pelos animais dos grupos C e N.

Esses resultados corroboram com os obtidos por Belguith-Hadrich et al. (2010)
ao constatarem melhora na dislipidemia com a administracdo de flavondides. Os
autores atribuiram a reducéo do nivel de colesterol devido tanto ao aumento da
formacdo e excrecdo de acidos biliares como pela diminuicdo na esterificacdo de

colesterol.
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Estudos mostraram que a suplementacdo de naringenina foi eficiente em
diminuir a atividade da HMG-CoA, SREBP1c e a lipogénese hepatica. Com a reducao
da sintese de triacilglicerdis no tecido hepético, ocorre consequentemente melhora na
dislipidemia, pois ha queda na concentracéo sérica tanto de triacilglicerdis como de
VLDL-colesterol e LDL-colesterol (ALAM et al., 2014). Além disso, foi verificado que a
producdo de quilomicrons foi diminuida na presenca do polifenol, indicando menor
absorcdo de triacilglicerdis e de colesterol provenientes da dieta (TASKINEM &
BOREN, 2015).

Observou-se também que a naringenina foi eficiente em aumentar a oxidagcao
de acidos graxos concomitantemente a ativacdo de PPAR, o qual também foi
responsavel por aumentar os niveis de HDL-colesterol, sensibilidade insulinica e
diminuir a adiposidade (ASSINI; MULVIHILL; HUFF, 2013; ORHAN et al., 2015).

O efeito hipolipemiante da naringenina também pode ser atribuido a inibicdo da
atividade tanto da acetil-CoA carboxilase como da HMG-CoA redutase, responsaveis,
respectivamente, pela sintese de triacilglicerdis e colesterol, através da proteina
AMPK que regula a sintese desses lipidios (PAN; GAO; TU, 2016).

Adicionalmente, Orhan et al. (2015) descreveram que a habilidade da
naringenina em reduzir o colesterol e o triacilglicerol pode ser devido a sua ac¢éo
inibitéria em carrear carboidratos ao intestino delgado, desta forma, menos
precursores biossintéticos. Os mesmos autores relataram que a naringenina reduziu
a infiltracdo de macrofago, marcadores de inflamacgdo, formacdo de células
espumosas na camada subendotelial, diminuindo a probabilidade de desenvolvimento
da aterosclerose (ORHAN et al., 2015).

Neste estudo, o tratamento com naringenina em animais submetidos a dieta
hipercalorica e tratados com naringenina (HN) demonstrou aumento na concentracao

sérica de HDL-colesterol (Tabela 2 — Figura 7 E).

A HDL é considerada uma fracdo lipoproteica antiaterogénica, devido a sua
funcdo no transporte reverso de colesterol, é anti-inflamatdria e protege contra a
modificacdo da particula de LDL-colesterol, garantindo a sua internalizagao celular
(GRUNDY, 2004). Além disso, a atuacdo de polifendis em receptores nucleares
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previne o acumulo de colesterol, por estimular o transporte reverso de colesterol e a

conversao do colesterol em acido biliar pelo figado (PAN; GAO; TU, 2016).

De maneira geral os flavonoides citricos demonstraram um conjunto de agfes
antiaterogénicas, incluindo inibicdo da expressao de moléculas de adesao vascular
intercelular e da proteina quimioatrativa de mondcito, além de inibir oxidacao de LDL-
colesterol e reduzir a atividade da ACAT (acil colesterol transferase) (ALAM et al.,
2014; TESTAI & CALDERONE, 2017).

Portanto a combinacédo de obesidade (em especial a abdominal), hiperglicemia
e a dislipidemia (IGLESIA et al., 2016), sao fortes fatores que induzem dano cardiaco.
E os flavonoides se mostram promissores em reduzir danos ou restaurar as condi¢des

desfavoraveis e amenizar os fatores de risco para os acidentes cardiovasculares.

A enzima lactato desidrogenase catalisa a conversdo do piruvato em lactato,
dependente de NAD na via glicolitica anaerdbica (WASHINGTON et al., 2014). Apesar
da dieta rica em colesterol induzir alteracdo na atividade da lactato desidrogenase no
miocardio (CHTOUROU et al.,, 2015). Considerando que esta enzima é um
biomarcador de dano cardiaco (KHATUA et al., 2012), no presente estudo nao foi
observada diferenca significativa na atividade da lactato desidrogenase no tecido
cardiaco entre os grupos analisados (Tabela 3 — Figura 8 A). Estes dados sugerem
gue o tecido cardiaco ndo esta utilizando o metabolismo anaerébio para obtencéo de

energia.

A citrato sintase € uma enzima marcadora do ciclo do &cido citrico e, portanto,
também é frequentemente utilizada para verificar o metabolismo energético aerdbico.
Esta enzima catalisa a condensacao do acetil COA com o oxaloacetato. Desde que o
tecido cardiaco é essencialmente aerdbico, a andlise catalitica desta enzima torna-se
importante, além da atividade da enzima B hidroxi acil CoA, marcadora do processo
mitocondrial a B- oxidacdo, pois o coracdo obtém 70% de ATP através da oxidacao
de acido graxo (PARIHAR & PARIHAR, 2016).

No presente estudo, a atividade tanto da citrato sintase como da 8 hidroxi acil
CoA desidrogenase aumentaram no tecido cardiaco dos animais pertencentes ao

grupo hipercalorico (H) (Tabela 3 — Figura 8 B e C).
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Sabe-se que a oxidacdo excessiva de acidos graxos, proveniente de dieta
hipercalorica promove desregulacdo do ciclo de acido citrico e da fosforilagdo
oxidativa. Desta forma, h4 comprometimento da respiracdo mitocondrial do coracéo e
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs produzidas podem ativar
as vias da proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK) e fator nuclear Kappa Beta

(NF-Kb), que estdo associadas ao estresse oxidativo e inflamacéo (YAN et al., 2014).

Estudo envolvendo animais alimentados com dieta hipercalérica demonstrou
baixa regulagcdo de genes associados a B-oxidacdo mitocondrial de acidos graxos,
acompanhada por elevada B oxidacao, além de alteracdes nas vias do PPARSs, vias
PGCs e proteinas de desacoplamento entre transporte de elétrons e fosforilacdo da
ADP + Pi (VALDECANTOS et al., 2011).

Desde que a funcéo sistélica e diastdlica do coracdo depende de ATP,
decréscimo no metabolismo energético, com queda na producdo de ATP, provoca
uma insuficiéncia cardiaca. Visto que, prejuizos na bioenergética indicam
agravamento no mecanismo funcional do 6rgado, levando a varias patologias que
podem acometer o miocéardio (PARIHAR & PARIHAR, 2016).

A suplementacao de naringenina em animais que receberam dieta hipercaldrica
(HN) reduziu a atividade tanto da citrato sintase como da B hidroxi acil CoA
desidrogenase no tecido cardiaco, revelando que o flavondide foi eficiente em regular

a atividade desta enzimas e consequentemente o metabolismo aerdébico.

Estudos prospectivos (WANG et al., 2014) demonstraram que os polifendis
reduzem a ingestao de alimento, melhoram o processo inflamatério, inibem a sintese
de triacilglicerdis, aumentam a lipdlise e a B-oxidagdo. Os autores ainda relataram que
os flavondides apresentam a capacidade de inibir a diferenciacdo de pré-adipdcitos e,
portanto, diminuir a proliferacédo de adipdcitos. Assim reduzem o tamanho e o nimero
de adipécitos, melhorando a porcentagem de massa adiposa. No presente estudo, a
redugéo da atividade da citrato sintase e da 8 hidroxi acil CoA desidrogenase com a
suplementacao de naringenina, indica que houve diminui¢éo da oxidacéo de substrato
energético (glicose e acidos graxos), os quais foram provenientes da dieta
hipercalorica. Acrescenta-se, que esses animais (HN) também apresentaram menor

ingestéo alimentar, indicando menos substratos oxidaveis disponiveis no miocardio.
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Devido a consequéncias derivadas de alteracdes do metabolismo energético,
estudos utilizando polifendis tem despertado grande interesse na pesquisa, em virtude
a sua capacidade de afetar e modular diretamente a atividade da cadeia respiratoria
(SANDOVAL-ACUNA; FERREIRA; SPEISKY, 2014).

Destaca-se o direcionamento dos flavondides sobre atuacéo as proteinas alvos
de genes adipogénicos e lipogénicos como PPARy, SREBP-1, CCAAT (enhancer
binding protein a - C/EBPa), acido graxo sintase (FAS) e acetil coenzima CoA
carboxilase (ACC) (WANG et al., 2014). Todas essas enzimas/proteinas estao
relacionadas diretamente com o controle do catabolismo e biossintese do

metabolismo de lipidios.

A literatura descreve varios mecanismos de acdo dos flavondides sobre o
metabolismo energético através da inibicdo ou ativacdo de certas proteinas
especificas. A adipogénese pode ser inibida pela quercetina ao ativar a proteina
quinase, a qual é ativada pelo AMP (AMPK), e diminuindo a expressdo de CCAAT
(enhancer binding protein a - C/EBPa), PPARy e SREBP-1 (IGLESIA et al., 2016). Isto
poderia culminar com a reducéo da citrato sintase, verificada no presente estudo, e

consequentemente baixa atividade do ciclo do &cido citrico.

A AMPK é reguladora tanto do processo catabdlico, ou seja, oxidacdo de acido
graxo e glicélise, como também do processo anabdlico, por exemplo, a lipogénese. A
funcdo mitocondrial pode ser aumentada através da modulagédo da atividade desta
proteina, bem como, da expressdo da SIRT1 (ILKUN & BOLDINA, 2013). A AMPK na
forma fosforilada, inibe a acetil CoA carboxilase, enzima limitante na sintese de
malonil CoA e, portanto, causa diminuicdo da sintese de acido graxo (CAO et al.,
2015).

A suplementacdo da naringenina em camundongos alimentados com dieta
hipercal6rica apresentou uma reducao na expressao hepatica de gene de SREBP1c,
FAS, ACC, PPARYy, e aumento na expressdo de PPARa, CTP-1a, SCD-1, atraves do
aumento da expressao de AMPK. Demonstrando que a sintese de &acido graxo esta

inibida, enquanto a B oxidacao esta estimulada (PU et al., 2012).

Por outro lado, foi verificado que os polifendis atuam aumentando a atividade

de AMPK, levando ao consequente controle da B-oxidagdo, simultaneamente a
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regulacéo da expresséao da carnitina palmitoiltransfera 1 (CPT-1) e inibindo a producao
de malonil-CoA. Esta regulacdo se da ao prevenir a degradacao intracelular de
adenosina mono fosfato ciclico (AMPc) através da inibicdo da enzima fosfodiesterase
(WANG et al., 2014; RUPASINGHE et al., 2016;).

No momento que a AMPK ¢ ativada e fosforilada pelo polifenol, se liga em PGC-
1a, que foi ativado pela SIRT1 através do aumento de cAMP. A PGC-1a é reguladora

da funcao e biogénese mitocondrial (WANG et al., 2014).

Os efeitos evidenciados, a partir desses mecanismos celulares, resultam na
efetividade dos flavon6ides em melhorar a disfungdo cardiaca, tal como, hipertrofia
ventricular, deposi¢éo de colageno, pressao arterial, disfuncéo diastdlica, infiltracdo
de células inflamatérias e acumulo de lipidios cardiaco, mesmo no dano induzido por
hipercolesterolemia (ILKUN & BOLDINA, 2013; CSONKA et al., 2015;). Também, a
literatura demonstra melhora na atividade do complexo enzimatico respiratério IV e
nas demais enzimas do ciclo do &cido citrico, em especial na funcionalidade da citrato
sintase (FORBES-HERNANDEZ et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016).

O glicogénio é estocado na forma de polimeros de moléculas de glicose no
musculo e figado. Esse estoque ocorre por meio da captacdo de glicose através da
translocacdo de transportadores GLUT4 pela membrana plasmatica, processo
mediado pelainsulina. A glicose é fosforilada em glicose-6-fosfato e metabolizada pela
glicogénio sintase (GREENBERG et al., 2006).

O glicogénio é uma fonte rapida de glicose para o tecido cardiaco para manter
sua homeostasia. A degradacédo do glicogénio € catalisada pela glicogénio fosforilase
que cliva a ligagao a1-4 da cadeia para remover moléculas de glicose (GREENBERG
et al., 2006; MILUTINOVIC; ZORC-PLESKOVIC, 2012;).

Embora a literatura tenha relatado que dietas hipercal6ricas e ricas em
carboidratos possam diminuir significativamente o glicogénio cardiaco (NOVELLI et
al., 2009; MANSOR et al., 2013; LIU; LLOYD, 2013), no presente estudo, ndo houve
diferenca na concentracdo de glicogénio cardiaco entre 0s grupos experimentais
(Tabela 4 — Figura 9 A). Mostrando assim que o miocardio ndo esta utilizando as

moléculas de glicose provenientes do glicogénio como fonte principal de energia.
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Por outro lado, sabe-se que no jejum ha disponibilidade de glicose do glicogénio
cardiaco para a via glicolitica, aléem de aumento na oxidacdo de &cido graxo. O
excesso de glicogénio pode causar danos estruturais e fisiolégicos, mudanca de pH,
desbalanco iénico e o estimulo de vias que resultam em hipertrofia (MILUTINOVIC &
ZORC-PLESKOVIC, 2012).

E evidente que alteragdes de vias metabdlicas no miocardio podem ser
determinantes para o desenvolvimento de doencas metabdlicas e a elevagéo do risco
de insuficiéncia cardiaca (DERVISEVIK et al., 2014).

Manifestagfes clinicas comumente observadas como alteragdo de tamanho,
massa, geometria e funcdo cardiaca compdem o resultado do remodelamento
proveniente de uma agressao ou condi¢cao de sobrecarga ao coracdo. Acompanhado

também de modificacdes celulares, moleculares e intersticial (MARTINS et al., 2015).

Contudo, a literatura demonstra que a adiposidade e obesidade esta fortemente
associada ao aumento de massa do ventriculo esquerdo. Ocasionado pelo aumento
na deposicao de colageno intersticial e consequentemente levando ao remodelamento
concéntrico deste (LEOPOLDO et al., 2010; REIS et al., 2014).

Neste estudo, também n&o houve diferenca na concentracdo de proteinas
totais no tecido cardiaco (Tabela 4 — Figura 9 B), mostrando que apesar das alteracdes
bioquimicas, que possivelmente alteram a funcéo cardiaca, ndo ocorreram alteracdes
na massa proteica e consequentemente na estrutura. Estes resultados corroboram

com as observacdes de Novelli et al. (2009).

Outro fator associado as doencas cardiovasculares é estado de estresse
oxidativo (CHTOUROU et al., 2015).

Nos processos aerébicos, durante a fosforilacdo oxidativa, eventualmente uma
pequena fracdo de elétrons pode escapar dos complexos respiratérios | e Il e reduzir
parcialmente o oxigénio molecular e formar as espécies reativas de oxigénio (EROS),
principalmente anions superoxidos, que posteriormente, convertem em perdoxidos de
hidrogénio (CHEN et al., 2013). A producao de EROs € proporcional a quantidade de
coenzimas reduzidas liberadas durante os processos oxidativos celulares (10 NADH:2
FADH para glicose e 12 NADH:6 FADH para acido graxo de seis atomos de carbono)
(LEVERVE, 2007).
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O superoxido (eO2 ), peréxido de hidrogénio (H202), e o 6xido nitrico (NO) séo
espécies reativas produzidas fisiologicamente, que combinadas entre si geram
espécies altamente reativas como radical hidroxil, peroxinitrito, e oxigénio singlete.
Estes podem atacar lipidios, proteinas e DNA (MAHJOUB & MASROUR-ROUDSARI,
2012).

A oxidacéo tanto da glicose como de acidos graxos também pode ativar a
producgéo de EROs pela via NADPH oxidase.

A concentracdo de hidroperoxido de lipidio no tecido cardiaco do grupo H foi
maior, comparativamente aos demais grupos (Tabela 5, Figura 10A). O hidroperoxido
de lipidio € formado na fase de propagacdo da lipoperoxidacdo, quando ocorre
oxidacgéo dos lipidios. Os &cidos graxos insaturados sdo vulneraveis a agdo das EROs,
devido a maior exposicdo dos atomos de hidrogénio (AHMED, 2005; JENEY et al.,
2005). Portanto, o alvo do atague de ERO e da peroxidacao lipidica sédo os lipidios
presentes em membranas celulares (MAHJOUB & MASROUR-ROUDSARI, 2012).
Além disso, o acumulo de gordura visceral induz a peroxidacédo lipidica através do
excesso de acido graxo livre e de citocinas que estimulam o dano oxidativo
(MARSEGLIA et al., 2015).

Desde que a peroxidacdo lipidica € marcada pelo elevado nivel de
hidroperoxido de lipidio (RAMESH & PUGALENDI, 2005), estes resultados
comprovam de certa forma, o estabelecimento do estresse oxidativo em animais

submetidos a dieta hipercaldrica (rica em carboidrato e lipidio).

Este resultado corrobora com Chtourou et al. (2015) que observaram aumento
da taxa de espécies reativas de oxigénio intracelular correlacionado com o aumento
da peroxidacdo lipidica em ratos alimentados com dieta rica em colesterol,
acompanhada por disfuncéo cardiaca.

O tratamento com naringenina normalizou a concentracdo de hidroperéxido
de lipidio no tecido cardiaco do grupo HN, obtendo valores proximos ao grupo C.
Pode-se observar que a naringenina foi eficiente em atenuar o estresse oxidativo
provocado por dieta hipercalérica. Considerando que o hidroperéxido de lipidio é um

biomarcador de estresse oxidativo.
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Devido a acdo de sequestrar radicais livres, a naringenina pode prevenir o
ataque em aminoacidos diminuindo assim a producdo de grupos carbonil. Sua
natureza polar confere uma maior aderéncia na bicamada lipidica, facilitando a
protecdo de membrana e reduzindo a producéo de radicais livres (JAYARAMAN;
VEERAPPAN; NAMASIVAYAM, 2009).

Quando a producéo de EROS excede a capacidade antioxidante, leva ao
estresse oxidativo, que provoca danos as macromoléculas, comprometendo a funcéo
celular e tecidual (LACROIX, 2012).

As células para a remocdo das EROs dispdem de sistemas antioxidantes
enzimaticos enddgenos que neutralizam a acdo dos radicais livres (BRYAN et al.,
2013). Este sistema € representado pela superoxido dismutase, que constitui a
primeira linha de defesa contra a acdo de ERO e catalisa a dismutacdo do anion
superoéxido (eO2 ), primeira ERO formada a partir da reducéo parcial do oxigénio, em
H202, o qual é reduzido a H20 pela glutationa peroxidase e catalase (TSUTSUI;
KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011; POHJOISMAKI & GOFFART, 2017).

Embora a catalase seja importante por catalisar a redugédo do H202, com a
finalidade de gerar um produto ndo téxico a célula, no caso o H20 (TSUTSUI,
KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011) e assim proteger as células contra os efeitos da
peroxidacao lipidica (JAYARAMAN; VEERAPPAN; NAMASIVAYAM, 2009), ratos
alimentados com dieta rica em colesterol apresentaram queda na atividade da
catalase (CHTOUROU et al., 2015). Enquanto, no presente estudo ndo houve

qualquer alteracdo na atividade da catalase entre 0s grupos experimentais.

Animais pertencentes ao grupo H apresentaram menor atividade tanto da

superéxido dismutase como da glutationa peroxidase (Tabela 5 - Figura 10 C e D)

Individuos obesos apresentam maior risco para danos oxidativos devido a baixa
atividade de antioxidantes enzimaticos como superéxido dismutase, glutationa

peroxidase, catalase e antioxidantes ndo enzimaticos (MARSEGLIA et al., 2015).

Estudos demonstraram diminuigdo no sistema antioxidante endogeno (SOD,
GSH-Px e CAT) na doenca cardiovascular com consequente o aumento da
peroxidacao lipidica em conjunto com a producdo de EROs (ADEGBOLA et al., 2017).

53



Além disso, tanto a inflamacdo como o estresse oxidativo S0 processos
patolégicos que desencadeiam a aterosclerose, evoluindo para doencas
cardiovasculares (TESTAI & CALDERONE, 2017). As EROs encontram-se
aumentadas pelas células endoteliais, adventicias, e do musculo liso vascular no
processo da aterosclerose. Considerando a importante atuacéao do estresse oxidativo
na aterosclerose, os antioxidantes apresentam uma estratégia terapéutica. Assim a
naringenina, um flavondide, se apresenta com potente acdo antioxidante e anti-
inflamatoéria (ORHAN et al., 2015).

A atividade enzimatica da SOD no tecido cardiaco mostrou-se diminuida em
animais do grupo H. Esses resultados estado de acordo com Chtourou et al. (2015) ao
observar queda na atividade da SOD em ratos alimentados com dieta rica em
colesterol. Os autores demonstraram alteracdo no sistema antioxidante enddégeno
causado pela dieta hipercaldrica, sendo que o equilibrio entre agentes pro-oxidantes
e antioxidantes € importante para a protecao celular contra os efeitos deletérios das
EROs. A inibicdo na atividade da superoxido dismutase eleva o efluxo de anion
superéxido no compartimento celular (JAYARAMAN; VEERAPPAN; NAMASIVAYAM,
2009).

Adicionalmente Majithiya & Balaraman (2005) associaram o decréscimo da
SOD a hiperglicemia, devido ao processo de glicacdo da enzima, podendo alterar a

estrutura e a catalise enzimatica, exacerbando, deste modo, o estresse oxidativo.

A administracdo de naringenina em animais submetidos a dieta hipercal6rica
(grupo HN) elevou a atividade enzimética da SOD no tecido cardiaco, porém, sem
atingir valores proximos ao grupo C (Tabela 5 - Figura 10 C). Estes resultados
sugerem que a haringenina recuperou, de certo modo, a atividade enzimética da SOD
necessaria ao combate do estresse oxidativo. Além disso, este aumento pode ser
considerado como uma resposta protetora adaptativa da célula na tentativa de

controlar os danos oxidativos mediados pela EROs.

Estes resultados sugerem menor produgéo de H202 e simultaneamente maior
conversdo destes peroxidos de hidrogénio em H:0, indicando estabilizagdo no
processo de lipoperoxidacao, como pode ser verificado pelos valores obtidos para HP

nestes animais
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A atividade enzimatica da GSH-Px no tecido cardiaco reduziu no grupo H.
Resultados semelhantes foram encontrados por Chtourou et al. (2015) e sao
respaldados por Klepac; Rudes; Klepac (2006) ao observarem diminui¢céo na atividade
da GSH-PX e possivel falha no sistema enddgeno, tornando assim insuficiente para

compensar a producéo excessiva de EROs.

O tratamento com naringenina foi eficiente em aumentar a atividade enzimética
da glutationa peroxidase no tecido cardiaco de animais pertencentes ao grupo HN, no
entanto, ndo foi possivel atingir valores proximos ao grupo C. Estes resultados
comprovam a acao antioxidante da naringenina, desde que a glutationa peroxidase
catalisa a reducdo do H202 em H20. Estes resultados sugerem maior remocéo de
H202 com maior conversao destes perdxidos de hidrogénio em H20, indicando
estabilizacdo no processo de lipoperoxidacdo, como pode ser verificado pelos valores

obtidos para hidroperdxido de lipidio nestes animais.

Em outro estudo realizado com camundongos, foi observado super expressao
da atividade da glutationa peroxidase, 0 que torna 0s animais menos suscetiveis ao
estresse oxidativo no tecido cardiaco, e também a remodelacdo e insuficiéncia
cardiaca (TSUITSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011).

Os flavondides além de possuirem a acdo de sequestrar radicais livres, como
superéxido e o hidroxil, e prevenir a célula da peroxidacao lipidica, atuam também
inibindo a atividade da xantina oxidase, a qual é considerada uma promissora na
geracdo de anion superoxido (ALAM et al., 2014). Especificamente a naringenina
elimina o radical livre doando elétron através do 4’ grupo hidroxil do anel B,

contribuindo no controle do estresse oxidativo (ORHAN et al., 2015).

Estudos utilizando modelos de dano cardiaco induzido por toxicidade e
suplementados com flavondide observaram um aumento das enzimas do ciclo do
acido citrico e da cadeira de transporte de elétrons, melhora na peroxidacao lipidica,
além da atuacdo em genes de transcricdo que mediam a via do estresse oxidativo,
aumentando a defesa antioxidante (FORBES-HERNANDEZ et al., 2014). Assim
preservando as fun¢des do ciclo do &cido citrico e da cadeira de transporte de elétrons
em oxidar e regenerar NADH ou FADH, respectivamente. Como também, mantendo a

integridade da cadeia de transporte de elétrons, prevenindo o dano oxidativo.
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CONCLUSOES

Conclui-se que o consumo de dieta hipercaldrica causou dislipidemia,
hiperglicemia, prejudicou o metabolismo energético e provocou consequentemente
estresse oxidativo no miocardio. A analise da glicemia e perfil lipidico demonstrou que
a suplementacdo de naringenina foi eficiente em atenuar esses parametros em
animais submetidos a dieta hipercaldrica. A oxidacdo exacerbada de acidos graxos e
0 estresse oxidativo no tecido cardiaco, provocados pela dieta hipercalorica, foram

controlados pela administracao de naringenina.
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