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RESUMO

O estresse oxidativo e a inflamacdo na obesidade estdo associados ao desenvolvimento de
doencas cronicas, tais como o diabetes mellitus e as doencas cardiovasculares. A ingestdo de
dietas com alto teor de gorduras saturadas e acglcar, mas deficientes em compostos
antioxidantes, contribui para o acumulo de tecido adiposo e podem levar ao aumento de
marcadores inflamatdrios no sangue e tecidos. Os flavonoides citricos possuem propriedades
biologicas capazes de atenuar o estresse oxidativo e a inflamacdo, protegendo contra as
desordens metabdlicas decorrentes da obesidade e excesso de tecido adiposo. Neste trabalho
foi avaliado o efeito da hesperidina, eriocitrina e eriodictiol sobre a inflamagdo, o estresse
oxidativo e alteracdes no soro, figado, coragédo e baco de camundongos induzidos a obesidade
com dieta hiperlipidica, contendo 45% de calorias derivadas de lipidios, por quatro semanas.
A hesperidina, eriocitrina e eriodictiol inibiram eficientemente o aumento dos niveis sericos
de IL-6, MCP-1, proteina C-reativa, e de TBARS no figado causado pelo consumo da dieta
hiperlipidica e excesso de gordura visceral, impedindo o aumento da massa do baco e
aumentando a capacidade antioxidante total no soro. A eriocitrina e eriodictiol reduziram
também os niveis de TBARS no soro, enquanto o acumulo de gordura e danos no figado
foram reduzidos pela hesperidina e eriocitrina, e a massa do coracdo pela hesperidina e
eriodictiol. Esses resultados mostram que a hesperidina, eriocitrina e eriodictiol protegem
contra a inflamacdo e estresse oxidativo causados pelo consumo de dieta hiperlipidica e
acumulo de gordura visceral, como indicado pela diminuicdo dos marcadores inflamatérios,
da peroxidacdo lipidica, esteatose e danos hepaticos, e da massa do baco e coragdo, sendo
bons candidatos para o tratamento das alteracdes primarias da obesidade, nas quais eles

poderiam ajudar a prevenir o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.

Palavras-chave: flavonoides citricos, obesidade, inflamacéo, estresse oxidativo



ABSTRACT

Oxidative stress and inflammation in obesity are associated with the development of chronic
diseases such as diabetes mellitus and cardiovascular diseases. The ingestion of diets rich in
saturated fatty acids and sugar, but deficient in antioxidants, contributes to adipose tissue
accumulation and may lead to increased inflammatory markers in the blood and tissues. Citrus
flavonoids have biological properties capable of attenuating oxidative stress and
inflammation, protecting against metabolic disorders resulting from obesity and adipose tissue
excess. In the present work we assessed the effect of hesperidin, eriocitrin and eriodictyol
over inflammation, oxidative stress and the changes resulting from these process in the blood
serum, liver, heart and spleen of mice fed a high-fat diet, which contained 45% of calories
from fat, for a period of four weeks. Hesperidin, eriocitrin and eriodictyol supplementation
efficiently inhibited the increase of serum IL-6, MCP-1 and C-reactive protein, and also the
TBARS levels of the liver, caused by high-fat diet ingestion and excessive visceral fat, thus
preventing the increase in spleen weight and increasing serum total antioxidant capacity.
Eriocitrin and eriodictyol also reduced TBARS levels in the blood serum, while liver fat
accumulation and damage were reduced by hesperidin and eriocitrin, and heart weight by
hesperidin and eriodictyol. These results show that hesperidin, eriocitrin and eriodictiol have
protective effect against inflammation and oxidative stress caused by high-fat diet feeding and
visceral obesity, as indicated by reduced liver damage and fat accumulation, and reduced
heart and spleen weight, making them good candidates for use in such conditions, in which

they could possibly help to prevent cardiovascular diseases development.

Keywords: Citrus flavonoids, obesity, inflammation, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o consumo de dietas ndo saudaveis, ricas em gordura e agucar, mas
deficientes em frutas e vegetais, estd entre 0s quatro maiores fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, contribuindo para o excesso de peso, e efeitos
adversos na pressao arterial, glicemia, e lipidemia. Em todo o mundo, pelo menos 2,8 milhdes de
pessoas morrem a cada ano como resultado de excesso de peso ou obesidade. Os riscos para
doenca cardiaca coronariana, acidente vascular cerebral isquémico e diabetes mellitus tipo 2
aumentam com o0 aumento do indice de massa corporal (IMC), que também aumenta o risco de
Vérios tipos de cancer".

Tem sido mostrado que o estresse oxidativo medeia o desenvolvimento da sindrome
metabolica associada a obesidade atraves da producdo exacerbada de citocinas e, aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio no tecido adiposo. Em humanos obesos, ndo
diabéticos, a peroxidacao lipidica, representada por espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), foi positivamente correlacionada com o indice de massa corporal (IMC) e a
circunferéncia da cintura®. O acimulo de gordura em individuos obesos em geral aumenta o
estresse oxidativo e a inflamacdo sistémica devido ao aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como a interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) ¢ a proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1)%. Dentre os danos causados pela inflamac&o e estresse
oxidativo na obesidade estdo a disfuncdo cardiaca e a esteatose hepatica, devido a elevacdo de
acidos graxos livres no sangue e acimulo ectopico de lipidios nos tecidos. A lipotoxicidade
provoca alteracGes funcionais e estruturais nas células, levando a liberacdo de citocinas e
quimiocinas que contribuem para o estado de inflamacéo sistémica®.

Em camundongos, o consumo de dieta hiperlipidica aumenta as vias para producédo de
radicais livres no figado e no tecido adiposo, sugerindo que o estresse oxidativo seja um dos
passos iniciais da desregulacdo metabdlica da obesidade, estimulando a producdo de moléculas
pré-inflamatérias e proteinas de fase aguda, como a proteina C-reativa®*®. A ativacdo da
cicloxigenase-2 (COX-2) esta criticamente envolvida na expressdo de MCP-1, infiltracdo de
macrofagos e inflamacgédo do tecido adiposo subcutaneo e visceral, e sua sinalizacdo é associada
ao desenvolvimento da esteatose hepatica e resisténcia a insulina, induzidas pelo alto teor de
gordura em roedores obesos’.

O papel antioxidante dos flavonoides citricos se caracteriza por sua a¢do de sequestrar e
neutralizar de radicais livres, contribuindo com as defesas enddgenas contra o estresse oxidativo.

A hesperidina, eriocitrina e o eriodictiol possuem uma forte capacidade de eliminacdo de radicais
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livres por meio da sua estrutura quimica, ajudando a manter os niveis de antioxidantes
enddgenos e inibindo a formacdo do anion superéxido e hidroperéxido’®®*°. A hesperidina e o
eriodictiol possuem potente acdo inibidora da inflamagdo induzida por lipopolissacarideo
(LPS)M’lZ.

Em ratos diabéticos o eriodictiol atenuou o grau de inflamacédo, diminuiu o oxido nitrico,
citocinas pré-inflamatérias e a peroxidacdo lipidica plasmatica’®. A hesperitina bloqueou a
ativacdo do fator nuclear kappa-B (NFkB), induzida pelo TNF-a em adipdcitos de camundongos,
reduziu o estresse oxidativo e a expressao de COX-2, e a transcricdo de IL-6 em ratos com
carcinogénese do colon****. Entretanto, ainda ndo foram relatadas a sua capacidade de proteger
contra a inflamacdo sistémica relacionada a obesidade e ao consumo cronico de dieta
hiperlipidica.

A hesperidina € amplamente distribuida entre as frutas citricas, enquanto as principais
fontes de eriocitrina s@o limdes e limas. Nas frutas e sucos citricos eles estdo presentes na forma
glicosilada, hesperitina-7-O-rutinosideo e eriodictiol-7-O-rutinosideo, que apds ingestdo sao
deglicosilados por bactérias intestinais dando origem a hesperitina e ao eriodictiol,
respectivamente. Nos enterdcitos e posteriormente no figado, eles sdo conjugados com
glicuronideos e sulfatos, dando origem a metabdlitos conjugados de homoeriodictiol e de
hesperitina'®*’. Tem sido mostrado que o consumo habitual de sucos citricos melhora o perfil
lipidico e reduz os marcadores inflamatorios, os niveis de LDL oxidada e a proteina C-reativa
em pacientes com obesidade e sindrome metab6lica'®*°.

Com base nessas informac6es, a hipdtese deste estudo foi mostrar que a hesperidina,
eriocitrina e eriodictiol reduzem marcadores do estresse oxidativo e da inflamagédo induzidos

pela obesidade em camundongos C57BL/6J alimentados com dieta hiperlipidica.
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2. REVISAO
2.1 Inflamacéao

A inflamacéo € o processo pelo qual o corpo responde a uma lesdo ou infec¢do e, como
tal, constitui um importante mecanismo de defesa inicial do corpo para restaurar a homeostase e
a fungdo tecidual. As respostas imunes contra agentes patogénicos sdo compostas das reagoes
primarias da imunidade inata (imunidade natural), seguidas pelas respostas da imunidade
adaptativa (imunidade adquirida) A imunidade inata e a adaptativa funcionam cooperativamente
em um sistema de defesa firmemente ligado e integrado. A imunidade inata fornece uma resposta
rapida e ndo especifica contra agentes infecciosos, enquanto estimula e controla a especificidade
e curso da imunidade adaptativa, aumentando a poténcia da resposta inata contra o agente
agressor?.

Células do sistema imune inato reconhecem e sdo ativadas por patdgenos através de
receptores de reconhecimento padréo, incluindo receptores toll-like (TLR), receptores de dominio
de oligomerizacéo ligador de nucleotideo (NOD)-semelhantes ou NLRs (NOD- like receptors),
receptores do tipo lectina C (CLR), e receptores semelhantes ao gene-l induzido por é&cido
retindico (RLR). Esses receptores reconhecem padrdes exdgenos moleculares associados a
patogenos (PAMP), como os lipopolissacarideos (LPS), flagelina, e &cidos nucléicos, e padrdes
moleculares associados a danos enddgenos (DAMP) a partir de células mortas e em processo de
morte, como o trifosfato de adenosina (ATP), acido Urico, proteinas de choque térmico, ou 0s
proprios acidos nucléicos, levando a ativacdo de células do sistema imune inato e, por
conseqiiéncia, de células imunes adaptativas®®?.

As células envolvidas na imunidade inata incluem macrdfagos, células dendriticas,
mastocitos, neutrdfilos, eosindfilos e células natural killers (NK), também conhecidas como
neutrofilos ou células polimorfonucleares (PMN). A imunidade adaptativa € representada por um
conjunto de mecanismos de defesa altamente evoluido e sofisticado mediado por linfécitos B ou
T, incluindo diversos subconjuntos de CD4+, CD8+ T, e células NK T. Estas células possuem
receptores de células B e T altamente especificos que sdo gerados por rearranjos génicos
aleatdrios. Esse rearranjo gera uma grande variedade de receptores especificos para antigenos
estranhos, distribuidos em células T e B através de clonagem (exceto em células NK
invariantes). Assim, ao contrario da imunidade inata, a resposta imune adaptativa requer varios
dias para a expansao clonal, ativagdo e diferenciacdo dos linfocitos efetores. Duas caracteristicas

adicionais da imunidade adaptativa sdo que ela é perfeitamente especifica para antigenos
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estranhos, e possui capacidade de memdria para um encontro posterior com 0 mesmo antigeno,
provocando resposta mais rapida e mais robusta?®%.

Durante a inflamacdo, macréfagos sdo ativados e recrutados para os locais de leséo,
produzindo uma grande quantidade de moléculas pro-inflamatorias, incluindo o dxido nitrico,
prostaglandinas da série E2 (PGE2), TNF-a e interleucina-1p (IL- 1f). O NFkB é um fator de
transcricdo que desempenha papel fundamental na inflamacéo, induzindo a expressao de iINOS e
COX-2, que catalisam a produgdo de 6xido nitrico e PGE2. Em condic6es fisiologicas normais, 0
NFkB estéd localizado no citoplasma e acoplado a sua proteina inibidora, chamada IkB, que
quando ativada por estimulos externos, como o LPS, é fosforilada e degradada levando a
liberacdo do NFKB, que em seguida é translocado para o nicleo e se liga a sua regido promotora
(sitio de ligacdo kB), induzindo a transcricdo de genes inflamatérios. As proteinas quinase
ativadas por mitogenos (MAPK), como a p38, quinase c-Jun N-terminal (JNK) e quinase
controlada pela sinalizacdo extracelular (ERK), também fazem parte das vias de transducdo de
sinais inflamatorios que regulam a expressdo da iINOS e COX-2 em macrofagos através da
ativagdo do NFkB?*?*.

O ponto chave na resolucdo da inflamacéo é a eliminacdo dos agentes patogénicos e dos
neutrofilos estimulados por meio de apoptose, que é modulada por fatores como o LPS
bacteriano ou TNF-a, afetando proteinas envolvidas na execugdo direta de morte celular seguido
da fagocitose por macréfagos. As caspases sdo responsaveis pela apoptose de fato, através da
degradacéo de proteinas reguladoras e estruturais, essenciais para a sobrevivéncia das células. A
producdo de citocinas e liberacdo de enzimas lisossomais pelas células recrutadas para os locais
de lesdo também envolve a producdo de espécies reativas de oxigénio para execucao da apoptose
e fagocitose de patdgenos, e debris de células mortas nos tecidos inflamados, desencadeando
reacdes metabdlicas que comecam nos receptores de membrana, seguido por ativacdo da proteina
quinase C e subsequente inducdo da NADPH-oxidase. Este processo € comumente chamado de
"explosdo respiratdria” e leva a producdo de radical superdxido, que é em seguida metabolizado
a outras espécies reativas de oxigénio, tais como perdxido de hidrogénio e acido
hipocloroso®2%#’.

A inflamacdo tem sido classificada em dois tipos basicos: a classica (aguda) que esta
associada com a dor, e por isso apresenta sintomas; e a inflamacdo cronica (lenta), que na
maioria das vezes € silenciosa e assintomatica a nivel clinico. Porém, como consequéncia, essa
altima ndo leva a busca de solugdo, e apds longo prazo produz danos permanentes nos tecidos,
que levam a alteragdes fisioldgicas e metabdlicas importantes suficientes para gerar dor, como

acontece na inflamacéo classica. Portanto, a inflamag&o silenciosa é potencialmente patogénica,
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e a sua presenca indica um aumento do potencial inflamatério a nivel celular, tecidual e
sistémico, indicando um estado de doenca. Sob condigdes normais a inflamacgdo leva a cura, no
entanto, a perda de controle sobre alguns pontos cruciais pode causar danos cronicos para 0S
tecidos, e a producdo continua dessas moléculas envolve doencas cronicas, tais como artrite
reumatéide, aterosclerose, asma, fibrose pulmonar, e cancer?%,

Compreender 0s mecanismos e as vias de ativacdo necessarias para a resolucdo da
inflamacgdo permite analisar e, possivelmente, prevenir processos inflamatérios cronicos, onde o

recrutamento exacerbado e ativacéo de neutrofilos resultam em graves danos aos tecidos.

2.2 Obesidade, inflamacéo e estresse oxidativo

O tecido adiposo branco, além de servir como local de armazenamento para 0 excesso de
calorias ingeridas da alimentacdo, € um importante érgao endocrino capaz de produzir e secretar
varios hormdnios, conhecidos como adipocinas, que ajudam a regular a homeostase metabolica.
O reconhecimento desse tecido como 6rgdo enddcrino ocorreu com a descoberta da leptina em
1994, e posteriormente de uma variedade de substancias, como a adiponectina, resistina, proteina
amiloide sérica A (SAA), proteina ligadora do retinol-4 (RBP-4), inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (PAI-1), angiotensinogénio, TNF-a, IL-6, interleucina-10 (IL-10) e MCP-
130,31,32,33,34.

Em condi¢bes normais o tecido adiposo € um dérgdo bem vascularizado e inervado, que
possui uma matriz de tecido conjuntivo e numerosas células imunes. Sessenta por cento dele é
constituido por adipécitos e o restante por pré-adipocitos, macrdfagos residentes, fibroblastos,
histiocitos (um tipo de mondcito tecidual) e células endoteliais. A fracdo ndo adipdcito é
conhecida pela secrecdo de mediadores inflamatorios, e embora sua distribuicdo seja conhecida,
ainda é dificil avaliar com precisdo a contribuicdo de cada tipo de célula nesse processo®*.
Sugere-se que a leptina e a adiponectina sejam adipocinas primarias, pois parecem ser
produzidas principalmente pelos adipdcitos. A resistina é produzida em humanos pelas células
mononucleares, e em roedores por macréfagos e adipécitos. O TNF-a, IL-6, IL-10, MCP-1 e
PAI-1 séo secretados por macrofagos ativados e células do sistema imunoldgico infiltradas no
tecido adiposo. Adipdcitos, macréfagos e células do estroma vascular produzem IL-6, e estima-
se que 30% dos seus niveis circulantes sejam secretados pelo tecido adiposo branco>.

A producdo exacerbada de citocinas inflamatorias pelo tecido adiposo representa um
estado de inflamacdo comum da obesidade, onde o acimulo de gordura eleva a expresséo e

secrecdo da maioria delas, com excecdo da adiponectina que atua na sensibilizac&o da insulina e
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tem acdo anti-inflamatéria. A infiltracdo de macréfagos derivados da medula Ossea age
juntamente com os adipécitos e macrofagos residentes no tecido adiposo, produzindo uma vasta

gama de mediadores inflamatérios®3" %

. A contribuicdo do tecido adiposo na inflamacéo
associada a obesidade evidencia seu papel em varios processos fisiologicos, normais e
patoldgicos. Mas ainda ndo se sabe ao certo a sequéncia de eventos responsaveis pela iniciacdo
da resposta inflamatéria, sendo que véarios mecanismos tem sido propostos®.

Uma causa potencial da inflamacéo no tecido adiposo de obesos € a hipdxia provocada
pela hipertrofia dos adipdcitos. Genes associados a hipdxia e a angiogénese foram aumentados
em camundongos obesos induzidos por dieta, e em células adiposas*®*'. Essas observacdes
deram origem a hipotese de que a hipdxia seja o iniciador da desregulacdo das adipocinas na
obesidade, reforcada pela observacdo de que o fluxo sanguineo para o tecido adiposo branco é
diminuido em individuos obesos®. A hipertrofia pode gerar regides de hipoxia que aumentam a
morte dos adipdcitos por necrose, e da inicio a resposta inflamatéria com consequente
recrutamento de macrofagos para o tecido adiposo a fim de sequestrar os detritos de células
resultantes. Aproximadamente 90% de todos os macrofagos no tecido adiposo branco estéo
localizados em locais de necrose®’*?. Resumidamente, quimiocinas secretadas localmente, como
0 MCP-1, atraem macrofagos pro-inflamatérios para o tecido adiposo, onde se agregam em torno
de grandes adipdcitos necrdéticos. Em seguida estes macrofagos liberam citocinas (TNF-a, I1L-6 e
PAI-1) que ativam a resposta pré-inflamatoria nos adipocitos e agravam a inflamacéo,
aumentando a liberacdo de acidos graxos livres dos adipdcitos e gerando um ambiente pro-
inflamatério e lipotoxico. Como parte do processo inflamatdrio cronico pode ocorrer inflamacéo
hepatica, na qual a ativacdo da via inflamatoria poderia ser resultado da esteatose e do aumento
das respostas ao estresse oxidativo nos hepatocitos, levando a producdo de proteinas, como a
proteina C-reativa, RBP-4 e SAA¥*,

A ingestdo elevada de energia dietética € outro fator importante no desencadeamento do
processo inflamatdrio no tecido adiposo. Foi mostrado que a alta ingestdo de glicose e gordura
saturada podem induzir inflamacéo através do aumento do estresse oxidativo e das atividades de
fatores de transcricdo, como o NFkB*. Uma Unica infusdo intravenosa de triglicerideos em
individuos eutréficos aumentou os niveis de acidos graxos livres no sangue, levando a resposta
inflamatdria tal como a observada em individuos obesos. Os &cidos graxos saturados podem
ativar diretamente as respostas pro-inflamatérias em células vasculares endoteliais, adipocitos e
células mieloides®**°.

No plasma, a concentracdo média de &cidos graxos livres no estado pds-absortivo é de 0,7

mM, e esta concentracdo pode ser muito mais elevada apos a ingestdo de uma dieta rica em
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gorduras, expondo celulas sanguineas, como os mondcitos, a altas concentracGes de &cidos
graxos livres. Estudos sugerem que 0s acidos graxos saturados ativam o NFkB, a expressdo de
COX-2 e citocinas pro-inflamatérias, por meio do toll like receptor 4 (TLR-4). Os acidos graxos
saturados (laurico, miristico, palmitico) estdo presentes na molécula de lipidio A do LPS, onde
desempenham um papel importante na ativacdo do TLR-4. Assim, a expressdo celular de COX-2
e de outros marcadores inflamatdrios em mondcitos e macréfagos pode ser regulada pelo tipo de
acidos graxos circulantes, que podem ser alterados pelo tipo de gordura ingerida, ressaltando o
papel das gorduras saturadas no aumento dos riscos de doengas inflamatdrias crénicas e
agudas®®. Além disso, dados in vitro mostram que o processamento dos &cidos graxos saturados
em ceramidas amplifica a resposta imune inata dos macrofagos contra o LPS. Alternativamente,
0s &cidos graxos podem modular vias inflamatérias através da ligacdo a receptores acoplados a
proteina G, e receptores X do figado (LXR), que sdo expressos em células do sistema
imunologico e de tecidos metabolicamente ativos, afetando a inflamagdo e o metabolismo da
glicose. Outro mecanismo pode envolver o aumento da translocacdo de LPS do intestino para a
circulacdo, causado pela ingestéo de dietas ricas em gordura, que torna a mucosa intestinal mais
suscetivel a entrada de substancias toxicas produzidas por bactérias*’*®.

Na obesidade, a sobrecarga de gordura nos tecidos resulta tanto na ativacdo do estresse
oxidativo, quanto das vias inflamatorias. Varios s@o os fatores que contribuem para o estresse
oxidativo na obesidade, como a hiperglicemia, 0 aumento dos niveis de lipidios nos tecidos, a
inflamacdo crénica, o aumento da formacdo de radicais livres e a diminuicdo de defesas
antioxidantes, sendo que o0 estresse oxidativo pode ser o mecanismo subjacente ao
desenvolvimento das comorbidades relacionadas & obesidade®. O aumento das taxas de
oxidacdo da glicose e de &cidos graxos, devido a hiperglicemia e hiperlipidemia, aumentam a
producdo de produtos finais da glicosilacdo avancada (AGE) e de ceramidas e diacilglicerdis,
respectivamente, estimulando a atividade da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidase, com consequente elevacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO)**°. O actmulo de macréfagos no tecido adiposo também contribui para o aumento da
atividade de NADPH oxidase e formacao de ERO, sendo que, tem sido proposto que a obesidade
gera um ciclo vicioso, onde ocorre o recrutamento de macrofagos e a producdo de
citocinas/radicais livres por macréfagos, levando a danos oxidativos nas células™.

Ainda, o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e a diminuigdo de
substancias antioxidantes foram associados a diminuicdo da capacidade de diferenciacdo e
proliferacdo dos adipdcitos®>*®. A producéo de radicais livres é importante para a regulacdo da

transducdo de sinal para a diferenciacdo adipogénica, porém o desequilibrio no estado redox
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pode afetar negativamente o recrutamento e diferenciacdo de células precursoras, promovendo a
expansdo ndo saudavel do tecido adiposo®*®°. Tal falha no processo adipogénico fundamenta o
paradigma de expansdo do tecido adiposo, no qual a sua incapacidade para armazenar 0 excesso
de triglicerideos provoca um ambiente diabetogénico, promovendo o aumento do fluxo e a
deposicdo de &cidos graxos em 6rgaos dependentes de insulina, levando a secrecdo de adipocinas
que aumentam o0 estresse oxidativo, a inflamacdo local e sistémica, além de promover um
ambiente hipoxico™.

Niveis elevados de acidos graxos nos adipocitos podem induzir o aumento da expressao
de MCP-1 e de derivados da peroxidacdo lipidica, que vdo agir como potentes agentes
quimioatrativos de macréfagos®. A peroxidacdo lipidica refere-se & degradacéo oxidativa de
lipidios, iniciada por espécies reativas de oxigénio. Foi mostrado que as vias para producdo de
espécies reativas de oxigénio aumentam tanto no figado, quanto no tecido adiposo de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e precede a elevacdo de marcadores
inflamatdrios e &cidos graxos livres no sangue e figado, sugerindo que o estresse oxidativo seja
um passo inicial da obesidade®. Entre os produtos da peroxidagdo lipidica, os oxisterdis, o 4-
hidroxinonenal (4-HNE) e o malondialdeido sdo os mais estudados. Em niveis fisiologicos os
subprodutos da peroxidacédo lipidica podem servir como moléculas de sinalizacdo que regulam
varias funcgdes celulares, efeitos que resultam principalmente de sua capacidade de formar adutos
com diferentes macromoléculas, tais como fosfolipidios, proteinas e nucleotideos, os quais
podem ter sua atividade biologica perturbada quando ha o aumento dos niveis desses
subprodutos®®.

Assim, o acumulo de tecido adiposo pode provocar o0 estresse oxidativo e a producdo
desregulada de citocinas, levando & inflamac&o sistémica®. VVarios séo os mecanismos que podem
estar envolvidos no efeito da obesidade e consumo de dietas ricas em gorduras, principalmente
saturadas, sobre a inflamacdo e o estresse oxidativo, incluindo a producéo de espécies lipidicas
toxicas, remodelacdo das membranas lipidicas, receptores inatos e nucleares, apoptose e,

possivelmente a quimiotaxia da microbiota intestinal®?*".

2.3 Danos causados pela inflamacéao e estresse oxidativo na obesidade

A elevacdo de marcadores inflamatdrios e do estresse oxidativo na obesidade provoca
uma serie de alteraces fisioldgicas, dentre eles a hiperlipidemia, esteatose hepatica, resisténcia
insulinica, diabetes mellitus tipo 2, disfungdo miocardica e aterosclerose. O TNF-a, que ¢ uma

das citocinas mais comumente elevadas no plasma de obesos, pode inibir a fosforilagdo do
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substrato receptor de insulina-1 (IRS-1) nos musculos e tecido adiposo, diminuindo a transducédo
do sinal para a translocacdo de GLUT-4, caracterizando um estado de resisténcia insulinica. Ele
também aumenta a liberacdo de acidos graxos livres e a deposic¢do de gordura no figado, e pode
acelerar o processo de aterosclerose através da inducao da expressdo de moléculas de adesdo em
células endoteliais e vasculares'**2%,

A exposicdo cronica a IL-6 pode estimular a hipertrigliceridemia pelo estimulo a secrecéao
hepatica de VLDL, e impedir a acdo da insulina pela ativacdo da tirosina fosfatase ou pela
interacdo com proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas e o receptor de insulina, além de
estimular a producéo hepatica de proteina C-reativa®°%*°. O excesso de IL-6 e 0 acimulo de
triglicerideos no figado estdo associados ao aumento do baco em individuos com esteatose
hepéatica, e 0 MCP-1 pode induzir a infiltracdo e acimulo de macrdfagos ativados no baco,
contribuindo para a producgdo de TNF-¢*®%662,

A lipotoxicidade pode causar lesdes teciduais e a apoptose por meio do estresse oxidativo
do reticulo endoplasmatico, onde as células lesadas liberam citocinas ou quimiocinas®. Espécies
reativas de oxigénio, como o0 H,0,, séo produzidas de forma transiente em resposta a estimulacéo
da insulina, e também atuam como um segundo mensageiro para sua acdo nos adipécitos,
enquanto que a exposicdo excessiva reduz a sensibilidade a insulina e prejudica 0 metabolismo
de glicose e lipidios®.

Estudos tém mostrado que o consumo de dietas hiperlipidicas pode levar a hipertrofia do
coracao, e que a obesidade induzida por dieta esta associada ao aumento da utilizacdo de acidos
graxos e reducdo das taxas de utilizacdo de glicose pelo miocardio, que ocorre pela reducdo do
conteddo e translocacdo do GLUT-4. Este processo representa um sério risco cardiovascular,
levando a disfuncdo do miocardio®* 4.

Portanto, o papel da obesidade no desencadeamento de doencas crénico-degenerativas
esta fortemente ligado ao consumo de dietas hipercaldricas, especificamente as dietas com alto
teor de gordura saturada, levando os individuos a um estado de inflamacédo crdnica e subaguda,
acompanhada do acumulo excessivo de lipidios no tecido adiposo, figado, coracdo, artérias e
musculos®®. Este estado representa um padréo alimentar ndo saudavel observado em grande parte
da populacdo ocidental, onde a ingestdo continuada de dietas hiperlipidicas tem sido preditor de

varios distlrbios metabolicos.
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2.4 Flavonoides citricos e protecdo anti-inflamatéria e antioxidante

Embora ainda ndo tenha sido estabelecida uma relacdo direta entre acimulo de gordura
corporal e inflamacdo, a deposicdo anormal de lipidios nos tecidos (colesterol, ceramidas,
triglicerideos e 4acidos graxos livres) € uma linha caracteristica comum dos distdrbios
metabdlicos observados em individuos obesos. A dislipidemia da sindrome metabdlica,
caracterizada por uma superproducdo hepatica de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) e baixa producédo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) contribui para a deposi¢do
de lipidios nos tecidos. Essa desregulacdo do metabolismo lipidico pode contribuir para a
patogénese de doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e inflamacg@o. Por conseguinte, 0s
flavonoides citricos tém sido descritos por ajudar a regular do metabolismo lipidico, limitando a
lipotoxicidade e estimulando a utilizagdo de glicose e 4cidos graxos nos tecidos®” . Existe uma
relacdo inversa entre o consumo de frutas citricas e fatores de risco para doencas
cardiovasculares, incluindo melhora da pressio arterial, do peso corporal, e da dislipidemia®.

Os flavonoides citricos abrangem varios subgrupos, incluindo flavanonas (naringina,
hesperidina e eriocitrina), flavonas (diosmina), e polimetoxiflavonas (nobiletina e tangeretina).
Eles tém sido reconhecidos como agentes com acdo anti-inflamatéria e antioxidante na
obesidade e sindrome metabdlica. A hesperidina e eriocitrina, em particular, apresentam
propriedades anti-inflamatdrias, anti-hiperglicémica, hipolipemiante e antioxidantes, que podem
contribuir para a reducéo das alteracdes metabélicas observadas em individuos obesos**"®"*"2. A
bioatividade de tais moléculas depende, no entanto, da sua estrutura e subsequente metabolismo,
que por sua vez, depende da sua biodisponibilidade™.

Quando ingeridas a eriocitrina e a hesperidina sdo deglicosiladas por acdo das bactérias
intestinais e convertidas a eriodictiol e hesperitina para posterior absor¢do. Nos enterdcitos elas
sdo conjugadas com glicuronideos e sulfatos sendo transportadas ao figado, onde sofrem novas
reacOes de sulfatacdo, glicuronidacdo e, metilacdo, formando uma variedade de metabolitos
glicuronideos e sulfatos conjugados de eriodictiol, homoeriodioctiol e hesperitina. Em seguida
eles sdo liberados para a circulagdo aptos a exercerem sua atividade biolégica™ "7

A acdo antioxidante da hesperidina, eriocitrina e eriodictiol se deve a sua capacidade de
eliminar cadeias de radicais livres e quelar ions metélicos que catalisam a peroxidacéo lipidica.
A presenca de grupos hidroxila, juntamente com os anéis aromaticos, os torna capazes de doar
elétrons, proporcionando estabilidade & molécula através da conjugacgéo e ressonancia de elétrons
com propriedade anti-radical direcionada a ions OH™ e anion superéxido, importantes na

capacidade em quelar ions metalicos ativos e evitar a quebra catalitica de perdxido de hidrogénio
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(reacdo de Fenton). Além disso, flavonoides com mais grupos OH™ apresentam maior atividade
antioxidante e efeito anti-inflamatério, como é o caso da eriocitrina e eriodictiol em relagdo a

hesperidina'®*?,

Essas propriedades defendem contra o estresse oxidativo e evitam danos
teciduais pela oxidagdo das membranas celulares. A Figura 1 apresenta um esquema dos

flavonoides citricos acima citados.
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Figura 1. Estrutura quimica das flavanonas hesperidina, eriocitrina e suas respectivas agliconas.

Estudo recente mostrou que a hesperidina reduziu o estresse oxidativo de forma dose
dependente em ratos submetidos ao exercicio crénico com sobrecargas crescentes’’. Foi sugerido
que a hesperidina, além de exercer efeito hipolipidémico em condi¢des hiperlipidémicas, como
acontece na ingestdo de dietas hiperlipidicas, tem acdo terapéutica como agente anti-inflamatério
leve”. Os metabdlitos conjugados da hesperitina foram capazes de reduzir os niveis de TNF-o e
IL-1B, inibindo a inflamacdo em ratos com artrite reumatoide, doenca caracterizada por sua
pronunciada inflamacéo™. A avaliagdo de macréfagos de camundongos tratados com hesperidina
mostrou atenuacdo da resposta imune provocada por LPS, com reducdo dos niveis de oOxido
nitrico, 1L-10, IL-12, e TNF-a’®. A hesperitina inibiu a secrecdo de acidos graxos livres em
adipocitos de camundongos estimulados com TNF-a, bloqueando a ativagdo do NFkB ¢ da ERK,
suprimindo a transcricdo de IL-6*, ela também mostrou potente inibicdo da expressdo de COX-2
induzida por LPS em macréfagos de camundongos e em ratos com carcinogénese do célon**™.

Ao nivel clinico foi mostrado que o tratamento com hesperitina reduziu a disfuncéo
endotelial, aumentando a producdo de 6xido nitrico e suprimindo o TNF-a. Em individuos com

sindrome metabdlica a terapia oral com hesperidina, aumentou a dilatacdo fluxo-mediada e
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reduziu as concentracBes circulantes de marcadores pro-inflamatorios (proteina de C-reativa,
proteina amiloide sérica A e E-seletina solivel), conferindo protecéo cardiovascular®®,

A eriocitrina e o eriodictiol apresentaram potente atividade antioxidante “in vitro”, e tem
sido relatados com atividades anti-inflamatorias e antioxidantes, sendo capazes de suprimir o
estresse oxidativo em ratos infectados com streptozotocina e em ratos submetidos ao exercicio
agudo’®®'. A administracdo oral de eriocitrina em modelo de obesidade induzida reduziu a
dislipidemia e a deposicdo de gordura no figado. Processo que foi atribuido a ativacdo da
biogénese mitocondrial, aumento do tamanho da mitocondria e producdo de ATP em ceélulas
HepG2%2. O efeito anti-inflamatério do eriodictiol foi mostrado na redugdo dos niveis de oxido
nitrico, citocinas pré-inflamatérias e moléculas de adesdo em ratos diabéticos*®. Em células
HepG2 o eriodictiol aumentou a captagédo de glicose e o0 acumulo de acidos graxos em adipdcitos
3T3-L1, pela melhora da sinalizacdo da insulina e diminuicdo da resisténcia a insulina devido ao
aumento da expressio do PPARY2 (expresso no tecido adiposo), e da proteina de ligacdo de
4cidos graxos especifica de adipdcitos (aP2)®. Foi mostrado que eriodictiol regula moléculas de
adesdo e a migracdo trans-endotelial de mondcitos, que sdo eventos imunes envolvidos na
patogénese de doencas inflamatérias, como a aterosclerose®®.

O eriodictiol tem sido também identificado como ativador do fator de
transcricdo relacionado ao NF-E2 (Nrf2), induzindo enzimas de desintoxicacdo de fase 2 em
querandcitos, células da retina humana, e em modelo de isquemia cerebral®*°%*. O Nrf2 regula
a transcricdo de enzimas de fase 2 que protegem contra danos causados ao DNA pelo estresse
oxidativo e evita a morte celular®™. Recentemente, foi revelado que a via Nrf2 pode ser ativada
de maneira dependente do PPAR, protegendo hepatdcitos humanos normais do elevado teor de
glicose, sendo este um dos mecanismos de acdo do roziglitazone®. Ambas hesperidina e
eriocitrina aumentaram a atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase e glutationa (GSH)
no figado, e diminuiram o nivel de 8-OHdG (indicador de dano oxidativo ao DNA) na urina de
ratos diabéticos, suprimindo a peroxidacdo lipidica no soro, figado e rins, onde a acdo
antioxidante da eriocitrina mostrou-se mais potente que da hesperidina®’.

A resolucdo da inflamacdo depende da depuracdo de neutréfilos ativados dos tecidos via
apoptose e fagocitose por macréfagos, onde a reducdo das espécies reativas de oxigénio promove
a reducdo dos danos mediados por proteases. Assim, a hesperidina e a eriocitrina podem ser
consideradas como compostos potencialmente ativos para uso em condigcdes em que 0 estresse
oxidativo e inflamacéo estdo envolvidos, pois possuem atividade antioxidante e de supressdo da
formacdo de espeécies reativas de oxigénio, e podem exercer efeitos benéficos em pacientes que

sofrem de doencas inflamatérias®’.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante e anti-inflamatéria das flavanonas hesperidina,

eriocitrina e eriodictiol em camundongos tratados com dieta hiperlipidica.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar:
a. Consumo alimentar e ganho ponderal

b. Deposicao de gordura visceral e massa do figado, coracao e bago

c. Concentracdes séricas de glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL-c, LDL-c, e
proteina C-reativa

d. Funcéo, morfologia e deposicédo de gordura no figado

e. Marcadores da inflamacéo sistémica no soro

f. Marcadores do estresse oxidativo no soro e figado

22



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e condicOes experimentais

Foram utilizados 60 camundongos C57BL/6J machos com 9 semanas de idade
procedentes do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo - USP, Ribeirdo Preto-SP. Os
animais passaram por um periodo de aclimatacdo de 15 dias, abrigados em sistema isolado,
mantido em temperatura ambiente constante de 22-25 °C com ciclos de 12-h claro/escuro, com
livre acesso a dgua e racdo. Apos este periodo eles foram divididos em 6 grupos (n=10 cada):

1) Controle, tratado com dieta padrdo;

2) Dieta hiperlipidica, tratado com dieta hiperlipidica;

3) lbuprofeno, tratado com dieta hiperlipidica e ibuprofeno (20 mg/kg de peso corporal);
4) Hesperidina, tratado com dieta hiperlipidica e hesperidina (100 mg/kg de peso corporal);
5) Eriocitrina, tratado com dieta hiperlipidica e eriocitrina (200 mg/kg de peso corporal);

6) Eriodictiol, tratado com dieta hiperlipidica e eriodictiol (200 mg/kg de peso corporal).

O peso corporal foi aferido semanalmente e o consumo alimentar diariamente. Os
suplementos foram oferecidos na racdo com base no peso corporal. Ao final do estudo os
animais foram anestesiados e sacrificados por puncdo cardiaca para coleta das amostras. O
experimento teve duracdo de 4 semanas. Os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP,
Brasil (Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 18/2013).

4.2 Composicao das dietas

A dieta hiperlipidica, com alto teor de gordura, é composta por 45% de calorias em
gordura, 21% em proteina e 34% em carboidratos, com densidade calérica de 5,35 kcal/g de
racdo (Rhoster Industria e Comércio LTDA, Aracoiaba da Serra, SP, Brasil). Em contraste, a
dieta padrdo contém 9,5 % de calorias em gorduras, 14,7% em proteinas e 75,8% em

carboidratos, com 4,22 kcal/g de racdo®. A composicdo das dietas esta apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicdo das dietas: hiperlipidica e dieta padrdo AIN 93M

Composicéo 9/100g
Dieta Hiperlipidica Padréo
Proteinas (%kcal) 21 14,7
Carboidratos (%kcal) 34 75,8
Gorduras (% kcal) 45 9,5
Energia (kcal/g) 5,35 4,22
Amido de milho 7,79 46,57
Caseina 24,00 14,00
L-Cisteina 0,35 0,18
Amido Dextrinizado 11,65 15,50
Sacarose 20,14 10,00
Fibra 5,83 4,00
Oleo de Soja 2,91 5,00
Banha de Porco 20,68 -
Mix Mineral 5,24 3,50
Mix Vitaminico 1,17 1,00
Bitartarato de Colina 0,23 0,25
Tert-Butilhidroquinona (TBHQ) 0,01 0,80
Total 100,00 100,00
4.3 Suplementos

Os suplemento de hesperidina foi oferecido na dose diaria de 100 mg/kg de peso
corporal, de eriocitrina e eriodictiol na dose de 200 mg/kg de peso corporal por dia, e 0
ibuprofeno, incluido como controle positivo para atividade anti-inflamatéria, foi oferecido na
dose de 20 mg/kg de peso corporal por dia, com base na recomendacdo farmacoldgica. Este
farmaco possui acdo anti-inflamatoria, inibindo a enzima COX, de forma sistémica, e tem sido
utilizado cronicamente por apresentar menos efeitos secundarios que os corticosteroides e
inibidores especificos. A enzima COX-2 estd implicada no processo de propagacdo da
inflamacdo com consequente formagdo de mediadores pré-inflamatdrios pela cascata do &cido
araquidonico®.

Durante o periodo de adaptacdo e durante o experimento o consumo alimentar dos
animais foi medido diariamente, para se conhecer a quantidade média de racdo consumida.
Baseado nesta quantidade foi oferecida, para cada animal, a ragéo suplementada com o composto
especifico do grupo (hesperidina, eriocitrina, eriodictiol ou ibuprofeno) mais 10% para garantia

da dose diaria recomendada do suplemento, por um periodo de quatro semanas.
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4.4 Consumo alimentar e energético

O consumo de dieta foi mensurado diariamente pelo método do resto-ingesta, onde pesa-
se a quantidade oferecida e o restante, sabendo-se assim a quantidade consumida. Toda a ragéo
restante do dia anterior era descartada, e nova racdo era colocada. A partir da quantidade de
racdo consumida foi calculada a ingestdo energética, baseada na composicdo das dietas, e a
porcentagem de suplemento ingerida, no caso das dietas suplementadas.

4.5 Ganho ponderal

O peso corporal dos animais foi determinado uma vez por semana para determinar o

ganho de massa corporal, calculado pela diferenga entre o peso final e o peso inicial.

4.6 Coleta e preparo das amostras

No ultimo dia do experimento (30° dia) os animais foram submetidos a jejum de 12 horas,
e anestesiados com xilazina (16 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) via intraperitoneal (i.p.) antes do
procedimento de coleta de sangue por puncdo cardiaca, que € um procedimento final de
eutanasia. O sangue coletado foi centrifugado a 2800xg por 15 minutos em temperatura ambiente
para obtencdo do soro sanguineo. Foram coletadas amostras do tecido adiposo visceral
(epididimal, retro peritoneal, e peri-renal), figado, coracdo e baco. Apds remocdo todas as

amostras de soro e tecidos foram devidamente identificadas e armazenadas a -80°C.

4.7 Massa dos 6rgaos

Para avaliacdo da massa do tecido adiposo visceral, figado, coracdo e baco, os 6rgaos
foram lavados em solugdo salina (0,9%), colocados sobre filtro para eliminar o excesso de
liquido e pesados em balanca semi-analitica. A massa obtida de cada 6rgdo foi dividida pela

massa corporal do respectivo animal (massa do 6rgao/massa corporal do animal).

4.8 Higtologia hepatica

Um lobo do figado (esquerdo) de cada animal foi retirado para analise histoldgica. Eles
foram acomodados em cassetes histologicos, e colocados em formol a 10% por 48 horas, ap6s
esse periodo eles foram lavados com agua deionizada e mantidos em alcool 70%. Amostras de

tecido hepético preservadas em alcool 70% foram incluidas em parafina, seccionadas a 4-6 UM
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de espessura, e depois desparafinizadas. Os cortes desparafinizados foram corados com
hematoxilina-eosina e tricrbmio de Masson usando protocolos padronizados do Laboratério de
Patologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual de Sdo Paulo, Araraquara, SP,
Brasil. As laminas de tecido hepatico coradas com hematoxilina-eosina e tricromio de Masson
foram analisadas para verificacdo da morfologia e estrutura hepatica, e sintomas de esteatose
hepatica por patologista cego ao estudo. A avaliacéo foi feita tendo como base de normalidade os
cortes do grupo controle.

4.9 Citocinas inflamatorias (ELISA)

Os niveis de citocinas inflamatorias no plasma dos camundongos foram realizados por
ensaios de ELISA Multiplex através do metodo de deteccdo Luminex XMAP (Genese Produtos
Diagnosticos Ltda, Cambuci, SP, Brasil). A deteccdo Luminex utiliza microesferas de cor
codificadas internamente com dois corantes, a partir dos quais é possivel criar até 100 conjuntos
de esferas de cores diferentes, cada uma revestida com um anticorpo especifico. O analito é
capturado pelo granulo e é introduzido um anticorpo biotinilado, que é depois incubado com
conjugado de Estreptavidina-PE (corante fluorescente) gerando cor na superficie de cada
microesfera para completar a reacdo. As microesferas sdo autorizadas a passar rapidamente
através de um laser que excita o corante de marcacdo interna do conjunto de microsferas e, um
segundo laser excita o corante fluorescente na molécula reporter (PE). Finalmente, o0s
processadores de sinais digitais de alta velocidade identificam cada microesfera individual e

quantificam o resultado do bio-ensaio com base nos sinais fluorescentes.

4.10 Dosagens bioquimicas sanguineas

As dosagens de glicose, colesterol total, HDL-colesterol, e triglicerideos, da proteina C-
reativa ultrassensivel e, das enzimas hepaticas alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase foram analisados por utilizando Kkits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, MG,
Brasil) em equipamento automatizado (Labmax 240, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). O valor
de LDL-colesterol foi obtido a partir dos resultados das dosagens de colesterol total (CT),
Triglicérides (TG) e HDL-C, pela formula de Friedewald®: LDL = (CT - HDL) - (TG/5).
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4.11 Concentragédo de TBARS no soro e figado

Para avaliacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) o figado foi homogeneizado
em Kcl 1,15%, e centrifugado 10.000 rpm por 10 minutos, a 4 °C para retirada do sobrenadante.
Uma aliquota de 200 pL de cada amostra de soro, e do sobrenadante dos homogenatos do figado
foram homogeneizadas com 400 pL de NaOH (1,5 M), incubadas por 30 minutos a 60° C, e
colocadas em gelo por 5 minutos. Em seguida foram adicionados 400 uL de &cido perclérico
(10%) as amostras, e centrifugadas por mais 10.000 rpm por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante
foi utilizado para avaliacdo da presenca de substancias no plasma que reagem com o &cido
tiobarbitarico (TBARS), destacando-se 0 MDA que produz uma base de Shiff de coloragéo
rosacea, lida no espectrofotometro a 535nm™. A peroxidacdo lipidica hepatica foi dada em pM
de MDA/ mg de proteina, que foi quantificada pelo método de Lowry®!, e a do soro em pM de
MDA. Todas as analises foram realizadas em triplicata utilizando-se a media como o resultado

final.

4.12 Capacidade antioxidante no soro

O método ABTS™ foi utilizado para quantificar a presenca de antioxidantes lipofilicos e
hidrofilicos capazes de eliminar o acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico, radical
ABTS* (ABTS*+, Sigma), convertendo-o em um produto incolor. A solucéo para formacéo do
radical foi preparada utilizando 7mM de ABTS*+ e 140mm de persulfato de potassio e foi
incubada durante 16 horas ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida a 734 nm para verificar a
formacdo de ABTS *+. Com o radical formado, a reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 5 pl de
plasma a 300 pL de solucdo de radical. A absorbancia foi medida a 734 nm ap6s 6 minutos, € a
diminuicdo da absorcdo foi utilizada para calcular a atividade antioxidante total. A curva de
calibracdo foi preparada com diferentes concentracfes de Trolox (Sigma), que variam de 0 a 2
mM. A capacidade antioxidante foi determinada a partir desta curva padréo, e expressa como

Capacidade Antioxidante Equivalente a Trolox (CAET).

4.13 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média *+ desvio padrdo das médias. As estatisticas
realizadas por analise de variancia (ANOVA) seguido de analise post-hoc (teste de Student
Newman Keuls) para avaliagcdo dos efeitos dos diferentes suplementos e dietas entre 0s grupos,

com nivel de significancia em p <0,05 (Sigma Stat Software, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Peso corporal, consumo alimentar e energeético

As médias do consumo alimentar, consumo energético e de suplementos durante o
experimento sdo mostradas na Tabela 2. Os resultados do peso corporal inicial, peso corporal
final e ganho de peso sdo mostrados na Figura 2.

Ao final do experimento, os animais que consumiram dieta hiperlipidica apresentaram
maiores peso corporal e ganho de peso em relagdo aos que consumiram dieta padrdo. Somente o
grupo que recebeu dieta hiperlipidica suplementada com hesperidina ndo alterou o ganho de
peso, tendo valores semelhantes ao grupo controle. Esses resultados sdo consistentes com outros
estudos, e mostram o potencial obesogénico da dieta hiperlipidica.

O grupo alimentado com dieta padrdo consumiu 29% mais dieta e 9,5% mais energia do
que os grupos alimentados com dieta hiperlipidica. E entre os grupos com dieta hiperlipidica o
menor consumo alimentar e energético foi do grupo suplementado com eriocitrina, enquanto que
0s grupos hesperidina e eriodictiol consumiram quantidades intermediarias.

A ingestdo dos suplementos ibuprofeno, hesperidina, eriocitrina e, eriodictiol foi
monitorada ao longo do experimento garantindo o consumo da dose recomendada. Pela
avaliacdo do consumo alimentar total, observamos que a ingestdo dos suplementos alcancou em

média 97% do esperado (Tabela 2, ingestdo de suplementos).
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5.2 Massa relativa dos érgéos

O peso dos 6rgdos foi avaliado em relacdo a massa corporal, obtendo-se assim uma
medida relativa do 6rgao em relacdo ao tamanho de cada animal (Figura 3). Todos 0s animais
que consumiram dieta hiperlipidica, com e sem suplemento, apresentaram aumento da gordura
visceral. Por sua vez, o peso do figado foi menor nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica independente do suplemento.

O peso do bago foi menor nos grupos tratados com dieta hiperlipidica e flavanonas
citricas e, aqueles que receberam ibuprofeno e os alimentados com dieta padrdo tiveram valores
intermediarios, enquanto que os animais alimentados com dieta hiperlipidica sem suplemento
apresentaram o maior peso do baco. Situacdo similar foi encontrada para o peso do coracao,
exceto que aqueles tratados com eriocitrina apresentaram peso intermediario, enquanto o
ibuprofeno reduziu o peso do coracéo.

Observados em conjunto, os grupos tratados com dieta hiperlipidica sem suplemento e
com ibuprofeno ou eriodictiol apresentaram o maior aumento dos 6rgdos (>, gordura visceral,
figado, baco, coracdo), enquanto os animais tratados com dieta hiperlipidica e hesperidina ou
eriocitrina apresentaram aumento intermediario. O grupo de animais tratados apenas com dieta

padrdo foi o que mostrou menor massa dos érgéaos analisados.

30



T€

EDIp O B8] [=Aul=F2 =30 g
opEapdns [ oquawa|dns
[poLs | euupoous |eupusdsel | ouspoudng) LR W
oooo'o
50000
FOLOoD
FSL000
F DEOD'D
F G200
e I e 8
qe ge F DEQDD
q - GEOND
odeg
Ediplaipady eI DEIRES BRI
giudwagdns | duawapdns
[QipoUs | Euupzond |BupuedseH | ousjoadg wes wes;
0o'n
10D
o'n
FoE0n
E o0
€ e e e .
L S0°0
q

a0'n

opebig

Bifw

GyEw

(50'0>d)
IS 9J1US SJUBWRAITRIIIUDIS WaJayIp SaluaJallp ses1a] Jod sopinbas salojeA apuo ‘oedped 01J3 F BIPIW OWO0I SOSSaldxa Sopeq ‘|OI2IPOIIS 8 BULINIJOLID
“eurpriadsay ‘ouayoldngl wod epejuswajdns eaipidijiadiy eiaip ‘oelped v181p WO Sopeiuswije sobuopunwed ap soebig Sop eAllejal esseN ‘€ eanbi4

Ediplaipady eI DEIRES BRI
giudwagdns | duawapdns
[QipeUs | Euupzond |BupuedseH | ousjoadng wes e
e ] e
qge
15
Q Q
cedelon
EQIp| QIS ej2i] DRIpEd BRI
ousapdns | aquawa)dns
[@pous | euupoous | eupusdsap| ousgoadng) LB was
_ 4 |
q q
q q q
|elaasip eINpios)

oog'd
Loo'g
zoon
£o0n
FoO0
50070

aoon

oo'g
Lo
£o'n
20
F0'0
SO

800

GyEw

Bifw



5.3 Histologia hepética

A analise histoldgica do figado foi feita com base na comparacao entre 0s grupos, onde 0
grupo controle foi considerado como base de normalidade, e auséncia de esteatose. Os cortes do
figado dos camundongos do grupo alimentado com dieta padrdo apresentaram-se compostos de
placas de hepatdcitos entremeados por sinusoides. Os hepatdcitos e 0s sinusdides estavam
organizados radialmente ao redor dos espacos porta, representados pela artéria, veia porta e
ducto biliar. As veias e as artérias apresentaram-se com caracteristicas proprias: a veia mais
calibrosa e com a parede mais delgada em relagdo ao tamanho de sua luz que a artéria. Os
hepatocitos apresentaram-se com aspectos de normalidade na maioria das regides: globosos, com
nucleo centralizado, basofilico e nucléolos aparentes, o citoplasma eosinofilico, e muitos com
goticulas micro vesiculares de gordura. Os espagos centro lobulares estavam com aspecto de
normalidade e os ductos biliares com epitélio que variava de cubico a cilindrico (Figura 4 A).

Por outro lado, os cortes dos figados dos animais alimentados com dieta hiperlipidica,
apresentaram-se com todas as regides alteradas e foram diagnosticados com esteatose hepatica.
Nesses casos, as células eram maiores quando comparadas as do grupo alimentado com dieta
padrdo, muitas vezes sem contornos definidos, ou mesmo fragmentadas, denotando necrose
celular e consequentemente tecidual. O citoplasma apresentou acumulo de lipidios, em micro e
macro vesiculas de limites nitidos e tamanhos variados, com os nucleos rechacados para periferia
da célula, em muitos casos foi possivel observar picnose, caridlise ou mesmo auséncia nuclear.
Foi possivel observar também a presenca de hepatocitos balonizados, porém sem focos de
inflamacédo no parénquima hepatico (Figura 4 B).

A morfologia hepatica dos grupos suplementados com ibuprofeno, hesperidina ou
eriodictiol, mostrou-se com conservacdo da arquitetura hepatica, com caracteristicas
morfoldgicas dentro da normalidade (Figura 4 C, e Figura 5 D e F, respectivamente). Entretanto
foi possivel observar hepatécitos com microvesiculas lipidicas, mas raramente macro vesiculas.
Os contornos celulares estavam bem definidos, e a maioria dos nucleos centralizados, com raros
casos de picnose, caridlise ou auséncia nuclear. Ndo houve presenca de hepatdcitos balonizados
ou focos de inflamacdo no parénquima hepatico.

Os cortes do figado dos animais suplementados com eriocitrina apresentaram padrées
histolégicos semelhantes ao grupo alimentado com dieta hiperlipidica, mostrando que a

eriocitrina ndo evitou o acimulo de gordura causado pelo consumo da dieta hiperlipidica.
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Figura 4. Cortes histologicos do tecido hepatico. (A) grupo controle, (B) grupo dieta
hiperlipidica, (C) grupo ibuprofeno. Fotos a esquerda (aumento de 20x), e a direita (aumento de
40x).

33




Figura 5. Cortes histolégicos do tecido hepatico: (D) grupo hesperidina, (E) grupo eriocitrina,
(F) grupo eriodictiol. Fotos a esquerda (aumento de 20x), e a direita (aumento de 40Xx).




5.4 Perfil bioquimico

Nesta etapa do estudo foram avaliadas as seguintes variaveis bioquimicas no soro dos
camundongos: glicose, TG, colesterol total, HDL-c, LDL-c, enzimas hepaticas e proteina C-
reativa ultra-sensivel (Tabela 4). No grupo alimentado com dieta hiperlipidica foi detectado
aumento dos niveis de glicose, colesterol total, HDL-c e LDL-c (19,5; 35,5; 33,7 e 55,0%,
respectivamente) em relacdo ao grupo controle. J&, 0s grupos suplementados com hesperidina,
eriocitrina, eriodictiol ou ibuprofeno apresentaram concentracdes intermediarias de glicose.
Aqueles suplementados com hesperidina apresentaram uma reducdo de 27,5% de LDL-c em
relacio ao grupo dieta hiperlipidica e, o grupo suplementado com eriocitrina mostrou
concentracdo de LDL-c intermediaria. O aumento dos niveis de colesterol dos grupos
alimentados com dieta hiperlipidica € explicado pelo seu alto conteddo de lipideos em relagéo a
dieta padréo (4,7 vezes maior em kcal/g), composto principalmente por gordura saturada.

As enzimas hepéticas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase se
mantiveram inalteradas com o consumo da dieta hiperlipidica e dos suplementos em todos
grupos, sugerindo auséncia de efeito hepatotoxico para as doses administradas. Finalmente, os
valores da proteina C-reativa ultrassensivel foram 11,0% menores nos animais tratados com
ibuprofeno, 33,3% nos tratados com hesperidina e eriocitrina e 22,2% nos tratados com
eriodictiol, em relacdo ao grupo dieta hiperlipidica. Os animais do grupo controle apresentaram
valores de proteina C-reativa ultrassensivel intermediarios entre o grupo ibuprofeno e o grupo

dieta hiperlipidica.
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5.5 Citocinas inflamatérias

A avaliacdo dos parametros imunoldgicos mostrou que a suplementacdo com ibuprofeno,
hesperidina, eriocitrina e, eriodictiol reduziu os niveis séricos da IL-6 em 66%, 91%, 95% e 91%
e do MCP-1 em 69%, 62%, 74% e 81%, respectivamente, em compara¢do com 0 grupo dieta
hiperlipidica. Em média, os niveis de IL-6 aumentaram 87% na dieta hiperlipidica e 0 MCP-1
aumentou 67% comparacdo ao grupo controle. Nao foram observadas alteracdes nos niveis

séricos de TNF-a e IL-10 para nenhum dos grupos estudados (Figura 6).

IL-6 IL-10
b
]
&4
5 .
- -
a £ 4
s
a
- a 21
D a a I 1
Szm Sem | Ibuprofeno (Hesperiding| Eriocitrina | Eriodictio Sem Sty lpuprofena |Hesperidina| Eriocitring | Eriodictio
suploments | suplamants | suplamants | suplamants
Crieta Padrio Dista Hiperipidica Dicta Padrao Dista Hipedipidica
THF-a MCP-1
120 b
100
i
30 1
- |
Eow
& a a
40 1 a
. M e
Sarm Sawm lbuprofeno |Hesperiding | Erocilvina | Ericdctiol Sem Sam bugpraliara :-I'—.~=.L:~.-H-.':"=I Eriogitring | Eriodictiol
suplaments | suplaments suplements | suplemanto |
Cieta Padrio Dista Hipsdipidica Digta Padrdo Cieta Hipsripidca

Figura 6. Niveis séricos das citocinas IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-a, de camundongos
alimentados com dieta padrdo, dieta hiperlipidica e dieta hiperlipidica suplementada com
ibuprofeno, hesperidina, eriocitrina e eriodictiol. Dados expressos como média + erro padrdo,
onde valores seguidos por letras diferentes diferem significativamente entre si (p<0,05).
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5.6 Parametros do estresse oxidativo

Os resultados da influéncia da hesperidina, eriocitrina e eriodictiol sobre os niveis de
TBARS no soro e figado, e da capacidade antioxidante total no soro de camundongos tratados
com dieta hiperlipidica sdo mostrados na Tabela 6 e Figura 7.

O grupo dieta hiperlipidica apresentou aumento de cerca de 32% nos niveis de TBARS
no soro e 60% no figado, em relacdo aos demais grupos. Enquanto a concentracdo de TBARS
hepatica foi consistentemente reduzida em todos os grupos suplementados: 77% no grupo
ibuprofeno, 52% no grupo hesperidina, 59% no grupo eriocitrina e 68% no grupo eriodictiol, em
relacdo ao grupo dieta hiperlipidica. No soro o TBARS foi reduzido apenas nos grupos
suplementados com eriocitrina e eriodictiol, 48 e 47 %, respectivamente.

Observamos também um leve aumento da capacidade antioxidante sanguinea nos grupos
suplementados com hesperidina (7%), eriocitrina (9%) e eriodictiol (6%), comparado ao grupo
dieta hiperlipidica, mas o grupo ibuprofeno e controle ndo mostraram alteracGes na capacidade

antioxidante.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que as flavanonas citricas, hesperidina, eriocitrina e
eriodictiol, reduzem os danos causados pela obesidade e estado de inflamacéo cronica de baixo
grau induzida por dieta hiperlipidica. Foram detectados nos animais tratados com flavanonas
citricas: (1) reducdo no soro sanguineo das citocinas pré-inflamatérias IL-6 e MCP-1, (2)
reducdo da peroxidacdo lipidica sérica e hepatica, (3) aumento da capacidade antioxidante, (4)
diminuicdo da esteatose e danos hepaticos causados pelo consumo da dieta hiperlipidica. Foi
ainda verificada (5) redugdo da massa do coracdo e do baco, indicando possivel acdo anti-
inflamatdria e antioxidante dos flavonoides nestes 6rgdos. Dentre as flavanonas estudadas, a
hesperidina foi a Unica que apresentou atividade hipolipemiante, reduzindo os niveis de LDL-c

em 27,5%. O efeito da hesperidina sobre o colesterol foi relatado por outros autores®*°

, € se
deve a sua capacidade em reduzir a secre¢do da Apo B (apolipoproteina B) e a sintese de VLDL-
¢, promovendo acgdo hipolipidémica por diminuir a esterificagdo do colesterol e as concentragdes
plasmaticas de LDL-c*.

Ao contrario dos animais suplementados, aqueles que receberam a dieta hiperlipidica sem
flavanonas mostraram aumento do estresse oxidativo, da inflamacdo sistémica, da gordura
hepética, massa do coragdo e baco, evidenciando o alto potencial da dieta hiperlipidica de induzir
o0 estado de inflamacédo cronica e sistémica, comum da obesidade. Ainda, todos os animais que
receberam dieta hiperlipidica, suplementada ou ndo, tiveram maior peso corporal e gordura
visceral, maior nivel de glicose e lipidios séricos, mostrando que a obesidade foi eficientemente
induzida. A elevacao da lipidemia tem estreita relacdo com a esteatose hepatica e a hiperglicemia
€ uma das primeiras alteracGes causadas por danos teciduais devido a inflamacédo no figado e
tecido adiposo, contribuindo para o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e doengas
cardiovasculares®.

Contudo, os valores de glicose sérica encontrados foram elevados mesmo no grupo
controle, quando comparado a estudos anteriores®’. Estudo recente revelou que o uso de uma
dieta padrdo semissintética, como a utilizada neste estudo, que possui altas quantidades de amido
de milho e sacarose pode ser limitante no estudo do efeito de dietas hiperlipidicas sobre a
homeostase glicémica®™. Além disso, tem sido demonstrado que camundongos da linhagem
C57BL/6J sdo os mais indicados para estudos de intolerancia a glicose e fases iniciais do
diabetes mellitus tipo 2, por serem mais suscetiveis®™. De forma geral, o consumo prolongado de
dietas hiperlipidicas por camundongos causa um desequilibrio no metabolismo da glicose que

leva & diminuicdo da expressdo génica, sintese e secrecdo de insulina e, aumenta a apoptose das
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células B, sugerindo que este seja o mecanismo responsavel pela hiperglicemia comumente
observada em individuos obesos com inflamag&o cronica®™.

Como observado neste trabalho, e em estudos anteriores®1%

, 0 aumento do peso e
acimulo de gordura visceral nos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica foi
independente da ingestdo de energia, pois eles ingeriram menor quantidade que os controles. Os
roedores possuem um mecanismo de adaptacdo sensivel a energia da dieta, e quando alimentados
com dieta hipercalérica ocorre uma renovacao celular no hipotadlamo que ajusta rapidamente o
consumo de energia, fazendo com que eles reduzam o consumo alimentar'®. Desta forma,
sugere-se que 0 aumento da gordura visceral, observado nos animais deste experimento, foi
resultado do conteudo lipidico da dieta, e ndo das calorias ingeridas. O tecido adiposo se expande
como forma de adaptacédo frente ao excesso de suprimento lipidico para acomodar a maior oferta
de acidos graxos livres circulantes, reduzindo a hiperlipidemia e a deposi¢do de lipidios em
outros tecidos®.

O armazenamento de triglicerideos protege as células ndo adiposas contra a sobrecarga
de acidos graxos, mas no estado de inflamacgéo crénica e sistémica induzido pela obesidade, ha
aumento da lipogénese em tecidos ndo adiposos e lipdlise no tecido adiposo branco,
desequilibrando a homeostase de acidos graxos e, levando a lipotoxicidade tecidual e sanguinea.
O acumulo de triglicerideos em ceélulas ndo adiposas leva a formacdo de produtos como as
ceramidas e diacilglicerol, que propiciam a ativacdo da sintetase de 6xido nitrico induzida
(INOS), com consequente formacédo de 6xido nitrico e inducdo de processo de apoptose através
da ativacdo do fator nuclear kB (NFxB)*®'%*1% Portanto, o aumento do coragdo e a presenca de
esteatose hepatica observada nos animais que receberam a dieta hiperlipidica ocorreram,
possivelmente, em consequéncia da perda da capacidade de regulacdo da sintese e
armazenamento de triglicerideos no tecido adiposo causada pela inflamacao.

A deposicdo de lipidios pode ocorrer no coracéo, artérias, figado, musculos e pancreas, e
tem sido associada a disfuncdo desses tecidos em modelos de sindrome metabdlica e resisténcia
insulinica®%. Neste estudo o aumento da massa do coragdo foi eficientemente inibido nos
grupos suplementados com as flavanonas, e do bago nos suplementados com ibuprofeno,
hesperidina e eriodictiol, enquanto a eriocitrina apresentou massa intermediaria do bagco. A
hipertrofia do coracdo pode ser resultante de alteragGes inflamatorias e oxidativas causadas pelo
consumo da dieta hiperlipidica. O aumento de citocinas pro-inflamatorias e a infiltracdo de
macrofagos precederam o aparecimento da disfuncdo miocardica em camundongos transgénicos,
mostrando que a lipotoxicidade neste tecido pode induzir a inflamagdo e contribuir para o seu

106

remodelamento™". Da mesma forma, o aumento do bago foi anteriormente relacionado ao
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estimulo inflamatério da dieta hiperlipidica®’

. O bago é um 6rgdo linfoide, cuja principal fungédo
na inflamacédo € através de fagocitose, imunidade mediada por células T, e imunidade humoral
mediada por células B. Pacientes com esteatose hepética ndo alcodlica apresentam um aumento
do tamanho desse 6rgéo, devido ao aumento da producdo de citocinas pré-inflamatdrias*®°%6°2,

O figado é o 6rgdo mais suscetivel a lipotoxicidade sob condicGes de suprimento
excessivo de gordura, pois tem capacidade limitada para acomodacao de lipidios, e, no entanto,
recebe grande quantidade da dieta diretamente por meio da veia porta e da captacdo de lipidios
circulantes ndo oxidados pelos mésculos e outros tecidos*®. No presente estudo o consumo da
dieta hiperlipidica causou alteracbes severas na estrutura hepatica, revelando alteragdes
morfologicas como balonizacdo, degradacéo celular e nuclear, caracterizando um processo de
morte celular, com a presenca de esteatose hepatica na forma de micro e macro vesiculas de
gordura, mas sem aumento da infiltracdo de celulas de defesa. Estudo recente com camundongos
mostrou que o consumo de dieta hiperlipidica pode levar a esteatose hepatica num periodo de
trés semanas ou menos'%2. A comparacdo entre o consumo de dieta de fast food, rica em gordura
e acucar, e o consumo de dieta hiperlipidica, revelou a presenca de esteatose hepéatica com
balonismo pronunciado e fibrose progressiva na primeira, e esteatose hepética evidente na
segunda, mas sem evidéncias de inflamacao*®.

Embora o figado dos animais alimentados com dieta hiperlipidica tenha sido
diagnosticado com esteatose, 0s resultados mostraram que a massa do figado foi maior nos
animais alimentados com dieta padrdo, sugerindo maior armazenamento de glicogénio e agua,
devido ao conteddo 2,2 vezes maior de carboidratos na dieta padrdo do que na dieta
hiperlipidica'®. Estudo recente mostrou que o peso do figado de camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica por onze semanas nao foi alterado, embora o conteudo de gordura hepética
tenha sido maior que dos animais controles, assim como observado neste estudo®. No presente
estudo, a suplementacdo com hesperidina, eriodictiol e ibuprofeno protegeu o figado das
alteracdes morfoldgicas provocadas pelo consumo da dieta hiperlipidica (balonizacdo e
degradacdo dos hepatdcitos) e diminuiu o tamanho das goticulas de gordura depositadas nos
hepatocitos, mostrando o importante papel da acdo anti-inflamatoria dessas flavanonas na
protecdo contra os danos hepaticos causados pelo consumo excessivo de gordura. Fato que fica
evidenciado pelo uso do ibuprofeno que ofereceu ndo sé protecdo contra a peroxidacédo lipidica
nesse 6rgdao, como também reduziu os danos na morfologia hepatica. Embora 0 mecanismo de
acdo das flavanonas possa ser diferente do ibuprofeno, a diminuigéo da inflamagéo parece ter

papel primordial na prevencdo desses danos.
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A sobrecarga de lipidios no figado contribui para a disfuncdo das células hepaéticas,
reduzindo a capacidade de armazenamento e oxidacdo de &cidos graxos, 0 que permite que
compostos intermediérios como ceramidas e diacilgliceréis se acumulem™®. Este processo tem
sido também associado a resisténcia insulinica com consequente elevacdo da gliconeogénese e
reducdo da sintese de glicogénio no estado pés-prandial®***. Estudos anteriores indicam que a
hesperidina, eriocitrina e eriodictiol diminuem o acimulo de gordura hepética devido a sua acdo
sobre 0 PPARa e PPARy, que tem importante papel no metabolismo de lipidios e da
glicose®®112113 O desenvolvimento de esteatose hepética est4 diretamente relacionado com o
consumo exagerado de lipidios®. Estima-se que 70 a 100% da populagdo de obesos tenham
esteatose hepética, onde o excesso de gordura e o estresse oxidativo tém papel direto na sua
iniciacdo e desenvolvimento™*. Um dos indicativos de dano hepético é o aumento da proteina C-
reativa, e o consumo das flavanonas hesperidina, eriocitrina e eriodictiol, e do ibuprofeno junto a
dieta hiperlipidica, reduziu significativamente os niveis séricos dessa proteina, que é utilizada
como marcador inflamatorio sistémico. A proteina C-reativa apresenta correlacdo positiva com o
indice de massa corporal, gordura corporal, circunferéncia da cintura, glicemia de jejum,
colesterol total, triglicerideos, LDL-c e presséo arterial em humanos, sendo amplamente utilizada
no diagndstico de doencas cardiovasculares*>**.

O tecido adiposo branco, juntamente com o figado, estd envolvido em varios processos
metabolicos ligados a inflamacdo e a obesidade atraves da secrecdo de adipocinas (citocinas e
quimiocinas secretadas pelo tecido adiposo), onde diversas vias estdo envolvidas™'*®*°. O
acumulo de gordura na porcao visceral (epididimal, retro peritoneal e peri-renal) tem sido
amplamente utilizado em modelos de estudos de inflamacdo cronica, onde a obesidade é
induzida por dietas hiperlipidicas*?°*? *?2, No figado, o alto teor de gordura aumenta a atividade
do NFkB, producdo de citocinas pro-inflamatorias, infiltracdo de macrofagos e expressdo de
MCP-1, bem como 0 aumento dos niveis sistémicos de proteinas de fase aguda®’.

A suplementacdo com hesperidina, eriocitrina, eriodictiol e com ibuprofeno nos
camundongos suprimiu o estado de inflamacdo sistémica provocado pelo consumo da dieta
hiperlipidica, reduzindo significativamente a resposta prd-inflamatoria, como mostrado pela
reducdo dos niveis séricos da IL-6 e MCP-1. Ao contrario, 0s animais tratados com a dieta
hiperlipidica mostraram aumento de ambas. Existe uma relagcdo positiva entre porcentagem de
gordura corporal e aumento de citocinas pro-inflamatérias, entre elas, a IL-6, MCP-1 e TNF-
o>!®. A infiltragdo de macréfagos e células inflamatérias nos adipdcitos ocorre na mesma
propor¢do que o aumento do tecido adiposo, e a elevacdo dos niveis sistémicos de MCP-1 tem

sido associada a obesidade em humanos e roedores®*?*'%°, Niveis elevados de IL-6 foram
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associados ao acumulo de gordura no figado e nos musculos, e o consumo de dieta hiperlipidica
aumenta a expressdo génica de IL-6 nos adipdcitos e sua concentracdo no plasma e no tecido
adiposo®®. Além disso, 0 aumento dos niveis de IL-6 e TNF-a podem elevar a producdo de
proteina C-reativa no figado, levando a uma resposta inflamatéria sistémica'?®, assim como
observado neste estudo.

A inflamacdo é normalmente controlada por um balango entre citocinas pré e anti-
inflamatorias. A IL-10 possui acdo inibidora sobre mondcitos, macréfagos, células T e B, que
atuam positivamente sobre a resposta imune inata e especifica. O aumento da IL-10 impede a
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios e aumenta fungdes inibitdrias, de tolerancia, e
limpadora dessas células*?’. Porém, os resultados do presente estudo ndo mostraram alteragdes
nos niveis séricos da IL-10 e TNF-a entre os grupos, provavelmente pelo tempo de
experimentacdo. Num estudo semelhante, camundongos que consumiram dieta hiperlipidica por
3 e 8 semanas também ndo tiveram alteracdo dos niveis sistémicos de varios mediadores pro e
anti-inflamatérios, entre eles IL-6, IL-10, TNF-a e MCP-1'%,

Além de aumentar a inflamacdo, o consumo da dieta hiperlipidica aumentou também a
peroxidacéo lipidica, tanto no soro quanto no figado dos animais estudados, acompanhado pela
diminuicdo da capacidade antioxidante no soro. Este resultado indicou aumento do estresse
oxidativo e, por consequéncia, maior utilizacdo das substancias antioxidantes sanguineas,
enquanto a suplementacdo com as flavanonas aumentou a capacidade antioxidante seérica.
Todavia, este efeito ndo foi observado com o ibuprofeno. No figado, a peroxidacédo lipidica foi
reduzida pela hesperidina, eriocitrina, eriodictiol e ibuprofeno. No entanto, a peroxidacao
lipidica no soro foi reduzida somente com eriocitrina e eriodictiol, mas ndo com ibuprofeno ou
hesperidina. Foi mostrado que o eriodictiol tem o efeito antioxidante mais eficiente e protetor
contra o estresse oxidativo que varios outros flavonoides, fato que pode estar relacionado ao seu
maior nimero de hidroxilas em relagdo & hesperidina e eriocitrina*?*%.

A diminuicdo da peroxidacdo lipidica esta relacionada ao aumento dos niveis circulantes
de antioxidantes exdgenos e, provavelmente pela conservacdo e aumento da atividade de
enzimas antioxidantes como glutationa-S-transferase, glutationa peroxidase, glutationa redutase
e superéxido dismutase pelo consumo das flavanonas®?. Por outro lado, a diminuicéo do estresse
oxidativo no figado pela suplementacdo com ibuprofeno mostra a estreita relacdo entre
inflamacéo e estresse oxidativo, onde mesmo ndo alterando a capacidade antioxidante sérica ele
foi capaz de reduzir o estresse provocado pela dieta hiperlipidica nesse érgdo, que é um dos mais

afetados.
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Como mostrado neste estudo, 0 consumo de substancias capazes de suprimir a liberacéo
de IL-6 e MCP-1, e 0 estresse oxidativo, pode prevenir ou impedir o desenvolvimento de
doencas e distrbios metabdlicos provocados pela inflamacdo associada ao consumo de dietas
hiperlipidicas e acimulo de tecido adiposo™. Os resultados mostraram claramente que as
flavanonas hesperidina, eriocitrina e eriodictiol foram capazes de suprimir a resposta pro-
inflamatoria, sendo candidatas potencias para esse fim. Em concordancia aos fatos observados,
estudos epidemioldgicos tém mostrado que o consumo de frutas citricas tem uma relagdo inversa
com a incidéncia de doencas cardiovasculares, cuja principal caracteristica é a inflamacéo
sistémica®* ¥, A protecdo oferecida pelas flavanonas citricas parece estar ligada & sua agdo
antioxidante, como constatado neste estudo pela diminuicdo da peroxidacdo lipidica serica e
hepatica, impedindo a propagacédo da inflamacéo através da diminuicéo do estresse oxidativo.
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7. CONCLUSOES FINAIS

O presente estudo mostrou pela primeira vez que as flavanonas eriocitrina e eriodictiol
séo capazes de suprimir eficientemente a inflamacéo induzida pela obesidade e consumo de dieta
hiperlipidica, prevenindo danos em 6rgaos como o figado, coracdo e baco de camundongos.
Além disso, a suplementacdo com hesperidina, eriocitrina e eriodictiol se mostrou
potencialmente Util na prevencdo dos danos iniciais, causadores de distirbios metabdlicos, que

no homem, podem levar ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares.
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ANEXO 1. Aprovacéo do comité de ética em pesquisa

Protocolo CEUA/FCF/CAr n? 18/2013

Interessado: PAULA SOUZA FERREIRA

Orientadora: Prof? Dr® Thais Borges César

Projeto: Estudo da Atividade antioxidante e anti-inflamatéria da flavonoéides
citricos em camundongos submetidos a dieta indutora do estado pré-inflamatério

Parecer n? 36/2013 — Comissio de Etica no Uso de Animais

A Vice-coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais,
desta Faculdade, aprovou ad-referendum as adequacodes feitas no protocolo
do projeto de pesquisa “Estudo da Atividade antioxidante e anti-inflamatéria
da flavonoides citricos em camundongos submetidos a dieta indutora do
estado pré-inflamatério”, apresentado pela Pés-graduanda PAULA SOUZA
FERREIRA, sob orientacdo da Professora Doutora Thais Borges César, do
Departamento de Alimentos e Nutricao desta Faculdade.

O relatdrio final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
DEZEMBRO de 2013, em formulario para este fim.

Araraquara, 10 de julho de 2013.
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Profa. Dra. ALEXANDRA IVO DE MEDEIROS
Vice-coordenadora da CEUA
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