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RESUMO



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

ses animais.

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

Metaloproteinases de matriz; TIMP; Metabolomica.



ABSTRACT



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

lites present in the serum of these animals.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ranja.
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HIPOTESE
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A administragéo de suco de laranja Pera interfere com a dinamica e a compo-
sicdo da matriz extracelular miocardica e a administragdo do suco de laranja Moro,
devido a seu maior efeito anti-inflamatoério e antioxidante, tem efeito mais pronuncia-
do que o suco de laranja Pera. Acreditamos, ainda, que a ingestdo de suco de laran-
ja Moro provoque maiores alteragdes metabdlicas que o suco de laranja Pera, quan-
do avaliadas pela técnica da metabolémica.
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OBJETIVO



26

Avaliar a influéncia da ingestao de suco de laranja Pera na matriz extracelular
miocéardica e comparar com os efeitos do suco da laranja Moro em corac¢des sauda-
veis e avaliar o efeito da ingestdo de ambos os sucos na metabolémica no soro des-

ses animais.

MATERIAL E METODOS
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Delineamento experimental

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Medicina de Botucatu (parecer CEUA n°1285/2019). Foram utilizados 60 animais,
gue foram alocados em 3 grupos, com 20 animais cada: controle (C), suco de laranja
Pera (LP) e suco de laranja Moro (LM). Os animais foram mantidos em caixas com
cama de maravalha, com 2 animais por caixa, em ambiente com umidade e tempe-
ratura controladas, ciclo claro-escuro de 12 horas e livre acesso a racao.

Com relacdo a oferta de liquidos, foi feita da seguinte forma: os animais do
grupo C receberam agua com 100 g de maltodextrina por litro, para igualar os car-
boidratos do suco, a vontade, durante todo o periodo experimental. O grupo LP re-
cebeu suco de laranja pasteurizado extraido de laranja Pera, por 4 semanas, a von-
tade. O grupo LM recebeu suco de laranja Moro pasteurizado, por 4 semanas, a
vontade. Os sucos foram fornecidos pela Fundecitrus, Araraquara-SP, armazenados
em freezer a -80°C até o0 momento de sua utilizacdo. Mapelli-Brahm et al., demons-
trou em seu estudo que o processo de pausterizacdo e de congelamento pode au-
mentar a bioacessibilidade dos micronutrientes presentes no suco (29). Os liquidos
(tanto os sucos quanto a agua com maltodextrina) foram trocados a cada 24 horas e
a ingestédo foi mensurada durante todo o experimento.

Apbs o periodo de 4 semanas de oferta dos sucos, todos os animais foram
submetidos ao ecocardiograma sob anestesia leve (descrita a seguir). Apds o eco-
cardiograma, os animais foram anestesiados com tiopental sédico (120 mg/kg) para
realizacdo da eutanasia. A decaptacdo foi utilizada como método secundario por
permitir coleta de maior volume de sangue com menos risco de interferéncia na cole-
ta e hemolise. Apas, o torax foi aberto, o coracéo retirado, dissecado e armazenado
a -80°C para posteriores analises. Além disso, o sangue coletado de todos os ani-
mais foi centrifugado e armazenado a -80°C. O delineamento experimental encontra-

se resumido na figura 1.



Figura 1 - Delineamento experimental.
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4 semanas, a vontade

Ecocardiograma

Os ratos receberam anestesia leve com quetamina (50 mg/kg) xilazina (10
mg/kg) intraperitoneal e foram posicionados em decubito lateral esquerdo. O exame
foi realizado utilizando-se equipamento Vivid S6 (General Electric Medical Systems),
com transdutor multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz. Todos os exames foram realiza-
dos pelo mesmo examinador que desconhecia 0s grupos dos animais.

As variaveis estruturais foram obtidas por andalise bidimensional e foram men-
suradas as espessuras da parede posterior e do septo interventricular do ventriculo
esquerdo na diastole e diametros da aorta, do atrio esquerdo e do ventriculo es-
guerdo na sistole e diastole. Também foi mensurada a area do atrio esquerdo e do
atrio direito.

Além disso, foi obtido pelo doppler transmitral o pico de velocidade do enchi-
mento diastolico inicial (onda E), pico de velocidade do enchimento diastolico tardio
(onda A), tempo de relaxamento isovolumétrico e tempo de desaceleracdo da onde
E. O estudo foi complementado pela avaliacéo por Doppler tissular dos deslocamen-
tos sistdlico (S’), diastdlico inicial (E’) e tardio (A’) do anel mitral na parede lateral e
septal.

Com os dados obtidos, foram realizados calculos da espessura relativa da
parede posterior, fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo, relacdo E/A, tem-
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po de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca, relagdo E’/A’,

relagdo E/E’ e massa do ventriculo esquerdo (30).

Histologia

Apés a eutanasia, o ventriculo esquerdo foi seccionado transversalmente 5
mm a partir do apice e foi obtido anel com 2 mm de espessura. O anel foi colocado
em solucao de formol tamponado a 10% e permaneceu por 24 a 48 horas. Apos es-
se periodo, o material foi transferido para solucdo de etanol a 70%. As secc¢des fo-
ram incluidas em bloco de parafina. Posteriormente, o material foi cortado em micro-
tomo com espessura de 5 ym para confecgado das laminas histolégicas, que foram
coradas com Picrosirius Red, que é uma coloracéo especifica para colageno. O co-
lageno foi mensurado por densidade Optica. Foram avaliados 20 campos por lamina
e o colageno perivascular foi excluido das analises e para a analise da porcentagem
de colageno utilizou-se o software de analise de imagens Image Pro—plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA) (31).

Atividade de MMP-2 por zimografia

A zimografia foi realizada para determinar a atividade de MMP-2 no tecido
cardiaco. Aproximadamente 30 mg de tecido congelado serdo utilizados para extra-
cao de proteina em tampé&o de extracdo contendo: 50 mM Tris, pH 7,4; 0,2 M NacCl,
0,1% Triton X e 10 mM CaCl,. As amostras serao trituradas utilizando o aparelho
Ultra Turrax, 21.000 rpm e centrifugadas a 12.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O
sobrenadante sera coletado e a proteina quantificada, utilizando método de Bradford
e a concentracao final ajustada. As amostras foram diluidas em tamp&o da amostra
contendo 0,5 M Tris, pH 6,8; glicerol 50 %, e 0,05% de azul de bromofenol. O gel de
separacao utilizado foi de poliacrilamida a 8% acrescido de 1% de gelatina e a corri-
da foi realizada com aparato Bio-Radmini-protean, a 100 V por 2 horas, contendo
tampdao Tris-Glicina-SDS, pH 8,3. Apos a corrida, o gel foi lavado por uma hora em
2,5% Triton X-100 e apds, em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,4. Em seguida, o gel foi
incubado por 16 horas em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,4 com 500 mM de CaCl,, em

agitacdo continua e a temperatura de 37°C. Apos a incubacéo o gel foi corado com
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coomassie brilliant blue 2,5% por 1 hora e descorado com solugédo de 30% metanol
e 10% acido aceético. Os géis foram fotografados e analisados utilizando-se o pro-
grama GelPro 32, que mediu a area de digestdo da gelatina. A normalizacao entre
0s experimentos foi realizada pela inclusdo de um mesmo animal controle em todo
gel. A localizagcdo das MMP-2 foi confirmada utilizando-se como controle positivo a
MMP-2 recombinante de rato/camundongo (32).

Western blot

Foi empregada a técnica de Western blot para a quantificacdo da expressao
das proteinas MMP-9, TIMP-2, TIMP-4, colageno tipo | e TNF-alfa. O método foi
constituido pelas seguintes etapas:

1) Extracdo: amostras do VE foram homogeneizadas com tampéo de lise RI-
PA no aparelho de diperséo UltraTurrax. O Homogenato das amostras foi centrifu-
gado para separacao da fracdo solida e liquido sobrenadante, que foi coletado. A
concentracdo de proteina total foi obtida pelo método de Bradford utilizando curva de
BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padréo.

2) Eletroforese em gel: apds a quantificacdo de proteina, a concentracdo pro-
teica nas amostras foi igualada por meio de diluicdo com agua Mili-Q e, em seguida,
foram diluidas em tampéo Laemmli (Tris-HCI240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul
de bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5 minu-
tos. As amostras foram separadas por meio da técnica de eletroforese utilizando sis-
tema Mini-Protean 3 ElectrophoresisCell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris-HCI 240mM pH
6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolucédo (Tris-HCI 240mM pH 8,9, po-
liacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4°C. A concentracdo do gel de empilha-
mento utilizada foi de 5% e a concentragéo do gel de resolucéo variou de 10 a 15%,
de acordo com o peso molecular da proteina determinada. Para a identificacdo da
massa molecular da proteina determinada, no primeiro poc¢o do gel,foi aplicado um
padrao de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) e nos pocos seguintes as amostras foram aplicadas alternadamente. A

corrida eletroforética no gel de empilhamento foi realizada a 30 min a 50 V e a 2 ho-
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ras a 120 V no gel de resolugao (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
utilizando-se tampéo de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%).

3) Transferéncia e bloqueio: apés a corrida eletroforética, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini-TransBlot (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) em tampéo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20% e SDS 0,1%). O bloqueio dos sitios inespecificos de ligacdo do anti-
corpo primario a membrana de nitrocelulose foi realizado por meio da incubagcéo em
solucéo de bloqueio (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M, detergente Tween 20 e leite em po6
desnatado 5%) durante 120 minutos em temperatura ambiente sob constante agita-
cao.

4) Incubac&o com os anticorpos e analise: apds o bloqueio, as membranas fo-
ram incubadas com os anticorpos primarios especificos para cada proteina analisa-
da, diluidos com leite em pé desnatado 3% em solucéo basal, durante a noite a tem-
peratura de 4°C, sob constante agitacdo. ApGs a incubacdo com o anticorpo prima-
rio, as membranas foram lavadas em solucdo basal pH 8,0 por 3 vezes a cada 5 mi-
nutos e incubadas com os anticorpos secundarios especificos, diluidos com leite em
p6é desnatado 1% em solucdo basal. As membranas permaneceram incubadas por
90 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Posteriormente a
membrana foi lavada em solucdo basal pH 8,0 por 3 vezes a cada 5 minutos e a
imunodeteccéao foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia utilizando
o Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, ThermoScientific, USA
(33). As imagens foram fotografadas no analisador de imagens Carestream Molecu-
lar Imaging (Carestream Health, Inc, USA). A expressao de todas as proteinas anali-
sadas foi normalizada pela expressdo da proteinaglyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH). As imagens foram analisadas no programa Image Pro—

plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).
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Espectrometria de massas de alta resolucao

A espectrometria de massas de alta resolucdo foi empregada para avaliar as
alteracdes metabdlicas ocorridas apés a administracdo do suco de Laranja Pe-
ra(n=18) e do suco de Laranja Moro (n=17) em comparacdo com 0 grupo controle
(n=19). Para isso, amostras de soro de ratos foram coletadas e submetidas a técni-
cas analiticas para avaliacdo do perfil metabolémico. Inicialmente, as amostras de
soro dos animais foram preparadas de acordo com Melo e colaboradores (34),
sendo que para cada amostra, cinco replicatas analiticas foram avaliadas. Apés o
preparo, as amostras foram ionizadas por electrospray e submetidas a injecao direta
em espectrometro de massas de alta resolucédo (ESI-HRMS), no equipamento ESI-
LTQ-XL Orbitrap Discovery (ThermoScientific, Bremen, Germany), cuja resolucéo
nominal equivale a 30.000 (FWHM). Duas faixas de massa foram definidas para a
presente andlise, como sendo de 100-700 m/z e 700-1700 m/z, tanto no modo posi-
tivo quanto negativo de andlise, e os espectros foram analisados utilizando-se o sof-
tware XCalibur (v. 2.4, ThermoScientific, San Jose, Ca).

A identificacdo e elucidacdo estrutural dos marcadores foi realizada da se-
guinte forma: inicialmente, a analise dos biomarcadores foi realizada com base na
comparacao entre as massas experimental e tedrica utilizando-se de bancos de da-
dos online, como o METLIN (Scripps Center for Metabolomics, La Jolla, CA, USA). A
analise inicial sugeriu alguns biomarcadores com base na precisdo de massa, ex-
pressa em ppm. Dentre esses, alguns mais relevantes foram selecionados. Por fim,
a identificacao dos biomarcadores selecionados foi confirmada com base no perfil de
fragmentacao ibnica in tandem (MS/MS), utilizando o software Mass Frontier (v. 6.0,

ThermoScientific, San Jose, CA).
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Anélise estatistica

Os dados com distribuicdo normal foram apresentados em média + desvio-
padrdo. As variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram apresentadas
em mediana e valores de primeiro e terceiro quartil. As compara¢des entre 0s gru-
pos foram feitas por ANOVA de uma via ou ANOVA onRanks e foi adotada signifi-
cancia estatistica de 5% para todas as analises.

Para a andlise da metaboldmica, os dados obtidos foram analisados por meio
de estatistica multivariada, usando analise de componentes principais (PCA) e mi-
nimos quadrados parciais para analises de discriminantes (do inglés Partial Least
Squares Discriminant Analysis — PLS-DA). Por meio dessa andlise é possivel identi-
ficar as moléculas diferencialmente presentes nos grupos avaliados. A selecédo de
cada ion / biomarcador é baseada na sua importancia para cada modelo de estudo
avaliado, a qual é identificada utilizando-se o VIP score (do inglés Variable Impor-
tance in Projection score). As andlises de PLS-DA e VIP score foram realizadas por

meio do software online gratuito MetaboAnalyst 3.0 (35).
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RESULTADOS



Ecocardiograma
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Os resultados do ecocardiograma néo evidenciaram alteragbes funcionais e

estruturais nos coragdes de nenhum dos grupos (tabela 1e 2).

Tabela 1 - Frequéncia cardiaca e variaveis estruturais ao Ecocardiograma.

Variaveis Con_trole Laran_ja Pera Laranj_a Moro valor p
(n=20) (n=20) (n=20)
FC (bpm) 323178 334167 350460 0,453*
PP (mm) 1,53 (1,45-1,53) 1,53 (1,53-1,53) 1,53 (1,45-1,53) 0,306"
ERPP 0,45+0,04 0,45+0,05 0,45+0,04 0,912*
SIV (mm) 1,53 (1,53-1,64) 1,53 (1,53-1,58) 1,53 (1,53-1,65) 0,674"
DDVE (mm) 6,68+0,59 6,78+0,64 6,71+0,55 0,850*
DSVE (mm) 2,60+0,37 2,80+0,5 2,70+0,56 0,486*
AE (mm) 4,34+0,31 4,51+0,32 4,47+0,24 0,162*
Ao (mm) 3,58 (3,32-3,83) 3,58 (3,58-3,83) 3,58 (3,58-3,77) 0,238"
AE/Ao 1,21 (1,15-1,30) 1,22 (1,14-1,30) 1,22 (1,20-1,26) 0,896"
Area AE (mm?) 17,9 (14,6-20,5) 18,3 (16,3-20,6) 17,5 (16,3-19,7) 0,690"
Area AD (mm?2) 13,9 (12,0-16,9) 14,8 (13,2-16,4) 13,7 (12,7-15,6) 0,487"
Massa VE (g) 656+121 678+115 661+105 0,819*

FC: frequéncia cardiaca; PP: espessura da parede posterior;ERPP: espessura relativa da parede poste-
rior; SIV: espessura do septo interventricular;DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (VE);
DSVE: diametro sistélico do VE;AE: diametro do atrio esquerdo; AO: didmetro da aorta; Area AE: area do
atrio esquerdo; Area AD: area do atrio direito; Massa VE: Massa do ventriculo esquerdo.Os dados s&o
expressos em média = desvio padrdo para distribuicdo normal ou mediana com percentil 25 e 75 para
distribuicdo ndo normal. Valor de p: * ANOVA de uma via; # ANOVA on Ranks.



Tabela 2 -Variaveis funcionais ao Ecocardiograma.
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Variaveis Con_trole Larani'a Pera Laranj_a Moro Valor p
(n=20) (n=20) (n=20)

E/A 1,42 (1,25-1,60) 1,46 (1,38-1,62) 1,41 (1,34-1,57) 0,501%

E' médio (cm/s) 6,21+1,09 6,17+0,86 6,10+0,23 0,947*
A' médio (cm/s) 3,93+0,47 3,91+0,56 4,11+0,55 0,403*
E'/A' 1,58 (1,44-1,70) 1,54 (1,47-1,64) 1,54 (1,45-1,63) 0,591"

E/E' 14,8 (13,9-15,6) 14,4 (13,2-15,3) 13,8 (13,3-15,6) 0,502"
TRIVcor 53,4 (47,9-58,0) 53,6 (50,4-60,3) 57,2 (53,1-59,3) 0,253"
TDE (ms) 45,8+6,60 49,646,10 48,615,20 0,132*

S' médio (cm/s) 5,82 (5,47-6,00) 5,97 (5,80-6,10) 5,95 (5,72-6,22) 0,351"
Fenc 0,62 (0,58-0,64) 0,59 (0,56-0,62) 0,60 (0,56-0,64) 0,349"

E/A: relacdo entre a onda E onda A;E' médio: onda E ao doppler tissular; A' médio: onda A medida pelo
doppler tissular; onda E: velocidade de pico do enchimento ventricular precoce;onda A: velocidade de
pico do fluxo transmitral durante a contracdo atrial; TRIVcor: tempo de relaxamento isovolumétrico corri-
gido pela frequéncia cardiaca; TDE: tempo de desaceleragédo da onda E; S' médio: velocidade de fluxo
tecidual durante a sistole obtido pelo doppler tissular; Fenc: fracdo de encurtamento do ventriculo es-
guerdo. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo para distribuicdo normal ou mediana com
percentil 25 e 75 para distribuicdo ndo normal.Valor de p: * ANOVA de uma via; # ANOVA on Ranks.

Histologia

Por meio da analise quantitativa das laminas histolégicas coradas por Picrosi-
rius Red (figura 2) ndo foi observada diferenca no percentual de colageno dos gru-
pos LP e LM em comparacdo ao grupo C (C:2,33+0,66; LP:2,53+0,58; LM:
2,50+0,64%; p=0,744).

Figura 2- Cortes histologicos corados por Picrosirius Red

C LP LM
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Atividade de MMPs por zimografia

A atividade da MMP-2 pode ser observada na figura 3. Nao foi observado di-
ferenca estatisticamente significante entre os grupo na analise de atividade de MMP-

2 mensurada por meio da técnica de Zimografia (Tabela 03).

Figura 3 - Atividade da MMP-2 por Zimografia.

K P C LP M C P M C

75 kDa >

50 kDa > bmnb-2

As areas brancas no gel correspondem as areas de digestao da gelatina e,

portanto, ndo sao coradas. K= Kaleidoscope Prestained Standards; P= Controle positivo
(MMP-2 recombinante de rato/camundongo); C= Grupo Controle; LP = Grupo Laranja Pera;
LM= Grupo Laranja Moro.

Tabela 3 - Atividade de MMP-2.

Variaveis Controle LaranjaPera Laranja Moro Valor
(n=9) (n=9) (n=9) p

MMP-2 75 KDa 0,936+0,265 1,117+0,540 1,350+0,514 0,234*

MMP-2 72KDa 0,949+ 0,0727 0,984+ 0,0999 1,000+ 0,0774 0,495*

MMP-2 64 KDa 0,741(0,598 - 1,000) 0,871(0,653-1,031) 0,822(0,706 - 0,872) 0,662*

Os dados séo expressos em média + desvio padrdo ou mediana com percentil 25 e 75, em unidades
arbitrarias. Valor de p: * ANOVA de uma via; # ANOVA on Ranks.

Western blot

Foram analisadas as proteinas Colageno tipol, TIMP-2, TNF-alfa, MMP-9 e
TIMP-4. Nao foi observado diferenca estaticamente significante entre os grupos na
expressdo de nenhuma das proteinas analisadas pela técnica de Western Blot (Ta-
bela 4).



Tabela 4 - Expressao proteica analisada por Western blot
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Variaveis Controle LaranjaPera Laranja Moro Valor
(n=9) (n=9) (n=9) p

Colégeno | 1,022+0,199 1,026+0,167 1,026+0,229 0,999*

TIMP-2 1,079+ 0,372 1,223+ 0,548 0,902+ 0,325 0,297*

TNF-alfa 0,682 +0,321 0,767 +0,389 0,654 +0,280 0,759*

MMP-9 1,004 (0,883-1,246) 1,098 (0,821-1,450) 1,119 (0,859-1,472) 0,647"

TIMP-4 1,000 (0,839-1,115) 1,081 (1,007-1,179) 1,016 (0,823-1,229) 0,588"

Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo ou mediana com percentil 25 e 75, em unidades

arbitrarias. Valor de p: * ANOVA de uma via; # ANOVA on Ranks.

Espectrometria de massas de alta resolugéo

A analise de metabolémica identificou alteracdes na intensidade de sinal para

diferentes metabdlitos no grupo LP em comparacao ao grupo C (grafico 1 e 2) e no

LM em comparacao ao grupo C (grafico 3 e 4), revelando que a administracdo do

suco de laranja Pera e do suco de laranja Moro foi capaz de causar alteracdes na

concentracdo de metabdlitos nos grupos LP e LM em comparacédo ao grupo C.

Nos gréficos de VIP score podemos observar as massas dos principais meta-

bélitos selecionados, responséaveis pela discriminagdo entre os grupos LP e C (gréfi-

co 5 e 6) e entre os grupos LM e C (grafico 7 e 8).
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Gréficol - Agrupamento dos grupos LP e C por meio da andlise discriminante
por minimos quadrados parciais (PLS-DA), a faixa de massa de 100 a 700 m/z, no
modo positivo de analise.
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Grafico 2 - Agrupamento dos grupos LP e C por meio da analise discrimi-

nante por minimos quadrados parciais (PLS-DA), a faixa de massa de 700 a 1700
m/z, no modo positivo de analise.
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Gréfico 3 - Agrupamento dos grupos LM e C por meio da andlise discrimi-

nante por minimos quadrados parciais (PLS-DA), a faixa de massa de 100 a 700

m/z,
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Gréfico 4 - Agrupamento dos grupos LM e C por meio da analise discriminan-

te por minimos quadrados parciais (PLS-DA), a faixa de massa de 700 a 1700 m/z,

no modo positivo de analise.
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Gréfico 5 - Andlise das variaveis importantes na projecao (VIP).
Principais massas de baixo peso molecular (100 a 700 m/z) responsaveis pela dis-

criminacao entre o grupo LP e grupo C.
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Gréfico 6 - Andlise das variaveis importantes na projecao (VIP).
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Principais massas de alto peso molecular (700 a 1700 m/z) responsaveis pela dis-

criminacgao entre o grupo LP e grupo C.
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Gréfico 7 - Andlise das variaveis importantes na projecao (VIP).
Principais massas de baixo peso molecular (100 a 700 m/z) responsaveis pela dis-

criminacao entre o grupo LM e grupo C.
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Gréfico 8 - Andlise das variaveis importantes na projecao (VIP).
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Principais massas de alto peso molecular (700 a 1700 m/z) responsaveis pela dis-

criminacao entre o grupo LM e grupo C.
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Marcadores identificados por meio da espectrometria de massa in tandem

Por meio da espectrometria de massas in tandem e busca nos bancos de dados de metabdtilos, foi possivel selecionar e

identificar 3 moléculas no soro dos animais do grupo LP (tabela 4) e 6 moléculas no grupo LM (tabela 5) ,que foram marcadores

diferenciais em comparacéo ao grupo C.

Tabela 4 - Moléculas que difereriram pelo PLS-DA na andlise do soro do grupo LP comparado com o grupo C no modo de ion posi-

tivo.

Massa exata MS/MS Massa tedrica Aduto MID? Molécula Erro (ppm)
476,3168 325, 572, 755, 492, 843 476,3159 [M+H]" 75476 N-docosahexaenoylphenylalanine -1,889502324
709,6141" 485 - 493 - 659 - 507 709,6135 M+H-H20]" 59046 DG(44:5)a -0,845530701
734,6044" 615 - 703 - 367 - 418 734,6058 [M+H]" 77570 PE(O-36:0)a 1,905784027

HRMS biomarcadores eleitos pelo PLS-DA associados ao VIP score. Identificacdo baseada em espectrometria de massas in tandem e bancos de dados

4o ibnica. M: massa; H: hidrogénio, O: oxigénio. DG: diglicerideo; PE: Phosphatidylethanolamine. MID* = ME-

metaboldmicos. MS/MS = Perfil de fragmenta
’S faixa Pde massa de 700 a 1700 m/z. * = (nimero de carbono:ligacdo dupla)

TLIN ID; "= faixa de massa de 100 a 700 m/z; *=
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Tabela 5 - Moléculas que difereriram pelo PLS-DA na andlise do soro do grupo LM comparado com o grupo C no modo de ion posi-
tivo.

Massa exata MS/MS Massa tedrica Aduto MID? Molécula Erro (ppm)
181.9853" 165 - 136 - 112 1.819,850 [M+K] 72080 N-formylmaleamicacid -1,6484875
197.0893" 127-134-179-81 1.970,897 [M+Na] 3303 N2-Acetyl-L-ornithine 2,0295327
361.1639" 305-291-231- 213 3.611,646 [M+H] 93640 Casegravol isovalerate 1,9381745
435.1981 403 - 393 - 365 - 417 4.351,989 [M+Na] 94192 Abscisicalcohol 11-glucoside 1,8382399
455.1968" 437 - 385 - 315 - 329 4.551,959 [M+K] 58642 CPA(18:2) -1,9771707
779.3994" 659 - 719 - 709 - 733 7.793,979 [M+K] 86383 Torvoside C -1,9245625

HRMS biomarcadores eleitos pelo PLS-DA associados ao VIP score. Identificacdo baseada em espectrometria de massas in tandem e bancos de dados
metabolémicos. MS/MS = Perfil de fragmentac&o idnica. M: Massa; K: potassio; Na: sodio; H: hidrogénio. CPA: 4cido fosfatidico ciclico. MID® = METLIN ID; =
faixa de massa de 100 a 700 m/z; *= faixa de massa de 700 a 1700 m/z. * = (nimero de carbono:ligacdo dupla)
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A identificagdo das moléculas selecionadas pelo PLS-DA na andlise do soro
dos grupos LP e LM esta descrita a seguir.

Moléculas identificadas no grupo LP

N-docosahexaenoylphenylalanine

Este marcador pertence a classe de compostos organicos denominados como
fenilalanina e derivados. Estes compostos sdo moléculas que contém fenilalanina ou
um derivado gerado pela reacéo da fenilalanina no grupo amino ou no grupo carboxi
ou da substituicdo de qualquer hidrogénio da glicina por um heterodtomo, pertencen-

tes a e subclasse de N-acylamines (figura 4) (36).

Figura 4 - Estrutura quimica da N-docosahexaenoylphenylalanine.

Fonte: (KIM et al., 2019).

DG(44:5)

Este marcador € um diglicerideo formado por duas cadeias de acidos graxos
ligadas por meio de uma ligacdo covalente a uma molécula de glicerol através de
ligacGes éster. Os diglicerideos podem ter muitas combinacdes diferentes de acidos
graxos ligados nas posi¢cdes C-1 e C-2. O DG(44:5) consiste em uma cadeia de aci-
do eicsoatetraendico na posi¢cdo C-1 e uma cadeia de acido nervénico em a posicao
C-2 (figura 5) (32).
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Figura 5 - Estrutura quimica da DG(44:5).

(=)

Fonte: (WISHART et al., 2018).

PE(0-36:0)

E uma molécula pertencente a classe de fosfolipideos, no qual s&o conheci-
das as posicdes e a composicao relativa de acidos graxos individuais ou alcoois gra-
X0S, mas sua estrutura precisa é desconhecida (37). A PE € um dos principais fosfoli-
pideos componentes da membrana celular, estando localizados, principalmente, no folhe-

to interno da membrana plasmaética (figura 6) (38).

Figura 6 - Estrutura quimica da PE(O-36:0).

Fonte: (WISHART et al., 2018).
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Moléculas identificadas no grupo LM
N-formylmaleamicacid

O N-formylmaleamicacid é um precursor no metabolismo da nicotinamida (vit.
B3) e também esta envolvido no metabolismo de microorganismos em diferentes

ambientes (figura 7) (39,40).

Figura 7 - Estrutura quimica do N-formylmaleamicacid.

Fonte: (KIM et al., 2019).
N2-Acetyl-L-ornithine

Esta molécula pertence a classe de compostos organicos conhecidos como
N-acil-L-alfa-amino&cidos e é precursora na sintese de diversos aminoacidos, dentre
eles a L-arginina (figura 8) (35,36).

Figura 8 - Estrutura quimica da N2-Acetyl-L-ornithine.

o
u ‘
N

Fonte: (KIM et al., 2019).
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Casegravol isovalerate

Esta molécula pertence a classe de compostos aromaticos policiclicos con-
tendo uma porc¢ao 1-benzopirano com um grupo cetona no atomo de carbono C2 (1-

benzopiran-2-ona), denominados cumarinas e derivados (figura 9) (36).

Figura 9 - Estrutur quimica da Casegravolisovalerate.

o

©»

Fonte: (KIM et al., 2019).

Abscisicalcohol 11-glucoside

Esta molécula pertence a classe de compostos organicos conhecidos como
glicosideos terpenos e é uma intermediario na biossintese do acido abscisico (ABA)
(figura 10) (36,41).

Figura 10 - Estrutura quimica da Abscisicalcohol 11-glucoside.

P
e

Fonte: (KIM et al., 2019).
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CPA(18:2)

Este molécula pertence a classe de compostos organicos conhecidos como
acido fosfatidico ciclico (CPA), no qualo fosfato ciclico ocupa dois locais de substi-
tuicdo de glicerol, podendo apresentar diferentes combina¢cdes de acidos graxos de
diferentes comprimentos e saturacdo associados ao C-1(36). O CPA é um mediador
fosfolipidico, o qual esta presente em uma grande variedade de organismos, incluin-
do seres humanos (figura 11) (42).

Figura 11 - Estrutura quimica do CPA(18:2)

Fonte: (KIM et al., 2019).

Torvoside C

by

O torvoside ¢ € molécula encontrada em frutas, que pertence a classe de
compostos orgéanicos conhecidos como saponinas esteroidais (SE). Sdo saponinas

nas quais a porgédo aglicona € um esteroide (figura 12) (36).



Figura 12 - Estrutura quimica da Torvoside C

HO

Fonte: (WISHART et al., 2018).

HO

OH

CH;
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DISCUSSAO
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Diversos estudos tém avaliado a influéncia da administracdo de componentes
da laranja, como a naringenina e hesperidina, na matriz extracelular em diferentes
modelos experimentais. Entretanto, todos esses estudos avaliaram apenas um com-
ponete do suco de forma isolada e em condi¢des patoldgicas (21,22,23,24). Nesse
contexto, torna-se relevante o objetivo do presente estudo, que foi avaliar a influén-
cia da ingestdo do suco de laranja Pera (Citrus sinensis) e do suco de laranja Moro
[Citrus sinensis (L.) Osbeck] na regulacdo da dinamica e composi¢cao da matriz ex-
tracelular miocardica de ratos saudaveis.

Em relagéo a avaliagdo da composicéo estrutural da MEC,examinamos a ex-
pressao do colageno tipo 1, que representa 85% do colageno em miocardio sauda-
vel, sendo a principal proteina estrutural do coracéo (2,4). Os resultados obtidos por
meio da técnica de western blot e coloracédo histolégica por picrosirius red ndo mos-
traram alteracbes na expressao de coldgeno na comparagéo entre 0S grupos.

Para avaliacdo de componenentes relacionados a manutencdo da MEC,
examinamos a expressdo do inibidores de MMPs, TIMP-2 e 4 e a atividade e ex-
pressdo de MMP-2 e -9, que séo essenciais para o equilibrio entre a producéo e de-
gradacéo da MEC (4). Os resultados obtidos por western blot ndo evidenciaram alte-
racdes na expressdo de MMP-9 e TIMP-2 e 4, assim como n&o foi observado altera-
cOes na atividade de MMP-2, analisada pela técnica de zimografia.

Estes resultados podem ser parcialmente explicados por se tratar de um mo-
delo experimental sem agressdo miocardica. Em situacéo fisiologica, a atividade de
proteinas que regulam a composicdo da MEC, como os TIMPs e MMPs néo se
apresentam muito alteradas. Consequentemente, ndo ha alteragbes significativas
dos componentes estruturais da MEC, como o Colageno tipo 1. Por conta das modi-
ficagbes da MEC em situages fisiologicas ndo ser tao intensa, torna-se mais dificil
identificarmos alteragdes mais sutis. Se considerassemos modelo experimental com
agressao miocardica, esses resultados poderiam ser diferentes. Todavia, é impor-
tante ressaltar que o fato de ndo observarmos altera¢des na dindmica e composicao
da MEC indica que a ingestdo de ambos os sucos de laranja é segura em situacdes
fisiologicas.

Adicionalmente, os resultados obtidos pela espectrometria de massas de alta
resolucéo, realizada no soro do animais, revelaram diferencas entre os metabalitos
presentes nos grupos controle e tratados com suco de laranja Pera e Moro. ldentifi-

camos maior intensidade de metabolitos que séo precursores de moléculas que se
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relacionam com vias e processos biolégicos que interferem com a MEC, como a in-
flamacao e o equilibrio redox nos grupos tratados com ambos os sucos de laranja.
Também foi identificados metabdlitos que atuam regulando o metabolismo e a ativi-
dade de moléculas, como as MMPs e os TIMPs, os quais participam na regulacéo
da composicdo da MEC.

Como descrito anteriormente, 3 moléculas foram identificadas no soro dos
animais do grupo LP que foram marcadores diferenciais em comparacdo ao grupo
C: N-docosahexaenoylphenylalanine, DG(44:5) e PE(O-36:0).

A N-docosahexaenoylphenylalanine € um composto pertencente ao grupo de
fenilalanina e derivados, sub classe das N-acylamines (32). As propriedades biolégi-
cas dessa moléculas ainda néo estéo elucidadas na literatura. No entanto, sabe-se
gue as N-acylamines sdo uma familia de moléculas relacionadas a sinalizacao en-
dogena que atuam na regulacdo da dor e da inflamacao.

O processo inflamatorio causa alteragdes na dindmica e composicdo da MEC,
como ativacdo de metaloproteinases, proliferacdo de fibroblastos e perda progressi-
va de midcitos por meio de apoptose. Nesse contexto, a molécula N-
docosahexaenoylphenylalanine, sendo um membro da classe das N-acylamines,
torna-se um importante alvo de estudo, a fim de verificar sua possivel agcdo como
fator protetivo dessas alteragdes na MEC subsequente a inflamacao (43).

O DG(44:5), pertence ao grupo do diglicerideos. Os diglicerideos séo precur-
sores dos triglicerideos, que sao formados pela adicdo de um terceiro acido graxo ao
diglicerideo por meio da acéo da enzima diglicerideoaciltransferase.(32). Nao encon-
tramos evidéncias da participacdo desta molécula em algum processo que esteja
associado a MEC.

Interessantemente, este diglicerideo foi identificado como marcador diferenci-
al somente no grupo LP. Esse achado sugere que a ingestdo do suco de laranja Pe-
ra pode ter interferido no metabolismo lipidico no grupo LP.

A PE(O-36:0) € uma molécula que pertence ao grupo do fosfolipideos, sendo
um dos principais componentes da membrana celular (37,38). Em estudo in vitro
realizado com células mutantes com reducdo de PE, observou-se interrupcdo do
crescimento celular no processo da citocinese, demonstrando que essa molécula
desempenha um papel crucial no processo de divisdo celular (38). Adicionalmente,
em um outro estudo in vitro também foi observado que a PE é mobilizada do folheto

interno para o folheto externo da bicamada lipidica da membrana plasmatica nas



56

fases iniciais da apotose (44). Podemos observar que a PE desempenha um papel
fundamental no ciclo celular. No entanto, ndo encontramos evidéncias de sua parti-
cipacédo direta na modulacdo na composicéo e dinamica da MEC.

Ja no grupo LM, foram identificadas 5 moléculas, que foram marcadores dife-
renciais em comparagdo ao grupo C: N-formylmaleamicacid, N2-Acetyl-L-ornithine,
Casegravolisovalerate, Abscisicalcohol11-glucoside, CPA(18:2) e Torvoside C.

A N-formylmaleamicacid € precursor na sintese da nicotinamida ou niacina
(vit. B3). A nicotinamida tem uma importante participacdo em diversos processos
fisioldgicos, como a regulacdo da inflamacéo e sinalizacdo celular, além de ser es-
sencial para a sintense das enzimas NAD+/ NADH eNADP+/ NADPH, que atuam no
metobolismo energético das células e na regulacdo do estado redox (39,40,45). O
aumento do estresse oxidativo desempenha um importante papel na ativacdo das
meloproteinases da MEC.

Nesse contexto, 0 aumento da intensidade do N-formylmaleamicacid, como
precursor da niciacina, poderia constituir um possivel alvo de estudo dos efeitos an-
tioxidantes do suco de laranja, especialmente em modelos experimentais que envol-
vam remodelacao cardiaca, como cardiotoxicidade induzida por quimioterapicos (33)
e miocardiopatia induzida pela exposicdo a fumaca do cigarro (32), em que ha au-
mento da ativacdo de MMP consequente ao aumento do estresse oxidativo.

A N2-Acetyl-L-ornithine, € uma molécula precursora na biossintese do ami-
noacido L-arginina (39,40). A L-arginina € um aminoacido essencial, e sua suple-
mentacao tem sido realizada em algumas situagfes clinicas, como na encefalopatia
hepatica na cirrose, aléem de ser amplamente estudada em outras situacdes patol6-
gicas por ser precursor na sintese de 6xido nitrico (NO) (46).

O NO é um radical livre, que possui um papel essencial como fator de prote-
cao vascular por meio da manutencao do ténus vascular, regulacdo da presséo san-
guinea e prevencao da agregacao plaquetaria no vasos, além de atuar como media-
dor citotoxico de células imunes efetoras, agindo na destruicdo de patdégenos e célu-
las tumorais e de desempenhar a funcéo de sinalizador e mediador em diversos pro-
cessos fisioldgicos. Entretanto, em situacdes de estresse oxidativo, o0 NO é potenci-
almente toxico (47).

Interessantemente, O'Sullivan et al., apresentam em sua revisdo diversos es-
tudos que tém evidenciado a participacdo do NO na modulagdo da expresséo e ati-

vidade da MMP-9. No entanto, o resultados destes estudo sao conflitantes, uma vez
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gue o NO parece atuar tanto na inibicdo quanto na ativacdo da MMP-9 (48). Nesse
contexto, sabendo que a N2-Acetyl-L-ornithinepode ser metabolizada em NO, o qual
regula a atividade da MMP-9, acredita-se que o aumento dessa molécula identifica-
da no grupo LM, poderia interferir na dinamica e composi¢cao da MEC.

O Casegravol isovalerate € uma molécula da classe das cumarinas, que séo
naturalmente encontrada em plantas, inclusive em citricos (32,43). As cumarinas sao
moléculas que pertencem a familia das benzopironas, naturalmente derivadas de
plantas, especialmente, em frutas citricas, entretanto, também podem ser obtidas
sinteticamente. Sua utilizacdo tem sido empregada em terapias para diversas pato-
logias, devido a ampla variedade de atividades biolégicas, como fator anticoagulan-
te, antitumoral, antifingico e antioxidante (36,49).

Deng e colaboradores, desenvolveram um novo composto derivado de cuma-
rina, o qual foi testado em modelos in vitro e in vivo de fibrose pulmonar. A adminis-
tracdo do composto no modelo in vitro, foi capaz de diminuir a expressao proteica
induzida pelo TGF-beta de COL1A1, a-SMA e p-Smad3. Ja no modelo in vivo obser-
vou-se diminui¢do do infiltrado inflamatorio, que também pode estar associado a ini-
bicdo da via do TGF-beta e atividade anti-inflamatéria do composto (50).

Adicionalmente, foi observado diminuicdo da expressao de colageno 1 e Fi-
bronectina e impedimento da via de sinalizagdo do TGF-beta pela angiotensina Il no
modelo experimental de remodelamento da matriz extracelular (MEC) induzida por
angiotensina Il em cultura celular priméria de fibroblastos cardiacos de ratos tratadas
com esoparona, cumarina presente em diversos citricos, incluindo uma grande vari-
edade de laranjas (51-53).

Diante do exposto, observa-se que ha evidéncias que 0os compostos perten-
centes a classe das cumarinas e derivados, como o Casegravol isovalerate, podem
inibir processos biolégicos que culminam em alteracdes na dinamica e composi¢cao
da MEC.

O Abscisicalcohol 11-glucoside € um intermediario da biossintese do acido
abscisico (ABA) (36,41) . E um fito-horménio que desempenha importantes funcdes
nos processos fisioldgicos de plantas, como a germinacdo de sementes, desenvol-
vimento de raizes e ativacdo de mecanismos de tolerancia ao estresse abidtico.
Além disso, este fito-horménio também é responsavel pela sintese de flavonoides
em frutos de diversas variedades, incluindo as antocianinas (54-57).
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Nesse contexto, 0 aumento do Abscisicalcohol 11-glucoside no grupo LP po-
de ser atribuido a algum processo fisioldgico ocorrido na laranja Moro que culminou
no aumento da via de sintese do ABA.

Apesar de termos encontrado algumas evidéncias da acdao fisiolégica do ABA
em mamiferos, ndo encontramos estudos especificos sobre o Abscisicalcohol 11-
glucoside (58,59). Sendo assim, a acdo desta molécula em algum processo fisiologi-
CO que possa interferir na composicao e dinamica da MEC ainda permanece desco-
nhecido.

O CPA(18:2), pertence a classe de compostos organicos conhecidos como
acido fosfatidico ciclico (CPA), o qual esta presente em uma grande variedade de
organismos, incluindo seres humanos (42). O CPA atua em diversas funcdes biolo-
gicas, incluindo regulac&o antimitogénica do ciclo celular, inibicdo da invasédo de cé-
lulas tumorais e metastases e regulacao da diferenciacao e sobrevivéncia de células
neuronais (42,60,61). Estudos tém evidenciado que o CPA induz a sintese de acido
acido hialurénico em modelos de estudos in vivo e in vitro (62,63).

N&o encontramos evidéncias da participacao direta do CPA na modulacéo da
matriz extracelular cardiaca. Contudo, € importante ressaltar que o acido hialurénico
€ um dos principais componentes da matriz extracelular dos vertebrados, estando
presente nos tecidos conjuntivos, nos olhos, nas articulacdes e nas valvulas cardia-
cas, além de desempenhar um papel fundamental na manutencéo no amortecimento
e na lubrificacdo do corpo (64). Adicionalmente, existe evidéncias que o acido hialu-
rénico é capaz de modular, por meio de receptores especificos, a inflamacéo, migra-
cao celular e angiogénese, que sao as principais fases do processo de cicatrizacao
(65). Portanto, acreditamos que o aumento da intensidade de CPA, como um modu-
lador da inflamacéo e da sintese de &cido hialurénico, pode interferir na matrix extra-
celular miocardica.

O torvoside ¢ € molécula encontrada em frutas, que pertence a classe de
compostos organicos conhecidos como saponinas esteroidais (SE) (36). As saponi-
nas sao substancias encontradas em uma variedade de plantas. Sdo substancias
provenientes do metabolismo secundario das plantas superiores, relacionados, prin-
cipalmente, com o sistema de defesa contra agentes biéticos (66).

Esta molécula tem sido amplamente estudada devido a suas variadas propri-
edades terapéuticas, como agente antimicrobiano, imunomodulador, anti-oxidante e

anti-inflamatério (67). Adicionalmente, estudos tem evidenciado a capacidade das
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SE de modular a matriz extracelular em diferentes modelos de estudo. Em modelo
experimental de nefropatia diabética em ratos tratados cronicamente com SE, foi
observado diminuicdo de colageno-1 e fibronetcina (68).

Em estudo in vitro com células de cancer de préstata foi observada inibicdo
da expressao e da atividade de MMP-2 e 9 e do fator de transcricdo nuclear kappa
B (NFKb), além do aumento da atividade de TIMP-2 com a administracdo de SE
(69). Em modelo experimental de cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, os
animais tratados com SE apresentaram diminuicdo da expressao de TNF-a, interleu-
cina-6 (IL-6), interleucina-1-beta (IL-1b), além de diminuir a atividade de proteina
quinase ativada por mitdégeno 38 (p38 MAPK), suprimindo a resposta inflamatéria
(70).

Considerando o exposto, podemos observar que as saponinas esteroidais sao
substancias promissoras no tratamento de patologias que envolvem processos que
culminam em alteragdes da MEC. Sendo assim, o torvoside ¢, se torna um impor-
tante alvo de estudo em modelos de avalicdo de alteracées na MEC.

Apesar de termos observado, por meio da analise de espectrometria de mas-
sa de alta resolucdo, que o suco de laranja Moro provocou maior intensidade de
maior nimero de moléculas que podem estar relacionadas com alteracdes na MEC,
iSso ndao se relacionou com alteracdes na expressao e atividade de componentes da
matriz extracelular miocardica. Adicionamente, € importante ressaltar que a andlise
de espectrometria de massa de alta resolucdo foi realizada no soro dos animais.
Sendo assim, as moléculas identificadas podem ser proveniente de diferentes sitios
gue néo so o tecido cardiaco.

A identificacdo desses metabdlitos no soro de animais saudaveis que ingeri-
ram suco de laranja constitui resultado inédito, uma vez que ndo conseguimos identi-
ficar nenhum estudo que tenha avaliado a metabolémica apds ingestdo de suco de
laranja. Esses achados podem contribuir para maior compreensao dos efeitos bené-
ficos da administragdo do suco de laranja ja demostrados em estudos que envolvem
situacdes patoldgicas (18,20,21,27) e também seus efeitos benéficos para a saude,

mesmo em situacdes fisioldgicas.



60

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

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