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RESUMO:

Hesperidina é um flavonodide citrico cuja estrutura quimica € constituida pela aglicona
hesperitina ligada aos acUcares glicose e ramnose. A adicdo de outra unidade de
glicose a molécula de hesperidina resulta em sua forma sintética denominada glicosil
hesperidina (G hesperidina). A hesperidina sdo atribuidas diferentes atividades
biolégicas, tais como antioxidante, hipolipidémica, antitumoral, anti-inflamatoria, entre
outras. Relatos anteriores mostram que a presenca de grupos glicosidicos nos
flavonoides altera a absorcdo e a funcionalidade destes compostos. Assim, o objetivo
foi avaliar em ratos os efeitos da hesperitina, hesperidina e G-hesperidina nos
biomarcadores de estresse oxidativo (substancias reativas ao acido tiobarbitarico-
TBARS), na defesa antioxidante (enzimas superéxido dismutase-SOD e catalase-CAT)
e no perfil de lipides plasméticos e de acidos graxos hepatico. Ratos Wistar machos
foram divididos em 4 grupos (n=6) e suplementados oralmente por 30 dias com 1mmol /
kg de peso corpéreo de hesperitina, hesperidina e G- hesperidina usando salina como
controle. Os compostos também foram avaliados quanto a capacidade antioxidante in
vitro pelos métodos de DPPH e FRAP. A capacidade antioxidante in vitro da aglicona
hesperitina mostrou ser superior a seus derivados glicosilados (p<0,05). Por outro lado,
nos animais ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de TBARS e
CAT bem como nao houve alteracdo no perfil de acidos graxos hepatico entre os
grupos. A enzima hepética SOD teve seus niveis aumentados nos grupos
suplementados com hesperidina e hesperitina comparados ao controle, mostrando um
possivel efeito protetor destes compostos. Os trés grupos suplementados mostraram
tendéncia na reducao de triglicérides e LDL- colesterol e reducao significativa do indice
aterogénico (IA). Os resultados apontam que embora a forma aglicona (hesperitina)
mostre maior potencial antioxidante in vitro do que as formas glicosiladas (hesperidina e
G-hesperidina), os trés compostos mostraram um efeito similar no sistema oxidante-
antioxidante em ratos.

Palavras-chave: hesperitina, capacidade antioxidante, metabolismo lipidico
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ABSTRACT:

Hesperidin is a citric flavonoid with a chemical structure consisting of the aglycone
hesperitin linked to the sugars glucose and rhamnose. The addition of another glucose
unit to the hesperidin molecule results in a synthetic form known as glycosyl hesperedin
(G-hesperedin). Hesperidin has been attributed various biological properties such as
antioxidant, antitumor, anti-inflammatory and hypolipidemic activity. Reports have shown
that the presence of glycosidic groups in flavonoids alters their absorption properties
and functionalities. Thus, this research aimed to assess the effects of hesperitin,
hesperidin and G-hesperidin on oxidative stress biomarkers (substances reactive to
thiobarbituric acid-TBARS), on antioxidant defense (superoxide dismutase-SOD and
catalase-CAT enzymes), and on plasma lipid and hepatic fatty acid profiles in rats. Male
Wistar rats were divided into four groups (n=6) and supplemented orally for 30 days with
1 mmol/kg body weight of hesperitin, hesperidin and G-hesperidin using saline as a
control. DPPH and FRAP methods were used to assay compounds’ antioxidant activity
in vitro. Antioxidant activity of aglycone hesperitin in vitro was superior to that of the
glycosylated derivatives (p<0.05). However, no significant differences were observed in
TBAR and CAT levels and there were no alterations to hepatic fatty acid profiles among
the groups. Increased levels of the hepatic enzyme SOD were detected in the
hesperidin and hesperitin-supplemented groups compared to the control group,
indicating a possible protective effect associated to those compounds.

The three supplemented groups showed a tendency to reduction of triglycerides and
LDL-cholesterol and a significant reduction of the atherogenic index (Al). Results
indicate that although the aglycone form (hesperitin) shows greater antioxidant potential
in vitro than the glycosylated forms (hesperidin and G-hesperidin), the three compounds
have similar effects on the oxidant-antioxidant system in rats.

Key words: hesperitin, antioxidant activity, lipid metabolism

viii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS:

Aam absorbancia das amostras

Ac absorbancia do controle

ACAT acetil-CoA-colesterol aciltransferase
AG acidos graxos

AGMI acidos graxos monoinsaturados
AGPI acidos graxos poli-insaturados

AGS acidos graxos saturados

ALT alanina aminotransferase

AST aspartato aminotransferase
ANOVA one way analysis of variance

Apo B apoproteina B

Apo E apoproteina E

BF; trifluoreto de boro

BHT butil hidroxi tolueno

CAT catalase

CG cromatografia gasosa

DHA acido docosaexaenadico

DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

DNA acido desoxirribonucléico

ER espécie reativa

ERC espécie reativa de carbono

ERCI espécie reativa de cloro

ERN espécie reativa de nitrogénio

ERO espécie reativa de oxigénio

ERS espécie reativa de enxofre

FRAP potencial antioxidante de reducao do ferro
GSH glutationa reduzida

GSSG glutationa oxidada

GPx glutationa peroxidase

GR glutationa redutase

HDL lipoproteina de alta densidade
HMG-CoA redutase hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase
IA indice aterogénico

LDH lactato desidrogenase

LDL lipoproteina de baixa densidade
LOOH hidroperoxido lipidico

LPO lipoperoxidacao

IDL lipoproteina de moderada densidade
MDA malondialdeido

MDH malato desidrogenase

iX



MPT
NAD"
NADPH
nm

Nos
PBS
PMF
SOD
TBA
TBARS
TEP
TAG
TPTZ
Tris

uv
UV/VIS
VLDL

proteina microssomal de transferéncia de triglicerideos
nicotinamida adenina dinucleotideo
nicotinamida adenina dinucleotidio
nandometro

oxido nitrico endotelial

solucéo salina tamponada

flavonas polimetoxiladas

superoxido dismutase

acido tiobarbiturico

substancia reativa ao acido tiobarbiturico
tetratoxipropano

triacilglicerol

trifeniltetrazolium
tris-hidroximetilaminometano

ultravioleta

espectroscopia ultravioleta visivel
lipoproteina de muita baixa densidade



LISTA DE TABELAS:

Tabela 1: Principais agentes de defesa antioxidante (SIES @ STAHL, 1995)......cccccecvieeeeeiieeecceee e, 8

Tabela 2: Niveis de asparato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) em ratos controle
suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina. Os dados representam a média +DP de 12
EXPEIIMENTOS «.neeiiieiteeee ettt et e e e ettt e e e e e s e bbbttt e eeeeesauabsbeteeeeesas s abebaeeeeeesasansbebaeeeeeeeaasnbetaeeeeessasannrraaaeeas 44

Tabela 3: Perfil lipidico plasmatico de ratos controle e suplementados com hesperitina , hesperidina e G-
LTy 1< e o - S 45

Tabela 4. Composicao de acidos graxos dos lipides totais do figado de ratos controle e suplementados
com hesperitina, hesperidina @ G-hesperiding ..........ccccuiieiiiii e e e e e e 46

Xi



LISTA DE FIGURAS:

Figural: Resposta celular as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (adaptado de VASCONCELOS et

OL.y 2007 )ttt h et h ettt e h e et e e bt e h e et eh e et e eheea b e eheeh e e beeheea e e bt eat e besheentenbeeaeens 4
Figura 2: Representacdo geral das fases da lipoperoxidacdo (KRINSKI, 1988). ......ccccvuveeeecriieeeecireeeeiieeeeens 6
Figura 3: Atividade da superéxido dismutase (SOD) citoplasmatica (FELIPE, 2011) ......cccccvveevcvveeeeinnennnn. 10
Figura 4: Atividade da superéxido dismutase (SOD) mitocondrial (FELIPE, 2011) .....cceeevecvveeecciieeeeciieenn, 10
Figura 5: Atividade da catalase (CAT) (FELIPE, 2011).....cceiciiieeeiiiieeeieee e eciteeeectre e e eeveeeeeenrae e e s nreeessnnaeeean 11
Figura 6: Acdo antioxidante da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). ...ueeeecceeeeeccieeeecieee e e, 11
Figura 7: Atividade da glutationa peroxidase GPx (FELIPE, 2011). .....cceeviiiieieeiiiiee et e e 12
Figura 8: Estrutura basica dos flavondides (BEHLING et al., 2004)..........cccueevceeeireeeiieeecireecreescieeesveeesveenn 13
Figura 9: Estrutura quimica dos flavondides e suas diferentes classes (RAVISHANKAR et al., 2013). ........ 14

Figura 10: Caracteristicas estruturais dos flavondides responsaveis pela captacao efetiva de radicais livres
(GOIMES €1 G1.,2008). ...uveeeeereeeeeeireee ettt e e ettt e eeereeeeeebaeeeeetaaeeeestbaeeeeassaeeeeasssesesasssesesasssesesasssesesasssesesannseeenns 16

Figura 11: Possiveis locais de ligacdo de ions metalicos (Mn+) dos flavondides (GOMES et al.,2008). ...... 17

Figura 12: Estruturas quimicas da hesperitina, hesperidina e G- hesperidina. .......ccccccevvevinieeniieersieenneenn 18
Figura 13. Hidrdlise enzimatica da G-hesperidina e hesperidina (YAMADA, 2006). .......cccceevvvercveeeirveennnennn 27
Figura 14: Esquema geral do metabolismo de flavondides citricos (adaptado de GARCIA, 2007). ............ 28

Figural5: Curva de calibracdo com tetraetoxipropano (TEP) para medida das substancias reativas ao
ol [0 [0 TR [o] o T= T o1 U ol TSR 33

Figura 16: Forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH (ALVES et al, 2010). .....cccovveeeecrreeeecrieeeecireeenn, 37

Figura 17: Medida das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em figado de ratos controle e
suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina. Os dados representam a média = DP para
12 EXPEIMENTOS tetiiiiiiiiiiiiieiee et e ettt et e e e e s st e et e e e e ssssabberaeeeeessasssebaaaeeesssssssssseaeeeesssssssssseeeeesssnsssssesneeeesssnnns 40

Figural8: Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em figado de ratos controle e suplementados
com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina. Os dados representam a média + DP para 12
experimentos. *p<0, 001 quando comparado ao grupo controle  * *p<0,01 quando comparado ao
(g0 oTo XN olo] 014 o] TR PSSR 41



Figura 19: Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em plasma de ratos controle e
suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperiding. ......ccccccceviiviiei e, 42

Figura 20: Atividade da enzima catalase em figado de ratos controle e suplementados com hesperitina,
hesperiding @ G-NeSPEIIAING. .....c.uiii i e e e e et e e e seata e e e esataeeeeantaeeesansseeeeannreeenas 43

Figura 21: Atividade da enzima catalase plasma de ratos controle e suplementados com hesperitina,
hesperiding @ G-NESPEIITING. ..iicciiii i e e st e e e s sabe e e e s sabaeeeesssaeeessnsbeeessnseeeens 43

xiii



SUMARIO:

O 1V 1 20 16070 1RO 1
1.1, RAICAIS LIVIES ceeeeeieiieeeiee ettt ettt ettt ettt e sttt e s ab e st esbte e sabe e e sabeesabeesabeeesabeeebeeesnseesbeeesareennns 1
1.2, EStreSSe OXifatiVO .oueeieiieeiiiiiiieesiee ettt ettt s e e be e e st e e s it e e sabe e s b eeesbe e e sabeesabeeeaneeesareeeane 2
1.3.  Peroxidagdo doS ACIHOS GraX0S.........ceueueueueueeeuereeeeisieresersissesesesssssssssssssesssssesesssesesessssssssssassasesssssns 5
LA, ANTIOXIAANTES ittt ettt e sttt e st e st e e bt e e s bt e e sab e e sabeesabeeesabeeebeeesnteesbeeesaneenans 7
1.5.  Flavondides e seu poder antioXidante .......cccuiiiiiiiiii it sare e e 12
1.6.1. Atividade antioxidante da hesperitina e seus derivados glicosilados.........ccccocvveeeirciieeinciiennnns 19
1.6.2. Atividade hipolipidémica da hesperitina e seus derivados glicosilados .........cccccceevveicvireeeeeeennn. 21
1.6.3. Biodisponibilidade dos flavondides e influéncia da glicosilagdo........ccccvevciieeiiciieeicciiiec e, 24
B 01211 =3 1 AV © TN 29
N B O 1 Y11 1Yo J =Y - | PRSP 30
D N O 1 Y11 1Yo L oEY o 1Yol 11T 1SR 30
3. MATERIAIS E METODOS .....oveieiieieieceeeeteteeetseeeeae sttt st s s s sasssas st as st et st esasesatesasssesesesesesesensanssanes 30
3.1, ESTUAOS G VIVO ettt st s ettt et st st saeeeare s 31
3.1.1. ANIMIS 1ttt bbb e e b e b e s ba e e sbe e ean 31
3.1.2. Obtencgdo do plasma e homogenato hePAtiCo.....cccuiiiicciii i 32
3.1.3. Medida das substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) ....ccvveeervvvereeiirrereeiireee e 32
3.1.4. Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) .....ceeeecuieeeieciiieeeciee et ecree e e ecrae e e e eaaeee e 33
3.1.5. Atividade da eNzimMa Catalase......coueiiiiiiiiiee e e 34
3.1.6. Determinagao das enzimas tranSamMINASES .......uuiiieiieccciuiiieeeeeeeecerrrrreeeseessrrrreeeeessessarereneeeaeeanns 34
3.1.7. Determinacdo de lipides plasmaticos e do indice aterogénico (1A).......cceeccveeeeciieeeeciieee e, 35
3.1.8. Extracdo de lipides hepaticos e composicdo de acidos graxos por cromatografia a gés............. 36
3.2. Capacidades antioXidante iN VItrO ...........uuueiieii i ettt ctee e e e e e st e e e e e e e rareeeeeeas 37
3.3.  Atividade sequestrante do radical [ivre (DPPH) ........uuiiioiiee ettt et e 37

X1V



3.3.1. Avaliagdo do potencial antioxidante de redugdo do ferro (FRAP) ......cceevveeecieesceecciee e 38

3.4, ANALISE SAtISTICA .. eeeitiieiieeette ettt et e s e e s b e s be e et e e s neeesanes 38
. RESULTADOS .. s s s e s e s e s e s e e s s e s e e s e e s e s e s e e e e e e e s e s aassasasassaasasasaaaassasssnansenasenns 39
4.1. Avaliagao do sistema oxidante-antioXidante iN ViVO .........ccceviiecieiiiciiie e 40
4.1.1. Medida de peroxidagdo lipidica pelo indice TBARS .......ccoiviiiiiiiiieeciiee et e e s e e 40
4.1.2. Atividade hepatica e plasmaticade enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)....... 40
4.1.3. Atividade das enNzimas tranSamiNaSES......c.eieruierieeriieerieesieeesteesreeesieeesbeesareeesbeesreeesseeesreeenne 44
4.1.4. Avaliagao do perfil lipidico plasmatiCo.....cuiiiiiciiiiiiciiie e 44
4.1.5. Perfil de acidos graxos dos lipides hepatiCoS ........uviiiciiiiiiiiiiiece e 45
4.2,  Atividades antioXidant@Ss iN VItr0.........coucueeeiiiiiiieieiie ettt et sttt e st sate e sbe e sbee e sabeeenes 47
5. DISCUSSAD ...ttt bbbt 48
B. CONCLUSAD ...ttt ettt bbbttt 55
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ouveieieieieteteieteeeteetete ettt tetessasssssasasess s s st esssesssstesssssesesssesesessssananes 56

XV



1. INTRODUCAO

1.1. Radicais Livres

Os efeitos toxicos do oxigénio sobre os seres vivos ja eram conhecidos no final
do século XIX, quando foram descritas alterac6es no tecido pulmonar apds exposicdo a
altas tensdes do gas (LORRAIN-SMITH, 1899 citado por LIMA et al., 2002). Estes
efeitos toxicos sdo resultado da oxidacdo de componentes celulares como tidis,
cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotidios e lipides, principalmente acidos graxos
poli-insaturados (AGPI), que podem sofrer acdo de espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio, conhecidas como radicais livres (MENEGHINI, 1987).

As espécies reativas do oxigénio incluem todos os radicais do oxigénio, como o
anion radical superéxido (O,"), hidroxila (OH") e peroxila (RO;’). O acido hipocloroso
(HOCI), peréxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete (*O,) e ozdnio (O3), sdo
espécies nao radicalares, mas podem facilmente levar a reacdes mediadas por radicais
livres nos organismos vivos. Nas espécies reativas de nitrogénio estdo incluidos, além
do peroxinitrito (ONOQO™), o 6xido nitrico (*NO) e o radical diéxido de nitrogénio (NO¢)
(GUTTERIDGE e HALLIWEL, 1994).

Um radical livre é qualquer espécie capaz de existéncia independente que
contenha um ou mais elétrons desemparelhados, ou seja, ocupando um orbital atdmico
sozinho (GUTTERIDGE e HALLIWEL, 1994). Isso o torna muito instavel e com alta
capacidade de reatividade inespecifica com diversas moléculas integrantes dos
componentes celulares ou derivado de uma delas.

As moléculas de oxigénio sdo fundamentais para 0s organismos aerobicos, pois
sdo utilizados na producdo de energia em cadeias transportadoras de elétrons na
mitocondria, além de inUmeras vias metabdlicas fundamentais. Porém, ao mesmo
tempo o seu consumo é capaz de gerar substancias téxicas fazendo com que ocorra o
chamado “paradoxo do oxigénio”, devido as suas vantagens e desvantagens
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O proprio corpo humano tem mecanismo para lidar com este paradoxo 0s

chamados antioxidantes, que podem ser enddgenos, produzidos pelo préprio corpo, ou
1



exdgenos que podem ser obtidos através de, por exemplo, a dieta (HALLIWELL e
GUTTERIDGE,2007).

1.2. Estresse Oxidativo

Define-se como estresse oxidativo um desequilibrio entre os radicais livres e o
sistema antioxidante, onde o primeiro leva vantagem, gerando danos oxidativos
(HALLIWELL e WHITEMAN, 2004), ou seja, quando 0 organismo nao consegue
interceptar os radicais livres, por falha do sistema antioxidante, ou excessiva formagao
de compostos oxidantes.

Esses danos oxidativos ocorrem pela oxidacdo de biomoléculas, em especial,
lipides, proteinas e acidos nucléicos produzindo efeitos indesejaveis, alterando assim a
sua estrutura e funcéo biolégica (HICKS et al., 2006).

Quando o estresse oxidativo comeca a apresentar cronicidade tem como
consequéncia o desenvolvimento de patologias crénicas ndo transmissiveis, como
diabetes, aterosclerose, cancer entre outros, bem como o envelhecimento precoce
(MAYNE, 2003; GREEN et al., 2004; OLIVARES-CORICHI et al., 2006; GALILI et al.,
2007; MAIESE et al., 2007).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNS), entre outras
espécies com capacidade reativas, fazem parte do metabolismo do ser humano,
integrando diversas funcdes fisiologicas, como na fagocitose (eliminacdo de agente
agressor). Porém, quando sua producdo excede o normal, o organismo dispde de
mecanismo de defesa, 0s antioxidantes, que conseguem manter o equilibrio oxidativo.
O estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio entre o sistema pré oxidante e
antioxidante conforme mostra o Figural (BARREIROS et al., 2006).

O termo EROs coletivamente denota radicais como superoxido (O3°) e hidroxila
(OH) bem como espécies ndo radicalares derivadas de oxigénio como peréxido de
hidrogénio (H,O,) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).Detoxificacdo de EROs nas
células é promovido por sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos, que constituem

defesa antioxidante. Sistemas enzimaticos incluem enzimas como SOD (superoxido
2



dismutase), catalase, glutationa peroxidase, entre outras que agem especificamente
contra EROs (HALLIWELL, 1995).
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Figural: Resposta celular as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (adaptado de
VASCONCELOS et al., 2007).



1.3. Peroxidac&o dos Acidos Graxos

Os mecanismos e a sequéncia de eventos pelos qual os radicais livres interferem
com as funcdes celulares ndo séao totalmente compreendidos, mas um dos eventos
mais importantes parece ser a lipoperoxidacdo (LPO), o que resulta em dano a
membrana celular. Este dano celular causa uma mudanca na carga liquida da célula,
alterando a pressédo osmotica, levando ao inchago e eventual morte celular. Os radicais
livres podem atrair varios mediadores inflamatérios, contribuindo para uma resposta
inflamatoria geral e dano tecidual. Para proteger-se de espécies reativas de oxigénio,
0S organismos vivos desenvolveram Varios mecanismos eficazes como enzimas
antioxidantes (HALLIWELL, 1995).

O dano oxidativo de varios componentes celulares tem sido associado com o
desenvolvimento de doencas degenerativas (AMES et al., 1993). Por exemplo, &cidos
graxos insaturados (AGIl) nas membranas celulares pode ser oxidado na presenca de
espécies reativas de oxigénio. A oxidacao leva a quebra de cadeias de acidos graxos e
compromete a integridade da membrana celular. Além disso, leva a formacdo do
produto final da LPO, o malondialdeido (MDA), sendo este, citotoxico (JI et al., 1998).

Os radicais livres estdo relacionados com varias doencas, conforme ja descrito.
Na maioria das vezes esta relacdo se da pela propriedade que os radicais livres tém de
reagir com acidos graxos poli-insaturados, servindo como iniciadores do processo de
LPO (MENEGHINI, 1987).

A LPO pode ser definida como uma cascata de eventos bioguimicos resultantes
da acdo dos radicais livres sobre os lipides das membranas celulares, levando a
destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca metabdlica e, numa
condicdo extrema a morte celular (BENZIE, 1996). Basicamente, a LPO é a
incorporacao de um oxigénio molecular em um AGPI para produzir hidroperdoxidos como
produto primario inicial. Nos sistemas bioldgicos, a LPO pode ocorrer por duas vias:
uma enzimatica, envolvendo as ciclo-oxigenases e lipoxigenases, presentes no citossol
e na fracdo microssomal das células que catalisam a insercdo do oxigénio nos AGPI,

produzindo um hidroperoxido lipidico (LOOH), e a peroxidacdo n&o enzimatica



(autoxidacdo) que envolve a participacdo de espécies reativas de oxigénio, metais e
outros radicais livres (AL MEHDI et al., 1993).

Para o inicio da oxidacdo dos AGPI, requer-se um oxigénio de forma ativada. O
fundamental estado do oxigénio (0,) é um estado triplete com 2 elétrons ndo pareados
de mesmo spin, porém em orbitais diferentes. Em um primeiro estagio de excitacéo, o
oxigénio excitado eletronicamente corresponde a um estado singlete (*O,), o qual
apresenta um par de elétrons na camada externa. JA em um segundo estagio
energeético, esta molécula ainda apresenta um elétron em cada orbital com spins
opostos, este estagio apresenta meia vida mais curta que o anterior, 0 caracterizando
assim menos estavel (DIMASCIO et al., 2002).

A reacao do original triplete com o AGPI € limitado devido a restricdo de spins, 0
gue nédo ocorre quando oxigénio esta em forma singlete (HSIEH e KINSELLA, 1989).

O processo da LPO pode ser dividido em etapas: iniciacdo, propagacdo e

terminag&o, como mostra a Figura 2.

Iniciacdo Propagacao Terminagao
H+
0, Fe*  Fe+ Aldeidos
LH L LOO" > LOOH /~~ LO —— Cetonas
HO®| H,0 LH  L° F&* Fe+ HO Epéxidos

Figura 2: Representacéo geral das fases da lipoperoxidacao (KRINSKI, 1988).

A fase inicial da LPO ¢ a iniciacdo, que acontece quando o AGPI é atacado por
uma espécie reativa o suficiente para abstrair um atomo de hidrogénio a partir do grupo
metileno (-CH-), formando assim um radical de carbono. Este radical é estabilizado
devido a um rearranjo de moléculas que formam um dieno conjugado (duas duplas
ligagOes intercaladas com uma ligagéo simples) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).



Em meio & presenca de oxigénio, o radical alquila formado, combina-se com o
oxigénio formando assim um radical peroxila, o qual pode abstrair um hidrogénio alilico
de outro acido graxo, gerando assim outro radical de carbono, promovendo a etapa de
propagacdo. Quando ocorre a reagao do radical peroxila com o atomo de hidrogénio
abstraido gera-se um hidroperoxido lipidico (LOOH).

Perodxidos ciclicos podem também ser formados quando ocorre a reacdo entre o
radical peroxila e a dupla ligagdo na mesma cadeia de acidos graxos, podendo assim
propagar-se (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Alguns ions metais de transi¢cao
como Fe™ e Cu™ podem catalisar a formacéo de radicais lipidicos alcoxila, peroxila e
hidroxila a partir dos hidroperoxidos.

A terceira e Ultima etapa da reacdo de LPO é a terminacédo, ela ocorre pela
aniquilacdo dos radicais originando produtos ndo radicalares (GARDNER, 1989;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Os radicais peroxilas e alcoxilas podem também
sofrer dismutacao ou clivagem gerando aldeidos, formando uma ligacdo covalente com
residuos de aminoacidos ou sofrerem rearranjos formando subprodutos da LPO
(derivados hidroxi- ceto, ceto- hidroxi e epoxi- hidroxi-acido graxo). A velocidade da
LPO é limitada pelas duas primeiras etapas, ou seja, iniciacdo e propagacao (HSIEH e
KINSELLA, 1989).

1.4. Antioxidantes

Nos dias atuais h4 um grande interesse em estudos sobre antioxidantes devido
as novas descobertas sobre efeito de radicais livres no organismo (VISOLI et
al., 2000).

Antioxidantes podem ser definidos como substancias naturais ou sintéticas que
séo capazes de inibir ou retardar a oxidacao de outras moléculas (HALLIWELL, 1995).
Do ponto de vista quimico os antioxidantes sdo compostos aromaticos que contém no
minimo uma hidroxila.

Durante o processo metabdlico hd grande e continua producéo de radicais livres,

0 gue leva o organismo ao desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante
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para limitar seus niveis intracelulares e impedir assim os danos por eles causados
(SIES, 1993). Sendo assim, os antioxidantes sdo responsaveis pela reducéo e inibicdo
das lesbes causadas pelos radicais livres nas células.

Uma boa e ampla definicdo de antioxidante € qualquer substancia que, presente
em baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacéo deste substrato de maneira eficaz (SIES e STAHL, 1995).

Os antioxidantes sdo agentes protetores das células contra os efeitos causados
pelos ataques de radicais livres e podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos

e ndo enzimaticos conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1: Principais agentes de defesa antioxidante (SIES e STAHL, 1995).

Nao Enzimaticos Enziméticos

a tocoferol (Vitamina C) Superoxido Dismutase

B Caroteno Catalase

Acido Ascorbico (Vitamina C) NADPH- quinona oxidoretase
Flavonoides Glutationa Peroxidase
Proteinas do Plasma Enzimas de reparo

Selénio

L- Cisteina

Curcumina

Os antioxidantes atuam em varios niveis para prote¢cdo ao organismo;

e Impedindo a formacdo de radicais livres, principalmente pela inibicdo das

reacoes em cadeias com ferro e cobre;

e Interceptando radicais livres gerados pelo metabolismo das células ou por fontes

exogenas, impedindo assim sua acdo sobre as duplas ligacbes de lipides e
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aminoacidos de proteina, bem como o ataque ao DNA, evitando lesdes

celulares;

¢ Os antioxidantes provenientes da dieta como vitaminas A, C e E, flavondides e

carotendides sao importantes para esta acéo contra os radicais livres;

e Reparando lesbes: Removendo os danos moleculares de DNA e reconstituindo

as membranas celulares danificadas;

e Com o aumento de radicais livres, o organismo, em algumas situac¢des, pode
gerar uma resposta frente a isso, aumentando assim a sintese de enzimas

antioxidantes.

As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) sé&o como a primeira linha de defesa do nosso organismo na destruicdo de
radicais livres. A SOD é composta de dois tipos de enzimas que catalisam a destruicao
do radical anion superéxido (O, ), sendo este pouco reativo em meio aquoso é formado
apos a primeira reducdo de O,, este radical tem um papel chave na defesa do
organismo, sendo gerada por fagoécitos, para eliminar organismos patogénicos (LEITE e
SARNI, 2003), esta reacdo pode ocorrer de forma espontanea na auséncia desta
enzima, porém torna-se muito lenta. A presenca da enzima SOD favorece essa
dismutacéo, tornando a reacéo de primeira ordem eliminando a necessidade da colisao
entre as moléculas. Pela acdo desta enzima mesmo em baixas concentracdes o O, " é
eliminado. A SOD apresenta-se em nosso organismo contendo Cu®* e zZn?** (CuZn-
SOD) como centros redox e ocorre no citosol,sendo que sua atividade ndo é afetada
pelo estresse oxidativo conforme mostra a Figura 3. A segunda contém Mn?* (Mn- SOD)
como centro redox, ocorre na mitocondria e sua atividade aumenta com o estresse
oxidativo conforma mostra a Figura 4 (BARREIROS et al., 2006).



SOD- Citoplasmatica
SOD- Cu**+ O,”— SOD- Cu* + O,

SOD- Cu*+ O,”"+ 2H" — SOD- Cu®+ H,O»

O, "+ O, "+ 2H" - H,0, + O,

Figura 3: Atividade da superoxido dismutase (SOD) citoplasmatica (FELIPE, 2011)

SOD- Mitocondrial
SOD- Mn?* + O,”— SOD- Mn* + O,

SOD- Mn*+ O,”" + 2H" — SOD- Mn®"+ H.O»

O, "+ O, "+ 2H" - H,0, + O,

Figura 4: Atividade da superéxido dismutase (SOD) mitocondrial (FELIPE, 2011)

A CAT é uma enzima que esta relacionada a dissipacédo de radicais livres de dentro
das células. Seu mecanismo de acdo se faz presente sendo um dos muitos sistemas
que a célula dispde para se livrar das espécies radicalares. A CAT esta normalmente
localizada em uma organela celular de nome peroxissomo (sendo também encontrada
nas mitocdndrias do coracdo de mamiferos). A enzima CAT, age sobre um a reacdo de
conversdo de peréxido de hidrogénio em agua conforme mostra a Figura 5. Esta
enzima é classificada dentro do grupo dos antioxidantes enzimaticos primarios. Além
disso, a CAT esté presente em todos os tecidos dos vertebrados, sendo particularmente
importante nos eritrécitos e figado e apresentando baixa atividade no cérebro
(BARREIROS et al., 2006).
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Catalase
Enzima- Fe **+ H,0,— Composto | + H,O

Composto | + H,0, — - Fe * + H,0+ O,

H,O, + H,O,— 2H,0 + O»

Figura 5: Atividade da catalase (CAT) (FELIPE, 2011).

Apesar de ambas as enzimas acima citadas terem poderes eficientes na contencao
de radicais livres elas apresentam uma acg&do conjunta onde SOD e CAT atuam

convertendo o superéxido em agua conforme mostra a Figura 6.

Superéxido dismutase

02_. + 02_. +2H " ——— O+ HO,

Catalase
2 H202 —_—— 2 HZO + C)2

Figura 6: Acdo antioxidante da superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT).

A GPx é encontrada em muitos tecidos de origem animal, tem em seu sitio ativo, o
selénio obtido da dieta (VASCONCELOS et al., 2007). A GPx atua degradando
peréxidos através da oxidacéo de seu substrato GSH (glutationa reduzida), o que leva a
geracao de glutationa oxidada (GSSG). Este sistema € mantido pela acdo da glutationa
redutase, que tem como funcdo de restaurar a GSSG a sua forma reduzida,
promovendo a manutencéo deste ciclo, o cofator utilizado para tal € o NADPH conforme

mostra a Figura 7.
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GPx — Glutationa peroxidase

ROOH + 2GSH — GSSG + H,0 + ROH

GSRd - Glutationa redutase

GSSG + NADPH + H*— 2 GSH + NADPH"

Figura 7: Atividade da glutationa peroxidase GPx (FELIPE, 2011).

1.5. Flavondides e seu poder antioxidante

Os flavondides foram descobertos em 1930 por um bioquimico alemao e
vencedor do prémio Nobel de nome Szent- Gyo6rgy, que extraiu da casca do liméo, a
citrina, a este composto veio a descoberta de sua capacidade de permeabilidade
capilar. Sendo assim, esta classe de nutriente foi denominada vitamina P
(permeabilidade), posteriormente, como este composto apresentou propriedades
semelhantes com a da vitamina C foi chamado de vitamina C,. Apdés comprovacgao que
estes compostos ndo eram vitaminas, estes termos foram abandonados em 1950
(MARTINEZ- FLORES et al., 2002), s6 a partir disso, descobriu-se que se tratava de um
pigmento natural. Mais de 8.000 moléculas ja formam descritas pertencentes a esta
classe de nutrientes (SOARES et al.,2005).

Os compostos fendlicos sdo uma das maiores classes de metabdlitos
secundarios de plantas. Quimicamente podem ser definidos como substancias que
possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila. Os compostos
fendlicos existentes nos alimentos abrangem os &cidos fendlicos, cumarinas,
flavonoides e taninos (DUBICK e OMAYE, 2001).

A estrutura dos flavondides, como mostra a Figura 8, consiste de um esqueleto
de difenil propano (C6-C3-C6) com dois anéis benzénicos (A e B) ligado a um anel

pirano (C) (BEHLING et al., 2004).
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Figura 8: Estrutura basica dos flavonoides (BEHLING et al., 2004).

Os flavondides constituem o mais importante grupo de compostos fendlicos e
podem ser divididos nos seguintes subgrupos: antocianinas (cianidina, delfinidina),
flavanas (catequina, epicatequina, luteoforol, procianidina, theaflavina), flavanonas
(hesperidina, naringenina), flavonas (apigenina, luteolina, diomestina, tangeritina,
nobiletina, tricetina), flavondis (quercetina, rutina, miricetina) e isoflavonoides

(daidzeina, genisteina) (LOPES et al., 2000). Conforme mostra a Figura 9.
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Flavananas

Flavonas Antocianinas

/Estrutura geral dos flavonoides

Flavonois

Isoflavona

Flavanonas

Figura 9: Estrutura quimica dos flavonoides e suas diferentes classes (RAVISHANKAR

et al., 2013).

Trés tipos de flavonodides ocorrem com frequéncia em frutas citricas: flavanonas,
flavonas e flavondis (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997). As flavanonas existem como
mono ou diglicosidios e contribuem para o sabor dos citricos. Sdo exemplos de

flavanonas: a hesperidina, a narirutina, a naringina, e a neohesperidina (SIVAM, 2002).
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Peterson et al., (2006) explica que as laranjas contém as flavanonas agliconas
hesperitina e naringina, mas raramente ocorrem como agliconas livres no proéprio fruto.
As flavanonas glicosidicas dominantes nas laranjas doces (C. sinensis) sédo a
hesperidina e a narirutina, enquanto que nas laranjas azedas (C. aurantium) as duas
flavanonas glicosidicas predominantes sdo a neohesperidina e naringina. A principal
diferenca entre as flavanonas glicosidicas de laranjas doces e de laranjas azedas esta
em suas moléculas de acucar, que influenciam o gosto. O acuUcar rutinose (6-O-A-
ramnose-D-glucose) causa nas flavanonas hesperidina e narirutina um sabor neutro e é
relativamente elevada em laranjas doces, tangerinas, e tangor. Enquanto que o agucar
neohesperidose (2-O-L- ramnose-D-glucose) € elevado em tangelos e laranjas azedas
e transmite um sabor amargo ou picante as flavanonas glicosidicas neohesperidina e
naringina (PETERSON et al., 2006).

A ingestdo média de flavanonas & de aproximadamente 25 mg/dia em muitos
paises da Europa, com variagbes em funcdo dos héabitos alimentares. O consumo de
flavondides pela populacdo do estado de S&o Paulo foi estimado em cerca de 60 a
106mg/dia, representado por alimentos comuns na dieta tipica brasileira. A laranja e o
suco de laranja sao boas fontes destes flavonodides e contém cerca de 40mg/100g do
alimento, mas perdas consideraveis ocorrem com a remocdo da casca, antes do
consumo ou no processo industrial (VINUEZA et al.,2008).

De modo geral, os flavonoides podem ocorrer em sua forma livre (aglicona) ou
conjugada a acucares (glicosideos). Nos alimentos estdo na forma glicosidica, e apés
serem ingeridos e chegarem ao intestino grosso a molécula de acucar (glicose,
galactose, ramnose, xilose ou arabinose) € hidrolisadae os flavondides passam para a
forma aglicona. Mais de 80 espécies de acUcares tém sido descritos como ligados aos
flavondides (VINUEZA et al.,2008).

A atividade antioxidante dos flavondides depende da sua estrutura e pode ser
determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de H e elétrons,
estabilidade do radical flavanol formado, reatividade frente a outros antioxidantes,
capacidade de quelar metais de transicdo e solubilidade e interacdo com as

membranas (BARREIROS et al., 2006). A atividade de sequestro esta diretamente
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ligada ao potencial de oxida¢do dos flavondides e das espécies a serem sequestradas.
Quanto menor o potencial de oxidacdo do flavonoide, maior é sua atividade como
sequestrador de radicais livres. Flavonoides com potencial de oxida¢cdo menor que o do
Fe™ e Cu™ e seus complexos podem reduzir esses metais, sendo potencialmente pro-
oxidantes (RICE-EVANS et al., 1997).

Quanto maior o numero de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de
H e de elétrons (CAO et al., 1997), pois podem doar elétrons e suportar como resultado
a deslocalizacdo em torno do sistema aromatico. Outro parte estrutural importante
estaria no C4 e C3, que segundo Lien et al.,( 1999) poderiam atuar no aumento da

propriedade antioxidante como mostra a Figura 10.

Figura 10: Caracteristicas estruturais dos flavondides responsaveis pela captacao
efetiva de radicais livres (GOMES et al.,2008).

Os flavondides sdo antioxidantes ndo enzimaticos, que em geral possuem uma
estrutura quimica ideal para captarem radicais livres (O, O>, ‘NO), espécies oxidantes
ndo radicalares (HOCl e ONOO?) e quelar metais de transicdo como ferro (Fe?*) e o
cobre (Cu?"). A estrutura quimica do flavondide influencia na sua atividade antioxidante,
conforme ja descrito acima (SILVA et al.,2012).

Os flavondides sendo quelantes de metais promovem a reacdo de
oxidacdo/reducdo do Fe?* e do Cu®**. O Fe*" e o Cu?' participam na reacdo de Fenton

gue origina radicais livres. O radical hidroxila (OH") é prejudicial para o organismo,
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devido a sua semivida curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo. A remocéao de
metais de transi¢&o livre no meio biologico é fundamental para a protecdo antioxidante
do organismo.

Os flavondides possuem trés locais possiveis para a quelacdo de metais como

mostra a Figura 11.

Figura 11: Possiveis locais de ligacdo de ions metdlicos (Mn+) dos flavondides
(GOMES et al.,2008).

Um numero consideravel de estudos in vitro e in vivo foram realizados usando
flavondides para estabelecer uma relacdo entre a estrutura do composto e sua
atividade antioxidante. O elemento estrutural especifico dos flavondides sdo os
principais determinantes da eliminacdo de radicais livres, quelacdo e atividade pro-
oxidante (RAVISHANKAR et al., 2013).

1.6. Hesperitina, hesperidina e G- hesperidina
A hesperidina (C,sH34015 610.57 g/mol) é um flavonoide glicosilado composto
por uma aglicona hesperitina (C1sH1406, 302.27 g/mol) ligada a glicose e ramnose,
apresenta-se em estado so6lido e possui baixa solubilidade em agua (VINUEZA et al.,

2008). Em 1991 um grupo japonés sintetizou a forma sintética chamada de glicosil
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hesperidina ou G- hesperidina (CzsH44020, 772.70 g/mol) associando mais uma
molécula de glicose na hesperidina. A G-hesperidina & mais hidrofilica que os outros
dois compostos, com um valor de log P <-3,2, enquanto a hesperidina e hesperitina
possuem os valores de 1,78 e 2,9, respectivamente (Majumdar e Srirangam, 2009),
sendo considerada 10 mil vezes mais soluvel em agua que a hesperidina (YAMADA et
al, 2006). As estruturas dos compostos estdo mostradas na Figura 12.

A hesperidina é quase exclusivamente encontrada em frutas citricas, sendo que
este composto apresenta altas concentragbes em cascas e partes membranosas da
fruta, como no caso do albedo da laranja. A literatura cientifica atribui a este flavonoide
diversas propriedades como anticarcinogénica, anti-inflamatéria, antioxidante,
hipolipidemica, vasoprotetora (EMIN et al.,1994). Comparada a hesperidina, poucos
autores descrevem os efeitos benéficos da hesperitina e G-hesperidina em animais. O
Brasil foi considerado em 2011 o maior produtor de frutas citricas de todo mundo,
produzindo 115 milhdes de toneladas seguido da China, com producdo de 20,68
milhdes de toneladas (PURI et al., 2011).

Hesperitina

O——CH,
HO 0
CH OH
3 OH OR Glicosil-hesperidina
HO OH O
| H
OH OH OH
Hesperidina

Figura 12: Estruturas quimicas da hesperitina, hesperidina e G- hesperidina.
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1.6.1. Atividade antioxidante da hesperitina e seus derivados glicosilados

A atividade antioxidante e inibidora da LPO da hesperidina desperta interesse de
varios pesquisadores para a prevencdo de danos oxidativos (PRADEEP et al.,2008;
KALPANA et al., 2009).

Vérias analises cientificas comprovam a acao antioxidante in vivo da hesperitina
e seus derivados glicosilados.

No estudo de Kalpana et al.,(2009), verificou-se que a hesperidina apresentou
alto potencial para sequestrar espécies reativas de oxigénio, como os radicais hidroxil e
superoxido, além disso, apresentou efeito sequestrador de éxido nitrico e inibidor de
danos induzidos pelos peroxidos de hidrogénio como a peroxidacdo lipidica em
membranas de eritrécitos.

Assim como a hesperidina, sua forma aglicona, hesperitina vem sendo estudada
guanto ao seu papel antioxidante, dados reportados do trabalho de Cho (2006), que
avaliaram os efeitos antioxidantes e neuroprotetoras da hesperidina e hesperitina
utilizando células corticais de ratos, apontaram que a hesperitina € um antioxidante
mais ativo e neuroprotetor que a hesperidina, protegendo neurdnios contra danos
oxidativos.

No estudo de Leelavinothan e Kalist (2011) onde injetaram por via subcutanea
em ratos Wistar machos uma quantidade de 83 mg/Kg dia de cadmio e posteriormente
suplementaram uma quantidade de 840 mg/kg dia de hesperitina por 21 dias, notou-se
gue no grupo que recebeu cadmio e ndo foi suplementado com hesperitina os niveis de
LPO medidas através de TBARS apresentaram-se muito elevados mas nao houve
aumento de antioxidantes ndao enzimaticos neste grupo, em contra partida no grupo que
recebeu cadmio e posteriormente hesperitina, mostrou niveis bem menores de LPO
medidas pelo mesmo método e um aumento expressivo dos antioxidantes néo
enzimaticos.

Os metabdlitos da hesperetina também tém demonstrado um aumento na
capacidade antioxidante, diminuindo o peréxido de hidrogénio e niveis de
peréxidolipidico em hamsters hipercolesterolémicos (KIM et al.,2010).Um trabalho

recente mostrou também que os metabolitos da hesperetina tém maior atividade
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antioxidante contra varios sistemas oxidativos, incluindo a eliminacdo de &anion
superoxido, reduzindo o poder quelante do metal, sendo estes mais ativos do que a
hesperetina ou hesperidina (YANG et al.,2012).

No estudo de Yamamoto et al., (2011) ratos Wistar machos que apresentavam
hipertensdo foram suplementados com doses de hesperitina e G- hesperidina por um
curto intervalo de tempo (1 dose) por via oral e intraperitoneal , o resultado apresentado
foi que tanto a hesperitina quanto a G-hesperidina apresentarm resultados positivos
independente da forma de administracdo, visto que causou uma reducdo significativa
da pressado arterial sistolica. O efeito depressor foi significativamente inibida por um
inibidor de sintase de 6xido nitrico.

Oliveira et al., (2012) apontou que a suplementacao de G-hesperidina, isolada ou
em combinacdo com a natacao continua ou intervalada, melhorou o perfil bioquimico e
os biomarcadores antioxidantes no soro sanguineo dos ratos.

Utilizando cultura de células, Chen et al.,, (2010) demonstraram que a
hesperidina pode diminuir a morte celular induzida por peroxido de hidrogénio na
linhagem LO, de células hepéticas e também apresentou atividade promotora de
antioxidante enddgena através da expressao da enzima heme oxigenase-1 (HO-1), que
€ responsavel pelo catabolismo de grupos heme, que sdo citoprotetores, uma vez que
estdo relacionados aos produtos gerados neste processo, como 0 aumento de
bilirrubina, ferro livre e monoéxido de carbono, sendo o penultimo indutor do aumento na
sintese de ferritina, que pode reduzir as concentracdes de ferro livre (FERRIS et al.,
1999). Da mesma forma, Peng e Kuo (2003) observaram as atividades antioxidantes de
alguns flavondides (quercetina, miricetina, kaempferol, hesperidina e luteolina) em
culturas de células intestinais Caco-2 e verificaram que a exposicdo a estes flavonodides
podem reduzir a peroxidacdo lipidica induzida por H.O, e Fe**, mesmo apds os

flavonodides extracelulares serem removidos.
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1.6.2. Atividade hipolipidémica da hesperitina e seus derivados glicosilados

As doencas coronarianas sdo as patologias que mais matam nao s6 no Brasil
como em todo o mundo, seguida por acidentes vasculares cerebrais, ambas tem seu
risco aumentado em 70% quando o paciente apresenta niveis altos de colesterol e suas
fragbes (WHO, 2011).

Pesquisas feitas em ratos experimentais demonstram que a hesperidina tem
acao hipolipidémica. O composto hesperidina quando administrado isoladamente em
ratos hiperlipidémicos diminuiu os niveis plasmaticos de colesterol total, lipoproteina de
baixa densidade (LDL-c) e triacilglicerol (TAG) e aumentou os niveis de lipoproteina de
alta densidade (HDL-c) (VINUEZA et al., 2009).

Embora a acdo da hesperidina sobre o perfil de lipides ainda nédo esteja
completamente elucidada, uma possivel explicacdo para o efeito hipolipidémico da
hesperidina é por sua atuacéo no figado, reduzindo o contetdo de colesterol hepético,
fazendo com que se aumente a capitacdo das lipoproteinas ricas em colesterol e com
as lipoproteinas remanescentes ricas em triacilglicerol e as LDL-c, fazendo com que
suas concentracdes plasmaticas sejam diminuidas (GARCIA et al., 2008). As atividades
dos receptores de LDL-c foram aumentadas (WILCOX et al.,2001), fortalecendo a
evidencia que a secrecdo de apo-B é modulada pela expressao dos receptores
hepaticos de LDL-c (TWISK et al., 2000).

Estudos em células hepéaticas de linhagem hepG2 mostraram que a hesperidina
guando administrada em sua forma aglicona foi capaz de reduzir a secrecédo de apo-B
(apoproteina B), pelos hepatécitos, como resultado houve a diminuicdo na sintese de
éster de colesterol, esse fato ocorreu provavelmente pela inibicdo da ACAT (acetil-CoA-
colesterol aciltransferase), uma enzima hepatica que tem funcdo de catalisar a
formacao de éster de colesterol a partir do proprio colesterol (BORRADAIL et al.,1999).

Além da reducdo da atividade e da expressdo da ACAT ha diminuicdo da
atividade da proteina microssomal de transferéncia de triacilglicerdis (MPT). Os autores
reportam a formagdo de uma pequena particula pré— VLDL-c (lipoproteina de muita
baixa densidade) no reticulo endoplasmatico rugoso hepatico, que se uniu a apo-B na

membrana e foi enriquecida com triacilglicerol (GARCIA et al.,, 2008). Segundo
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evidéncia, h4 a necessidade de uma proteina microssomal de transferéncia de
triacilglicerol para que o VLDL-c flutuante no hepatdcito seja formado, e secretado para
0 sangue. Esta proteina transferiu os triacilglicerol sintetizados que se ligou a apo-B
para a formacdo da VLDL-c nascente, que mais tarde sera enriquecida de lipides e
secretada, como VLDL-c flutuante (LARSSONN et al., 2004).

Para que ocorra a formacéo e liberacdo das VLDL-c no sangue deve-se ocorrer
em primeiro momento o transporte do colesterol para o interior do reticulo
endoplasmatico rugoso do hepatdcito, onde este seré esterificado pela enzima ACAT e
entdo incorporado a lipoproteina nascente, a taxa de esterificagdo do colesterol néo é
limitada pelos niveis de ACAT, mas sim pela disponibilidade de colesterol livre no
reticulo endoplasmatico. O mecanismo de esterificacdo ocorre pela acdo dos
transportadores de membrana, glicoproteinas P ou multidrogas resistentes, que
normalmente facilitam o transporte celular normal do colesterol pela membrana
plasmatica do reticulo endoplasmatico (METHERALL et al., 1996).

O excesso de colesterol livre intracelular pode ser citotoxico, ja os ésteres de
colesterol podem se acumular em niveis mais altos. Na homeostasia, ao se inibir o
transporte intracelular do colesterol havera estimulacdo da ACAT para que esta enzima
catalise a reacédo de esterificar o colesterol (METHERALL et al.,1996).

Outro mecanismo da hesperidina na reducdo da hipercolesterolemia se da
através da inibicdo da glicoproteina P, que resultaria na reducdo ou e até mesmo na
inibicdo da ACAT, que assim diminuiria a esterificacdo do colesterol e como
consequéncia diminuiria a formacéo e liberacdo de VLDL-c (GARCIA et al., 2008).

Ha evidéncias que apontam um possivel mecanismo de a¢do desta flavanona na
atuacdo sobre a secrecdo do figado do apo-B na forma de VLDL-c. Na circulacéo
sanguinea, os triacilglicerois desta proteina sofrem hidrélise pela enzima lipase
lipoprotéica e os acidos graxos séo liberados para os tecidos e assim metabolizados.
ApoOs perder componentes protéicos e lipidicos, as VLDLs séo transformadas em IDL-c
(lipoproteina de densidade moderada), que sofrem acdo das lipases hepéticas sendo
transformadas em LDL-c (GARCIA et al., 2008).As LDL-c e IDL-c circulantes sao

captadas no figado devido a alta especificidade e afinidade com os receptores LDL-c
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que conseguem reconhecer a apo-B da LDL-c, o receptor relacionado a proteina
também reconhece a apo- E (apoproteina E) das lipoproteinas remanescentes (ZANNIS
et al., 2004). Estes receptores regulam o catabolismo das LDL-c, o que com o passar
do tempo possui a capacidade de se tornar cada vez mais densa e mais aterogénica.

Pesquisas apontam que a hesperidina pode atuar reduzindo ou inibindo a
atividade da proteina microssomal de transferéncia de triacilglicerol quando isso ocorre
ha uma significante diminuicdo de VLDL-c nascente e como consequéncia diminuicao
dos niveis de LDL-c circulantes (BORRADAILE et al., 1999). H4 também um aumento
da atividade dos receptores de LDL-c. Os dois mecanismos juntos promovem uma acao
hipolipidemica, pois diminuem a esterificagcdo do colesterol e os niveis plasméticos de
LDL-c (GARCIA et al., 2008).

Em outros estudos, as flavanonas citricas retiradas da casca da tangerina e uma
mistura de flavonoides contendo hesperidina e naringenina foram administradas a ratos
hipercolesterolémicos. Os resultados mostraram que 0S grupos suplementados com
flavondides tiveram reducédo dos niveis plasmaticos e hepéticos de colesterol e também
de triacilglicerol hepaticos, quando comparados ao grupo que ndo recebeu
suplementacdo. A atividade das enzimas HMG-CoA redutase e ACAT foram menores
para os grupos suplementados e também foi observada uma diminuicdo na excre¢éo de
colesterol fecal (BOK et al., 1999; LEE et al., 1999).

Ratos que foram alimentados com racdo contendo alto teor de colesterol e
suplementos com hesperidina e vitamina E, apresentaram reducdo nas concentracdes
de colesterol plasmatico e no contetdo de triacilglicerol hepaticos, independentemente
do nivel de vitamina E presente na dieta (PARK et al., 2001).

No estudo de Kim et al., (2010), foi realizado uma comparagdo na eficacia
hipolipidémica e antioxidante de hesperetina e seus metabolitos em hamsters
hipercolesterolémicos. Os hamsters alimentados com dieta hiperlipidica (10% de Oleo
de coco e 0,2 % de colesterol) e suplementado com hesperitina (0,02 %) ou seus
metabolitos durante 12 semanas apresentaram reducdo nos niveis plasmaticos e

hepaticos de colesterol total, TAG hepéatico e apolipoproteina B.
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A administragcdo em longo prazo de hesperidina ou G- hesperidina (30 mg/d/kg
peso corporeo durante 25 semanas) em ratos Wistar espontaneamente hipertensos,
mostrou reduzir a concentracdo de lipides plasmaticos e aumentar os niveis de HDL-
c,conforme relatado por Ohtsuki et al., (2003). Ao mesmo tempo,a administracéo de G-

hesperidina reduziu o didmetro vascular e inibiu a hipertrofia da vasculatura.

1.6.3. Biodisponibilidade dos flavondides e influéncia da glicosilacéo.

As propriedades biolégicas dos flavonoides dependem da sua biodisponibilidade.
Uma evidéncia indireta de sua absor¢cdo pelo intestino € o aumento da capacidade
antioxidante do plasma apdés o consumo de alimentos que contém estes compostos.
Uma estimativa mais precisa sobre a biodisponibilidade destes compostos tem sido
obtida pela determinacéo das concentracdes plasméatica e urinaria de metabdlitos apds
a ingestdo de compostos puros ou de géneros alimenticios que apresentam fontes do
composto de interesse (SCALBERT e WILLIAMSON, 2000).

A principal limitacdo na biodisponibilidade dos flavonéides glicosilados é relativa
a sua capacidade de absorcdo no lumen intestinal, em especial devido ao alto peso
molecular e a alta polaridade da estrutura destes compostos (SCALBERT e
WILLIAMSON, 2000). As formas agliconas (livres de acucar) podem ser diretamente
absorvidas pelo intestino delgado. Entretanto, estes compostos estdo presentes em
alimentos na forma de ésteres e glicosidios, ou ainda polimeros que ndo podem ser
absorvidos na forma nativa. A maioria dos flavondides presentes nos alimentos ocorre
principalmente na forma glicosilada de 3-O-glicosideo e polimeros (HEIM, 2002). Para
gue ocorra a difusdo passiva pela membrana da borda em escova do intestino delgado,
€ necessaria a remocao do acucar. Por este motivo, o primeiro passo do metabolismo
destes compostos é a desglicosilacao (glicosidases). Glicosidases ativas podem estar
presentes em alimentos ou, algumas vezes, em células da mucosa gastrintestinal, ou
podem ainda ser secretadas pela microflora colénica (SCALBERT e WILLIAMSON,
2000).
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Polifendis ligados a ramnoses, quando chegam intactos ao célon, podem ser
hidrolisados por ramnosidases oriundas da microflora, o que possibilita a sua absorcao.
A mesma probabilidade € aplicada a polifendis ligados a arabinose ou a xilose, mas
esta questéo ainda néo foi estudada em detalhes (HOLLMAN et al., 1999).

A absor¢do no célon ocorre mais lentamente e com menor intensidade se
comparada ao intestino delgado. As razdes, para tanto, podem ser sua pequena area
de exposicéo e a baixa atividade dos transportadores de membrana. Condizente com a
informacé&o anterior, os glicosideos ligados a ramnoses sao absorvidos mais lentamente
e com menor eficacia do que as formas aglicona ou ligadas a glicose. Isso foi
demonstrado claramente em humanos, em que o0s resultados mostraram que a
absorcdo maxima de quercetina 4’-glicosideo ocorreu entre 30 e 42 min., enquanto a
absorcdo maxima da mesma quantidade de rutina (quercetina-3-rutinosideo) ocorreu
entre 6 e 9 horas apoés a ingestdo. A biodisponibilidade da rutina € em torno de 15-20%
da quercetina 4’-glicosideo (HOLLMAN e KATAN, 1997).

Com resultado semelhante ao do experimento citado acima, a quercetina
presente na cebola, que geralmente esta presente ligada a glicose, foi absorvida com
rapidez e eficacia elevadas, quando comparada com a quercetina presente na maca,
que contém, além de glicose, varios outros acgucares ligados. O mecanismo pelo qual a
glicosilacdo facilita a absor¢do da quercetina e de outros compostos pertencentes a
mesma classe foi apenas parcialmente elucidado, mas parece estar relacionado com
transportadores de hexoses, especialmente com o SGLT-1(co-transportador de glicose
sodio-dependente). Esse transportador encarrega-se de levar a forma glicosilada da
quercetina para o interior do enterécito, no qual esta sofreria a acdo de glicosidases
citosdlicas (GRAEFE et al., 2001).

Outro caminho de absorcdo de polifendis foi sugerido, este envolve duas
enzimas presentes na membrana da borda em escova do intestino delgado, a floridizina
hidrolase e a lactase, que sao glicosidases encarregadas de catalisar a hidrolise
extracelular de alguns glicosideos. Apés a hidrélise, ocorre a difusdo passiva da forma

aglicona pela membrana da borda em escova (DAY et al., 2003).
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Apés sua absorcado, os flavondides sdo conjugados no intestino delgado e no
figado pela glicuronidacdo, sulfatagdo ou metilacdo ou metabolizados a pequenos
compostos fenolicos (YANG, 2001; HEIM, 2002). Ao sofrerem essas modificacdes, 0s
flavondides podem tornar-se metabdlitos mais ativos ou serem eliminados do organismo
mais facilmente por se tornarem mais polares; dessa forma, muitos desses produtos
metabdlicos podem ser detectados na urina e fezes humanas (WALLE et al., 2003).

O metabolismo bacteriano de flavonoides no colon tem sido bem reportado em
estudos com animais e pode ser um passo limitante na biodisponibilidade de muitos
flavondides em humanos e animais. Bactérias da microflora do c6lon sédo responsaveis
pela hidrélise de flavonoides glicosilados e conjugados, gerando compostos fendlicos
menores (WALLE et al., 2003). A hidrdlise da G-hesperidina e hesperidina resultando a

aglicona livre hesperitina estdo mostradas na Figura 13.
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Figura 13. Hidrdlise enzimética da G-hesperidina e hesperidina (YAMADA, 2006).

Os flavonodides das frutas citricas sado absorvidos no trato gastrointestinal (KRIS-
ETHERTON et al., 1984). O metabolismo destes compostos esta ilustrado na Figura 14.
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Figura 14: Esquema geral do metabolismo de flavonoides citricos (adaptado de
GARCIA, 2007).

As flavanonas sao hidrolisadas pela microflora intestinal e absorvidas no célon
na forma aglicona, como hesperitina quando entdo podem se difundir passivamente aos
enterécitos (ERLUND, 2001; MANACH et al.,, 2003). Na parede intestinal, os
flavondides podem sofrer reacfes de conjugacdo, tais como glicuronidacao e metilacéo
(MANACH et al., 1998; SPENCER et al, 1999). No plasma, sdo encontrados
metabdlitos recombinados de flavanonas como glicuronideos e sulfatados (MANACH et
al., 2003).

Os flavonoides conjugados sao levados pelo sistema porta dos enterécitos ao
figado, onde sofrerdo outras reagfes, como metilacdo, sulfatacdo e glicuronidacéao,

formando uma variedade de formas conjugadas (SCALBERT et al.,, 2002). Os
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flavonoides conjugados podem ser excretados pela bile ou levados aos tecidos
periféricos pelo sangue onde empenham suas atividades funcionais (VINUEZA et
al.,2008).

2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da hesperitina, hesperidina e G-hesperidina nos biomarcadores
de estresse oxidativo (substancias reativas ao acido tiobarbitlrico-TBARS), na defesa
antioxidante (enzimas superoxido dismutase-SOD e catalase-CAT) e nos niveis de
lipides plasméticos e &cidos graxos hepaticos em ratos e correlacionar com o potencial

antioxidante in vitro destes compostos.

2.2. Objetivos Especificos
1. Avaliar em ratos controle e suplementados com hesperitina e seus derivados
glicosilados os seguintes parametros:
- Oxidacéo lipidica hepatica por quantificacdo de malondialdeido (MDA) através da
determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS);
- Atividade hepética e plasmatica das enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT);
- Toxicidade aguda através da determinacdo das transaminases (AST e ALT) em
plasma;
- Niveis de lipides (colesterol total, LDL-c, HDL-c e triacilglicerol) plasmaticos e indice
aterogénico

- Composicao de acidos graxos dos lipides hepaticos.

2. Avaliar a atividade antioxidante in vitro da hesperitina e seus derivados

glicosilados através dos métodos de DPPH e FRAP.

3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Estudosinvivo

3.1.1. Animais

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais em
Pesquisa- CEUA, sob n°: 001.10.12, obedecendo ao previsto na Resolugdo CONSEPE
27/2008. Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso variando entre 180 e 200 g
provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da UNICAMP). Todos os animais ficaram
alojados no Biotério da Universidade S&o Francisco e passaram por um periodo de
adaptacdo as condi¢cdes ambientais durante uma semana. Os animais foram mantidos
em ciclos claro/escuro de 12 horas, temperatura 22°C +3 e de umidade 55 UR * 3, com
livre acesso a agua e racao comercial padrao (Labina, Purina).

As solucbes padrbes aquosas de hesperitina (Sigma), hesperidina (Sigma) e G-
hesperidina (Hyashibara, Japan) foram administradas nas doses de 1mmol/Kg de peso
do animal via gavagem por 30 dias. O Grupo 1 foi tratado com 0,31g de hesperitina/Kg
de peso, o Grupo 2 foi tratado com 0,61g de hesperidina/Kg de peso e o Grupo 3 com
0,77g de G-hesperidina/Kg de peso. Os animais foram divididos em quatro grupos (6
animais cada), sendo um controle e os demais suplementados com 2mL de solucao
salina usada como veiculo para as administracbes dos compostos.Os animais foram
pesados em dias alternados para o ajuste da concentracdo de cada composto.

AplOs o tratamento os animais foram anestesiados por via intramuscular com
xilazina/quetamina e o0 sangue da aorta abdominal coletado em tubos contendo
heparina. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e amostras de
figado e plasma armazenadas a temperatura de -80°C para as analises descritas a

seqguir.
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3.1.2. Obtencao do plasma e homogenato hepético

As amostras de sangue coletadas em tubo com heparina foram centrifugadas por 10
minutos a 4 °C e a camada superior retirada e o plasma armazenado para a
determinacao da atividade das enzimas antioxidantes e as analises bioquimicas.

Para a preparacao dos homogenatos, fragmentos de figado (1g) foram pesados e
adicionados a mesma proporcao de solugcéo salina tamponada PBS com pH de 7,0. A
mistura foi triturada, homogeneizada e centrifugada por 45 minutos, o sobrenadante foi
dividido em trés fracdes para a determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes,
das substéancias reativas ao acido tiobarbiturico e da composicdo de acidos graxos dos

lipides totais do figado.

3.1.3. Medida das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Uma das técnicas de maior relevancia para quantificar os danos de oxidacdo em
lipides consiste em medi-los com as substancias que reagem ao acido tiobarbitdrico
(thiobarbituric acid- TBA). O malondialdeido, considerado um dos principais metabdlitos
secundarios da LPO, é capaz de reagir com duas moléculas de TBA, formando assim
um complexo de coloracdo vermelho que € lido em comprimento de onda especifico
(532-535 nm).

Para avaliar a LPO foi utilizada a medida de TBARS de acordo com o método
desenvolvido por Ohkawa et al.,, (1979). A aliquota de 250uL de amostra
(homogeneizados de figado) foi misturada com 25uL BHT 4% em metanol, 1mL de
acido tricloroacético a 12%, 1mL de acido tiobarbiturico 0,73% e 750uL 0,1 mol/L
tampéao Tris-HCI contendo 0,2mmol/L EDTA pH 7,4. Apés 60 minutos de incubacdo em
banho- maria fervente, as amostras foram resfriadas em banho de gelo e diluidas em
1,5 mL de n-butanol. As amostras foram homogeneizada por 30 segundos em vértex e
centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos. As absorbancias das amostras foram lidas em
espectrofotometro Jenway 6105 UV/VIS a 532nm. A concentracdo tecidual de
malondialdeido foi expressa em nmol/g de tecido e a quantificacdo foi realizada

utilizando uma curva de calibragéo com tetraetoxipropano (TEP) conforme a Figura 15.
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Figural5: Curva de calibragdo com tetraetoxipropano (TEP) para medida das

substancias reativas ao acido tiobarbiturico

3.1.4. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

Para avaliar a atividade superéxido dismuatse (SOD) no plasma e figado foi
utilizado um kit SD-125 da Randox Laboratoris Ltda ®, seguindo o protocolo do
fabricante. Resumidamente, foram adicionados 2,5 mL de tampéao fosfato a 500 pl do
homogenato de tecido (figado) ou plasma, agitado no vértex, retirado uma aliquota de
50 ul e transferido para outro tubo. Foi adicionado entdo, 0,6 mL do substrato
(proveniente do kit), agitado novamente no vortex e acrescentou-se a esta mistura 1 mL
de H,O destilada, 250 pl de xantina oxidase, e novamente agitado em vortex. A
absorbéancia foi lida em espectrofotdbmetro Jenway 6105 UV/VIS no comprimento de
onda de 505 nm, apds 30 segundos da adi¢cdo da xantina. Apds a leitura os tubos foram

colocados em banho-maria a 37°C por 3 minutos e uma nova leitura da absorbancia em
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505 nm foi realizada. O resultado foi expresso como U/mL de proteina total presente no
homogenato e plasma.

3.1.5. Atividade da enzima catalase

A atividade da catalase foi determinada pela velocidade de consumo de perdxido
de hidrogénio, este procedimento determina a velocidade de decomposicao de H,O, em
agua e oxigénio catalisado por esta enzima (BEUTLER, 1984). Para avaliacdo da
atividade da catalase no plasma e figado foi utilizado o kit CAT 100 da empresa Sigma
Aldrich ®, seguindo o método descrito por Beutler (1975). O homogenato de figado
(diluicdo 1:40) e plasma (diluicdo 1:250) no volume final de 1 mL , foram colocados em
cubetas de quartzo. A seguir, foi adicionada a solucdo de reacdo, composta de H,0O,
10mM (10 pL de peridol 30% em 10 mL de agua destilada) e tampé&o Tris-HCI 1M EDTA
5mMem pH 8,0. As cubetas permaneceram na temperatura de 37°C por 15 minutos. O
resultado foi expresso como U/mL de proteina total presente no homogenato e plasma.
A quantificacdo de proteina foi determinada pelo método de biureto, utilizando o Kit de

proteina total da Bioclin ®, e a albumina de soro bovino como padréo.

3.1.6. Determinacao das enzimas transaminases

As transaminases sao enzimas catalisadoras de transferéncia de um grupo alfa-
amino de um aminoé&cido por um alfa-cetoacido com a formacéo de novos amino e alfa-
cetoacidos.O figado produz mais de 60 transaminases, sendo apenas duas de maior
relevancia clinica, a alanina aminotransferase (ALT) e a asparato aminotransferase
(AST). A cinética para determinacdo da atividade de AST € baseada na converséo da
L- alanina em oxalacetato catalisada pela glutamato oxaloacetato transaminase (GOT).
O oxalacetato formado reage com o NADH e o ion hidrénio produzindo o L- malato e

NAD", catalisada pelo malato desidrogenase (MDH) segundo as reacdes abaixo.

GOT
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L- alanina+ alfacetoglutarato «— —oxalacetato + L- glutamina

MDH
Oxalacetato+ NADH + H*«— — L- malato + NAD"

A cinética da atividade da ALT foi determinada baseando-se na conversao da L-
alanina em piruvato e L- glutarato. O composto formado, em questdo, o piruvato reage
com o NADH e o fon hidrénio, produzindo assim L- lactato e NAD" em uma reagio

catalisada pelo lactato desidrogenase segundo a equacéao.

LDH
Piruvato + NADH +H" «— —L- lactato + NAD"

A determinacao da atividade da AST e ALT foi realizada utilizando o kit enzimatico
colorimétrico K 034 e K035 da empresa Bioclin®. A leitura foi realizada em comprimento

de onda de 340 nm em espectrofotometro Jenway 6105 UV/VIS.

3.1.7. Determinacéao de lipides plasméaticos e do indice aterogénico (IA)

Os niveis séricos de colesterol total, triacilglicerol, lipoproteina de alta densidade
(HDL-c) foram determinados no plasma dos animais utilizando respectivamente kits
colorimétricos comerciais K083, KO71 e K117 da Labtest ®.

A estimativa de LDL-c foi obtida a partir dos resultados das dosagens de
colesterol total, TAG e HDL-c, pela férmula de FRIEDEWALD et al., (1972).

Colesterol LDL (mg/ dL) = Colesterol Total - HDL-c —-TAG
5

Os indices calculados a partir de medidas laboratoriais e a determinacdo de
marcadores plasmaticos sédo frequentemente utilizados para a avaliacdo do risco

cardiovascular. Para calculo do indice aterogénico utilizou-se a seguinte férmula:
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IA (mg/dL) = TAG
HDL-c

3.1.8. Extracdo de lipides hepéticos e composicdo de acidos graxos por

cromatografia a gas

A extracdo total dos lipides do homogenato hepético foi realizada através do
tratamento das amostras com cloroférmio: metanol (2:1, v/v) em temperatura ambiente.
A cada 1 mL de homogenato foi adicionado 5 mL de metanol, levados a vortex por 2
minutos, e adicionado mais 10 mL de cloroférmio e novamente levado ao voOrtex por
mais 2 minutos. As amostras foram agitadas por 1 hora e apds decantacdo, a camada
inferior foi filtrada em papel anidro conforme metodologia descrita por Folch et al.,
(1957), esse procedimento foi repetido por 3 vezes e 0s extratos unificados e secos em
nitrogénio.

O perfil de &acidos graxos foi determinado por cromatografia a gas (CG). O
procedimento adotado neste estudo foi uma adaptacédo do trabalho descrito por AOCS
em 1993. Em um tubo de ensaio contendo os lipides da amostra conforme descrito no
item 5.1.2, foram adicionados 2 mL de solucdo 0,5N de NaOH em metanol. O tubo,
fechado, foi levado a banho-maria em agua fervente, em um periodo aproximado de 5
minutos e apoés resfriado em agua corrente foi adicionado a mistura 2,5 mL de reagente
esterificante BF3 metanol e levado novamente ao banho fervente pelo mesmo tempo
anterior e resfriado em agua corrente. Foram adicionados 2mL de solucdo saturada de
NaOH e apds agitacdo por 30 segundos acrescentou-se 2,5 mL de hexano para
extracdo dos ésteres metilicos de acidos graxos.

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram injetados no cromatégrafo a gas
CHROMPACK® (model CP 9001) com o detector de ionizacéo e coluna capilar CP-Sil
88 (Chrompak, WCOT Fused Silica 59 m x 0.25 mm). O detector de temperatura foi de
280 °C e o injetor 250 °C. A temperatura inicial foi de 180 °C por 2 min., programado

para aumentar 10 °C por minuto até 210 °C por 30 minutos. O gas carregador usado foi
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o hidrogénio com fluxo de 2,0 mL/ minuto na coluna. A identificacdo dos &cidos graxos
foi realizada por comparacéo do tempo de retengcdo dos componentes das amostras
com padrbes auténticos de ésteres de acidos graxos (Padrédo Sigma) injetados sob as
mesmas condi¢des. A composicdo de cada acido graxo foi expressa sobre o percentual

de &cidos graxos totais.

3.2. Capacidades antioxidante in vitro

3.3. Atividade sequestrante do radical livre (DPPH)

Segundo Faria et al., (2005), o método é baseado na capacidade dos antioxidantes
presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila). Este método é baseado no descoramento de uma solugdo que contém
radicais estaveis de cor violeta, que quando reduzida passa a apresentar uma cor
amarelada conforme mostra Figura 16. Isso se da, pois quando uma substancia que
age como doador de atomos de hidrogénio é adicionado a uma solucdo de DPPH, a
hidrazina é obtida com mudanca simultdnea na coloracdo de violeta a amarelo palido
(ALVES, et al., 2010). Quando adicionada ao meio uma substancia antioxidante, capaz
de ceder elétrons, neutralizando assim os radicais livres, ocorre o decréscimo de
absorbancia de 517 nm (SILVA et al., 2012).
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Figura 16: Forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH (ALVES et al, 2010).

37



As determinacdes foram realizadas adicionando-se em cada eppendorf 250 pL
da solucdo metanolica de DPPH (20 mg/mL) e 40 uL de metanol (para o controle), ou o
mesmo volume do extrato a ser analisado ( hesperidina, hesperitina e G- hesperidina)
preparadas na concentracdo de 75uM. Todas as analises foram realizadas em triplicata
e as leituras realizadas em espectrofotdmetro Jenway 6105 UV/VIS no comprimento de
onda a 517 nm, apos 25 minutos de incubacéo a 25°C. O decaimento da absorbancia
das amostras (Aam) correlacionado ao decaimento da absorbéancia do controle (Ac),
resulta na porcentagem de sequestro de radicais livres (% SRL), expressa através da

equacao:

% SRL = (Ac-Aam)/Ac x 100

3.3.1. Avaliacao do potencial antioxidante de reducéo do ferro (FRAP)

Segundo Rufino et al. (2006) o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) baseia-se na reducéo, a baixo valor de pH, do complexo Fe**-tripiridiltriazina ao
complexo Fe*?-tripiridiltriazina de coloragéo azul, na presenca do reagente 2,3,5-cloreto
trifeniltetrazolium (TPTZ). A mudanca de cor € monitorada pela leitura da absorbancia a
595 nm. Diferentes diluicbes dos compostos (5:5, 1:9 e 9:1 em agua destilada) foram
preparadas em tubos de ensaio cor ambar. Em ambiente escuro, foram adicionados 90
ML de cada composto a outro tubo de ensaio contendo 270 yL de agua destilada.
Resumidamente, a essa mistura, foram acrescentados 2,7 mL do reagente FRAP em
tampéo acetato 0,3 M pH 3,6, previamente preparado com o composto TPTZ (2,4,6-
tri(2-piridil)-1,3,5-triazina)10 mM e solugcdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Em
seguida, os tubos foram homogeneizados e mantidos em banho- maria a 37°C durante
30 minutos e a leitura realizada em espectrofotébmetro ultravioleta visivel (UV/VIS) a 595

nm. O resultado foi expresso em uM sulfato ferroso / g de amostra.

3.4. Analise estatistica
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Os resultados foram expressos como média acompanhada do seu respectivo
desvio padrdo (DP). Os experimentos in vitro foram realizados em triplicata. Foram
realizadas analises de variancia (one- way analysis of variance, ANOVA), seguidas do
teste de Tukey, utilizando o software Origin versdo 8.6 para comparagcao entre as

meédias, considerando o nivel de significancia de 5% (p=<0,05).

4. RESULTADOS
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4.1. Avaliacao do sistema oxidante-antioxidante in vivo

4.1.1. Medida de peroxidacéo lipidica pelo indice TBARS
O teste para a avaliacdo de LPO in vivo foi realizado em homogenato hepatico
de ratos suplementados com hesperitina, hesperidina e G- hesperidina.
Os dados mostram que nao houve aumento significativo (p<0,05) na
concentracdo de TBARS em nenhum grupo tratado seja com hesperitina, hesperidina e

G- hesperidina quando comparados ao grupo controle (Figura 17).
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Figura 17: Medida das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em figado
de ratos controle e suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina. Os
dados representam a média £ DP para 12 experimentos

4.1.2. Atividade hepética e plasméaticade enzimas superéxido dismutase (SOD)

e catalase (CAT)
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A atividade enzimatica da SOD e CAT foi determinada no figado e plasma dos
animais controle e suplementados com hesperitina, hesperidina e G- hesperidina.

Foi observado que a atividade da SOD hepatica estava aumentada nos grupos
suplementados com hesperitina (p<0,001) e hesperidina (p<0,01) quando comparada
ao grupo controle (Figura 18), porém ndo houve diferenca significativa no grupo tratado
com G- hesperidina. Por outro lado, a suplementacéo com hesperitina e seus derivados
glicosilados (hesperidina e G-hesperidina) ndo foi capaz de promover alteracdes

significativas nas atividades plasmatica desta enzima como podemos observar na

Figura 19.
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Figural8: Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em figado de ratos controle
e suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina. Os dados representam
a média £ DP para 12 experimentos. *p<0, 001 quando comparado ao grupo controle

* *p<0,01 quando comparado ao grupo controle
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Figura 19: Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) em plasma de ratos

controle e suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina.
Neste estudo ndo foram observadas diferengas na atividade da CAT avaliada no

tecido hepatico e plasma dos grupos suplementados em comparacao ao grupo controle

conforme se observa nas Figuras 20.
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Figura 20: Atividade da enzima catalase em figado de ratos controle e suplementados

com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina.
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Figura 21: Atividade da enzima catalase plasma de ratos controle e suplementados com

hesperitina, hesperidina e G-hesperidina.
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4.1.3. Atividade das enzimas transaminases
A funcdo hepatica foi avaliada com o objetivo de pesquisar danos hepéaticos
destes flavondides (hesperitina, hesperidina e G- hesperidina) nas doses utilizadas no
trabalho as atividades das enzimas AST e a ALT segundo o item 5.1.6.
N&o houve alteracdes significativas na concentracdo plasmética das enzimas

ALT e AST apés o tratamento com os flavondides. Tabela 2

Tabela 2: Niveis de asparato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
em ratos controle suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina. Os
dados representam a média +DP de 12 experimentos

Parametros  Grupo Grupo Grupo Grupo G-
controle - - -
(salina) hesperitina hesperidina hesperidina

AST 191,1+14,5 152,848,5 208,5+67,1 198,5+£7,0

ALT 93,5+6,5 74,5£12,0 98,5+12 100,5+£7,0

4.1.4. Avaliacao do perfil lipidico plasmético

A tabela 3 mostra o perfil lipidico e o indice aterogénico (IA) dos ratos controle e
suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina.

Pode-se observar que embora os niveis de triacilglicerol, colesterol total, LDL-
colesterol e HDL-c ndo mostraram diferencas significativas entre 0s grupos
suplementados e o controle, houve uma diminuicdo de 22% nos niveis de LDL-
colesterol no grupo tratado com hesperitina em comparacdo ao controle. A mesma
resposta foi observada nos grupos suplementados com hesperdina e G-hesperidina,
nos quais houve a reducdo de 13% e 18%, nos niveis de LDL-c respectivamente, em
comparacao ao controle. Todos os grupos tratados apresentaram reducao significativa

nos valores de indice aterogénico (IA).
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Tabela 3: Perfil lipidico plasmatico de ratos controle e suplementados com hesperitina ,

hesperidina e G-hesperidna.

Parametros Grupo Grupo Grupo Grupo G-
controle hesperitina o hesperidina
(salina) hesperidina

Colesterol 73.7+£13.6 59.7+55 69.3 £18.2 64.7+7.8

(mg/dL)

Triacilglicerol  97.2+9.4 73.7+7.0 77.3+35 71.0+8.1

(mg/dL)

LDL-c (mg/dL) 19.8 +3.7 15.3+2.9 175+34 16.2+ 25

HDL-c (mg/dL) 34.7+1.5 29.7+5.1 35.3+7.0 34.0+£1.7

IA (mg/dL) 285+0.17 241+0.12* 2.09 + 0.27* 2.01 + 0.24*

* Valores com diferengas significativas comparado ao grupo controle (p<0,05, ANOVA, Teste de Tukey).

4.1.5. Perfil de acidos graxos dos lipides hepéticos

A tabela 4 mostra que o0s principais acidos graxos encontrados no tecido
hepéatico de ratos foram: palmitico (16:0), esteérico (18:0), palmitoléico(16:1 n-7), oléico
(18:1 n-9) linoléico (18:2 n-6), linolénico (18:3 n-3), araquiddnico (20:4 n-6),
eicosapentaendico (20:5 n-3), docosapentaendico (22:5 n-3), docosahexaendico (22:6
n-3). Estes acidos graxos foram distribuidos em saturados, monoinsaturados e poli-

insaturados da familia n-6 e n-3.
Observa-se que as quantidades encontradas de acidos graxos saturados,
monoinsaturado se poli-insaturados das familias n-6 e n-3, dos grupos suplementados

se mantiveram praticamente iguais comparado ao grupo controle.
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Tabela 4. Composicao de acidos graxos dos lipides totais do figado de ratos controle e

suplementados com hesperitina, hesperidina e G-hesperidina

Acidos graxos Controle Grupo Grupo Grupo
(salina) hesperitina  hesperidina  G-hesperidina
16:0 24,3+ 3,2 23,4+ 3,6 19,9+ 4,3 215+1,6
18:0 12,1+1,9 13,5+ 0,8 13,8+ 1,4 13,6+ 1,0
Total saturados 36,4 36,9 33,7 35,1
(AGS)
16:1 n-7 3,8+ 0,5 3,1+ 0,6 3,7t 0,3 3,3+ 0,9
18:1 n-9 16,9+ 1,5 17,9+ 1,3 18,8+2/4 17,715
Total monoinsaturados 20,7 21,0 22,5 21,0
(AGMI)
18:2 n-6 20,8+ 2,9 195+1,9 20,4+ 2.4 21,8+2,6
20:4 n-6 16,7+ 2,3 16,3+2,1 17,3+ 2,6 16,5+2,7
Total poli-insaturados n-6 37,5 35,8 37,7 38,3
(AGPI)
18:3 n-3 0,7+ 0,2 0,9+0,2 09+04 0,8+ 0,3
20:5 n-3 0,4+ 0,1 0,2+0,1 0,4+0,2 0,3+ 0,1
22:5n-3 09+0,3 1,0+£0,2 1,3£0,1 0,9+ 0,3
22:6 n-3 3,4+ 0,6 4,2+0,8 3,5+0,3 3,6£0,4
Total poli-insaturados n-3 5,4 6,3 6,1 5,6

(AGPI)
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4.2. Atividades antioxidantes in vitro
As amostras de hesperitina, hesperidina e G- hesperidina foram analisadas por
dois diferentes métodos antioxidantes (DPPH e FRAP) conforme descrito no item 5.2.
Os resultados dos ensaios de DPPH e FRAP estdo respectivamente apresentados nas

tabelas 5.

Tabela 5: Potencial antioxidante in vitro dos compostos avaliados pelos métodos DPPH
e FRAP

Parametros Grupo Grupo Grupo G-
hesperitina hesperidina hesperidina

DPPH (% SRL) 45,7+10,8° 19,5 + 4,5° 25,2 + 4,9°

FRAP (UM / g) 2,7+0,3% 1,5+0,5° 1,6 +0,9°

Letras iguais indicam néo haver diferengas significativas entre os dados. Letras diferentes entre os dados

indicam valores com diferenca significativa (p<0,05, ANOVA, Teste Tukey).

Nesses ensaios foi observado que a capacidade antioxidante da hesperitina,
medida por DHHP e FRAP, é superior (p<0,05) comparada aos seus derivados
glicosilados, hesperidina e G — hesperidina.
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5. DISCUSSAO

Os testes in vitro de medida da capacidade antioxidante sao importantes
ferramentas que auxiliam na busca por substancias bioativas, bem como na selecao de
compostos de interesse. Entretanto, muitos desses métodos ndo tém mostrado
correlagdo com a habilidade dos compostos em inibir a deterioragdo oxidativa in vivo.
Isto se deve ao fato de que a atividade antioxidante in vivo depende ndo somente da
reatividade quimica do antioxidante, mas também de fatores como localizacéo fisica,
propriedades fisico-quimicas, interagdo com outros componentes e condi¢cdes
ambientais. Por este motivo, testes in vivo em sistemas biologicos sdo de grande valia
para uma avaliagcdo mais eficaz da atividade antioxidante.

Os resultados in vitro comprovaram a potente acao da hesperitina em sequestrar
e reduzir o radical DPPH, atuando como eficiente doador de atomos de hidrogénio. Esta
eficiéncia antioxidante foi superior aos seus derivados glicosilados, mostrando que a
presenca dos acucares na hesperidina (rutinose) e na G-hesperidina (rutinose+ glicose)
e consequente bloqueio do grupo hidroxila do C7 € capaz de reduzir a eficiéncia
antioxidante destes compostos. Estes resultados s&o consistentes com os reportados
anteriormente, 0s quais verificaram que a aglicona hesperitina apresenta maior
constante de inibicdo (Ki.,) €, portanto € mais potente como antioxidante comparada a
hesperidina (Hirata et al., 2005) e também a neohesperidina (MAJO et al., 2005).
Segundo os autores a presenca e o tipo de acucar no C7 do anel B na estrutura das
flavanonas influencia a habilidade antioxidante destes compostos.

Da mesma forma, a capacidade antioxidante da hesperitina em reduzir o ion
férrico, medida pelo método FRAP, foi superior aos seus derivados glicosilados. E
importante enfatizar que os trés compostos possuem diferentes propriedades fisico-
quimicas que podem influenciar na capacidade antioxidante. A G-hesperidina é mais
hidrofilica que os outros dois compostos, com um valor de log P <-3,2, enquanto a
hesperidina e hesperitina possuem os valores de 1,78 e 2,9, respectivamente
(MAJUMDAR E SRIRANGAM, 2009).
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Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para evitar o acumulo das
EROs (Halliwell, 1995), evitando assim danos a lipides, proteinas e acidos nucléicos,
essas defesas incluem mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. As principais
enzimas antioxidantes sdo a catalase (CAT), a superéxido dismutase (SOD) e a
glutationa peroxidase (GPx), as quais para exercerem sua acao sao dependentes da
participagdo de cofatores. Estudos anteriores mostraram que a suplementagcéo de
hesperitina, hesperidina e também de G-hesperidina resulta em aumento da atividade
de GPx, SOD, CAT e a reducao dos niveis de MDA, produto da LPO, em diferentes
modelos de estresse oxidativo em roedores (TIRKEY et al.,, 2005; JAIN e PARMAR
2011; YASIM et al., 2011; JASABI e ABDALLAH 2013).

O uso de modelos animais com estresse oxidativo é util para avaliar o efeito dos
flavonoides no sistema oxidante-antioxidante de animais. Os nossos dados mostraram
gue nos animais, 0s quais ndo houve nenhum estimulo de estresse, a atividade das
enzimas CAT e SOD plasmaticas e os niveis hepéticos de TBARS e CAT nao foram
alterados com a suplementacdo. Por outro lado, foi verificado um acréscimo na
atividade da SOD hepatica nos grupos suplementados com hesperitina e hesperidina,
sugerindo um possivel efeito protetor destes antioxidantes contra as EROs. Segundo
Jovanovic et al.(1994) a hesperidina tem propriedades de neutralizar o anion
superoxido , o oxigénio singlete e o radical hidroxil, contribuindo significativamente com
o0 sistema antioxidante intracelular.

Os dados reportados no estudo de Tirkey et al. (2005) utilizando ratos Wistar
machos que foram expostos a tetracloreto de carbono (tetraclometano) e
suplementados com hesperidina mostraram o potencial desta flavanona na melhora do
sistema antioxidante do figado e rim dos animais. Os niveis aumentados de TBARS e a
reducdo na atividade das enzimas antioxidantes (GSH, SOD e CAT) promovidos pelo
tetracloreto de carbono foram revertidos com a suplementacdo de 200 mg/kg de
hesperidina por 7 dias, mostrando a eficiéncia deste composto em aumentar as defesas
antioxidantes.

Jain e Parmar (2011) reportaram que a hesperidina € um antioxidante e anti-

inflamatorio mais potente do que a indometacina e a naringina capaz de atenuar a
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resposta inflamatoria em ratos Wistar albinos em modelo de inflamacao na bolsa de ar
induzido pela carragenina. A suplementacdo de hesperidina (50mg/Kg) foi capaz de
atenuar a LPO e a resposta inflamatodria no exsudado, tecido e soro dos animais.

No estudo de Yasim et al. (2011) os autores reportaram que a suplementacéo da
mistura  hesperidina/diosmina  (100mg/Kg e peso corp6reo) em ratos
hipercolesterolémicos aumentou os niveis plasmaticos de SOD e GPx e ndo promoveu
alteracdes significativas nos niveis de MDA e de CAT. Foi verificado também um
aumento significativo dos niveis séricos de HDL-c no grupo suplementado.

Os dados reportados por Oliveira et al. (2013) mostraram a reducdo nos niveis
séricos de TBARS em ratos Wistar machos suplementados com G- hesperidina
(100mg/Kg) por 4 semanas, submetidos a natacdo intervalada (60 segundos de
exercicio de alta intensidade seguido por um intervalo de 120 segundos por um periodo
total de 50 minutos) comparado aos animais que nao receberam a suplementacao.
Além disso, 0os autores mostraram que a suplementagcédo com hesperidina combinada ou
nao com exercicios é capaz de reduzir os niveis de triacilglicerol, colesterol total e LDL-
¢ no soro dos animais.

O efeito quimiopreventivo da hesperidina foi recentemente reportado por Al-
Jasabi e Abdallah (2013) em camundongos com cancer de pulmé&o induzido por
benzo(a)pireno, um composto carcinégeno. Um grupo saudavel recebeu hesperidina
(100mg/Kg de peso corpdéreo) por 16 semanas em dias alterados e outro grupo recebeu
a mesma dose de hesperidina pelo mesmo tempo um dia antes da administracdo de
benzopireno. O aumento de MDA e a reducado da atividade das enzimas antioxidantes
devido ao desenvolvimento do cancer foram atenuados com o uso de hesperidina,
mostrando o potencial preventivo deste flavonoide.

Uma das consequéncias mais estudadas do estresse oxidativo € a peroxidacao
lipidica, que constitui uma reacdo em cadeia nos AGPI das membranas celulares. A
LPO acarreta em alteracdes na estrutura e permeabilidade das membranas celulares,
com perda de seletividade nas trocas ibnicas além da formagéo de produtos citotoxicos,
como o malondialdeido (MDA), resultando na morte celular (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 1999).
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Tem-se o0 conhecimento de que diferentes tecidos metabolizam
preferencialmente certos acidos graxos e, com isso, pode-se ter uma maior ou menor
mobilizacdo de um determinado acido graxo, segundo 0s seguintes parametros: 1) ser
fornecido na dieta, 2) oferecerem-se outros componentes que podem influenciar no seu
percentual de incorporacdo, como os antioxidantes dietéticos, 3) ser afetado por fatores
externos, como situacoes de estresse e doencas (MOREIRA E MANCINI-FILHO, 2004).

Considerando que o principal substrato do processo de LPO sdo os AGPI, o
presente trabalho avaliou o perfil de &cidos graxos no figado dos animais com a
intencdo de verificar o efeito destes antioxidantes na protecdo a LPO. Verificou-se o
mesmo perfil de acidos graxos para 0s grupos controle e suplementados, mostrando,
portanto que a suplementacéo, nas condicdes usadas, ndo foi suficiente para alterar o
percentual de incorporacdo dos &cidos graxos no figado dos animais, sem indicios,
portanto de preservacao ou maior protecao dos AGPI nos grupos suplementados.

Dados anteriores reportaram que o0s tecidos de animais possuem
comportamentos distintos quanto a incorporacédo dos diferentes acidos graxos, quando
estdo associados a ingestdo de antioxidantes, levando-se a inferir, que ha uma relacao
direta entre a presenca de antioxidantes e a incorporacao tecidual dos acidos graxos
(MOREIRA e MANCINI-FILHO, 2004; MARTINS et al., 2009). Embora n&o ha relatos na
literatura do efeito protetor da hesperitina ou seus derivados glicosilados sobre a
oxidacdo dos acidos graxos e, portanto capaz de alterar o perfil destes acidos nos
lipides de membrana, alguns autores tém verificado esta relacdo para outros
antioxidantes, como os polifendlicos de chas (MOREIRA E MANCINI-FILHO, 2004;
MARTINS et al, 2009) e do pedunculo de caju (BROINIZI et al., 2008).

Martins et al., (2009) reportaram que o cha-mate (llex paraguariensis) foi capaz
de promover uma protecéo significativa do processo de LPO, resultando em aumento
nos percentuais de AGPI (18: 2n-6 e 20: 4n-6) e AGMI (18: 1n-9), no figado de ratos
tratados por 60 dias com uma dose de 2.0 g/kg de cha.

Moreira e Mancini-Filho, 2004 avaliaram o potencial antioxidante de uma mistura
de especiarias (mostarda, canela e erva-doce) e observaram diferencas nos

percentuais de incorporagdo dos acidos graxos nos tecidos dos animais que receberam
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a racdo a base de dleo de soja e de peixe, quando comparados 0S grupos
experimentais (chd) e controles (placebo). Os resultados obtidos sugerem uma provavel
atuacao dos compostos polifendlicos presentes nos chas sobre o metabolismo lipidico,
por meio de protecdo contra a oxidacdo e também acéo sobre enzimas da biossintese
dos eicosanoides.

Quando avaliada a oxidacao lipidica nos tecidos de rato, Broinizi et al.,(2008)
constatou que o extrato hidroalcodlico do bagaco do pedunculo de caju (200 e 400
mg/kg de peso corporeo) por 30 dias foi efetivo na reducdo da LPO no cérebro dos
grupos tratados, reduzindo a formacdo de MDA e aumentando a quantidade de AGPI,
em especial o acido docosahexaendico (DHA), caracterizando protecdo a peroxidagcéo
lipidica.

Estudos anteriores mostraram o efeito hipolipidémico da hesperidina pura ou em
sucos de frutas (toranja e laranja) utlizando varios modelos animais. A acdo
hipocolesterolémica de compostos polifendlicos tem sido atribuida a ocorréncia comum
dos grupos hidroxila na posicéo 3, 4 ou 5 da sua estrutura (MONFORTE et al., 1995).

Neste trabalho optou-se por avaliar o efeito dos compostos em ratos alimentados
com racado comercial sem acréscimo de gordura ou outros compostos capazes de
alterar o metabolismo e promover algum estressse oxidativo. Os resultados apontaram
uma tendéncia em reduzir o perfil lipidico e uma reducdo significativa do indice
aterogénico (Al) nos trés grupos suplementados comparados ao grupo controle.

Dados reportados por Oliveira et al., (2012) relataram uma reducéo significativa
nos niveis de lipides séricos em ratos Wistar machos alimentados com dieta padrao e
suplementados com G- hesperidina (100mg/Kg por 4 semanas). Foi observada uma
reducdo de 13% de triacilglicerol e de 52% de LDL-c e um aumento de 35% de HDL-c
comparado aos animais que nao receberam a suplementacéo.

Na pesquisa de Vinueza et al., (2008) os ratos Wistar tratados com dieta padrao
acrescida de 17% de gordura saturada tiveram reducao dos niveis de colesterol total e
de HDL-c apo6s a administracdo por 30 dias de hesperidina isolada (25mg/L) ou em
associacdo com o suco de laranja, ambos oferecidos ad libitum por 30 dias, néo

havendo interferéncia nos niveis de triacilglicerol plasmaticos.
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Em outro trabalho, as flavanonas citricas retiradas da casca da tangerina e uma
mistura de flavonoides contendo hesperidina e naringina (0.5 g/100 g) administradas a
ratos hipercolesterolémicos mostraram eficientes na reducdo das concentracfes
plasmaticas e hepaticos de colesterol, sugerindo uma diminuicdo da sintese de
colesterol endogeno (BOK et al., 1999).

Alguns autores reportaram que a acao hipocolesterolémica da hesperitina e de
seus metabdlitos ocorre devido a inibicdo da hidroximetil glutaril coenzima A redutase
(HMG-CoA redutase) e colesterol aciltransferase (ACAT) enzimas presentes na cadeia
de reacdes da biossintese de colesterol (BOK et al, 1999; PARK et al, 2001; KIM et al.,
2003). Dados mais recentes tém apontado que os metabdlitos da hesperitina, em
particular o acido 3-metoxi-4-hidroxicinamico (acido ferdlico) é um agente
hipocolesterolémico mais potente do que a hesperitina (KIM et al , 2010).

Alguns estudos tém mostrado também o efeito benéfico na reducédo de lipides
séricos com a utilizacdo de hesperidina e seus derivados em humanos. Bonifacio
(2007) avaliou a influéncia do consumo de suco de laranja oferecido ad libitum a 114
individuos normo e hiperlipidémicos enquanto Garcia et al.,( 2008) estudaram 110
homens normolipidicos que ingeriram 400 mL de suco de laranja durante 30 dias. Os
autores observaram que o consumo de suco foi capaz de reduzir os niveis de lipides
independente dos niveis anteriores apresentados pelos individuos.

Por outro lado, Demontry et al., (2010) observaram que a hesperidina ndo foi
capaz de alterar as concentracbes do perfil lipidico em homens e mulheres
normolipidicos suplementados com 400 ml de suco de laranja. Resultados similares
foram reportados por Aradjo (2010) que suplementou 30 adultos de ambos 0s sexos
com 750 mL/dia de suco de laranja para adultos eutroficos e com sobrepeso. Em
nenhum dos grupos notou-se alteracBes significativas no colesterol total, LDL-c,
LDL/HDL-c, e triacilglicerol.

Uma vez que nao foi observada qualquer alteracéo significativa na atividade das
transaminases nos grupos suplementados comparada ao controle, podemos assim
afirmar que a quantidade e o tempo de administragdo destes compostos nao foram

capazes de causar toxicidade hepética aos animais. Segundo Ozer et al.,(2008) a ALT
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e AST sao oOtimos biomarcadores para danos hepéticos e qualquer destruicdo
significativa de tecido hepatico d4 origem a niveis elevados destas transaminases

séricas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que a flavanona
hesperitina apresenta atividade antioxidante in vitro superior aos seus derivados
glicosilados, hesperidina e G-hesperidina, os quais apresentaram similar potencial
antioxidante.

Os dados observados pelo estudo in vivo, utilizando animais alimentados com
dieta padrao e suplementados com os trés antioxidantes, mostraram que 0S compostos
nao apresentaram uma agao antioxidante relevante nas condi¢des testadas no trabalho.
O uso de modelos animais com inducéo de estresse oxidativo podera ser util para esta
avaliacao.

A hesperitina e hesperidina mostraram um efeito antioxidante preventivo como
sequestrantes do radical anion superéxido (O27°), capazes de aumentar a atividade da
SOD hepética nos animais. A G-hesperidina também mostrou uma tendéncia em
aumentar a SOD hepatica. Possivelmente pela atuacdo eficiente das enzimas
glicosidases e ramnosidases presentes na mucosa gastrintestinal ou secretada pela
microbiota colonica, os compostos glicosilados foram convertidos na forma aglicona, o
que possibilitou a absorcdo e os efeitos similares dos trés compostos no sistema
oxidante-antioxidante dos animais.

A reducdo do indice aterogénico (IA) dos animais mostra um possivel efeito
hipolipidémico para os trés antioxidantes avaliados, o qual pode ser avaliado melhor
utilizando modelos de obesidade.

Futuros trabalhos envolvendo estudos de biodisponibilidade e utilizando modelos
animais com estresse oxidativo poderao trazer informacdes adicionais contribuindo para
o entendimento do efeito da glicosilacdo na capacidade antioxidante dos flavonéides
assim como na elucidacdo destes efeitos em relacéo a estrutura do composto.
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