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RESUMO

Estudos tém demonstrado que o consumo de flavonoides, potentes antioxidantes da
dieta, pode produzir uma acao protetora contra 0s processos oxidativos que ocorrem no
organismo. A hesperidina (HD) é um flavonoide glicosilado presente nas frutas citricas
com propriedades antioxidante, anti-inflamatdria, anticarcinogénica e hipolipidémica.
Alguns relatos indicam que a retirada da fracdo glicosidica (aglicona hesperitina, HT) ou
a insercdo de uma molécula de glicose (glicosil-hesperidina, G-HD) pode alterar a sua
bioatividade e biodisponibilidade. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito
da suplementacédo (0,5 mmol/kg/dia por 8 semanas) destes flavonoides (G-HD, HD e
HT) no perfil lipidémico e na lipoperoxidagdo hepatica em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica associada a frutose. Além disto, os metabdlitos conjugados ao &cido
glucurdénico no plasma foram monitorados para avaliar a biodisponibilidade dos
compostos. O perfil lipiddomico foi avaliado por cromatografia a gas (CG) e por
espectrometria de massas com ionizacdo ambiente por sonic-spray (EASI-MS) e a
peroxidacdo lipidica através da determinacdo das Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS). A biodisponibilidade foi avaliada por cromatografia liquida de
ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-MS). Os resultados
evidenciaram aumento no conteudo total de lipides hepaticos, aumento nos niveis de
acido oleico nas fracfes de triacilglicerol e ésteres de colesterol e reducdo dos acidos
graxos poli-insaturados da familia n-3 (18:3, 22:5 e 22:6), o que refletiu no aumento da
relacdo AGPI n-6/n-3 no figado dos animais alimentados com dieta hiperlipidica
(DHIPER) comparado a dieta normocaldrica (DNORMO). Os antioxidantes parecem
exercer um pequeno efeito sobre a composicdo de acidos graxos, levando a reducao
dos niveis de &cido estearico nos fosfolipides com o uso de G-HD e HD e reducédo de
AGPI n-6 nos triacilglicerois e nos ésteres de colesterol na presenca de HT. A
caracterizacao do perfil das fracdes por EASI-MS mostrou que a DHIPER levou a uma
acentuada prevaléncia de triacilglicer6is contendo os acidos palmitico e oleico, a
DNORMO a prevaléncia de moléculas de fosfatidilcolina e ndo foi possivel evidenciar
alteracdes no perfil lipidico hepético ap6s a suplementacdo com o0s antioxidantes. A
suplementacdo dos animais com G-HD e HT levou a uma reducdo significativa nos
niveis hepéaticos de TBARS, e também foram detectados niveis superiores de
metabdlitos conjugados de hesperitina com acido glucurdénico no plasma destes
animais. Os resultados evidenciam que a G-HD e a HT séo mais eficientes do que a HD
em reduzir a lipoperoxidacdo hepatica provocada pela ingesta da DHIPER, efeito
possivelmente associado a maior concentracdo de metabdlitos antioxidantes presentes
no plasma destes animais.

Palavras-chave: hesperidina, fosfolipides, composicdo de acidos graxos, dieta
hiperlipidica, biodisponibilidade
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ABSTRACT

Studies have shown that the consumption of flavonoids, powerful dietary antioxidants,
can protect against oxidative processes that occur in the organism. Hesperidin (HD) is a
glycosylated flavonoid present in citrus fruits and it has antioxidant, anti-inflammatory,
anti-carcinogenic and hypolipidemic properties. Some reports have shown that the
removal of the glucosyl fraction (the aglycone, hesperetin - HT) or the insertion of a
glucose molecule (glucosyl-hesperidin, G-HD) can alter its bioactivity and bioavailability.
Thus, the study seeks to assess the effects of supplementation (0.5 mmol/kg/day for 8
weeks) with these flavonoids (G-HD, HD and HT) on the lipidomic profile and on hepatic
lipid peroxidation in rats fed with a hyperlipidic diet associated to fructose. In addition,
metabolites conjugated to glucuronic acid in the plasma were monitored to assess the
compounds’ bio-availabilities. The lipidomic profile was evaluated using gas
chromotography (GC). Easy Ambient Sonic- spray lonization with mass spectrometry
(EASI-MS) was used to ionize the environment. Lipid peroxidation was determined by
Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) assay. Bio-availability was assessed
using ultra high performance liquid chromatography coupled to a mass spectrometer
(UHPLC-MS). The results showed evidence of an increase in total hepatic lipids,
increased oleic acid levels in the triacylglycerol and cholesterol esters fractions and a
reduction of poly-unsaturated fatty acids of the n-3 (18:3, 22:5 and 22:6) family,
reflecting an increased AGPI n-6/n-3 ratio in the livers of animals kept on a hyperlipidic
diet (DHIPER) compared to those on a normal calories diet (DNORMO). The
antioxidants seem to have a slight effect on the fatty acid composition with G-HD and
HD reducing stearic acid in the phospholipids, and a reduction of AGPI n-6 in the
triacylglycerols and in the cholesterol esters in the presence of HT. The delineation of
the EASI-MS fraction profiles showed that the DHIPER led to an accentuated
prevalence of triglycerides containing palmitic and oleic acids. The DNORMO led to the
prevalence of phosphatidylcholine molecules and there was no evidence found of
alterations to the hepatic lipids profile after supplementation with antioxidants.
Supplementation of the animals’ diet with G-HD and HT led to a significant reduction in
hepatic levels of TBARS and higher levels of conjugated metabolites of hesperetin with
glucuronic acid were found in the plasma of those animals. The results show that G-HD
and HT are more efficient than HD in reducing hepatic lipids peroxidation provoked by
the ingestion of DHIPER; an effect that may be associated to the greater concentration
of antioxidant metabolites present in the plasma of those animals.

Keywords: hesperidin, phospholipids, fatty acid composition, hyperlipidic diet,
bioavailability.
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1 INTRODUCAO

E de conhecimento que doencas cardiovasculares podem ser causadas através
de alterac6es no metabolismo lipidico sérico e tecidual promovidas pelos acidos graxos
saturados, colesterol e carboidratos provenientes da dieta. Tanto o grau de saturacéo,
como o tamanho da cadeia dos 4cidos graxos e as suas distribuicdes posicionais nas
moléculas de triacilglicerdis exercem efeitos significativos sobre a colesterolemia e
lipides celulares (Almeida et al. 2011; Araya et al. 2004).

Um grande fator que agrava as consequéncias na saude de um individuo em
situacdo de obesidade é a geracdo de espécies reativas de oxigénio (Barbosa et al.
2010). Os adipdcitos produzem uma variedade de moléculas biologicamente ativas,
adipocitocinas ou adipocinas, cuja producdo desregulada esta relacionada com o stress
oxidativo e a patogenicidade de diversas doencas (Furukawa et al. 2004). Relatos
indicam que o estresse oxidativo € o principal elo de associacdo entre dietas
hiperenergéticas com o desenvolvimento de cancer, doencas degeneraticas
relacionadas ao envelhecimento, dislipidemia, aterosclerose e doencas
cardiovasculares (Barbosa et al. 2010).

E conhecido que &cidos graxos insaturados nas membranas celulares podem ser
oxidados na presenca de espécies reativas de oxigénio. A oxidacdo leva a quebra de
cadeias de &cidos graxos e compromete a integridade da membrana celular (Ji et al.
1998). O grau de insaturacdo do acido graxo facilita o aparecimento de espécies
reativas de oxigénio, sendo os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) mais susceptiveis
a oxidacao. A fluidez da membrana relaciona-se a presenca de cadeias insaturadas dos
fosfolipides e do colesterol e o ataque das espécies reativas de oxigénio as cadeias de
AGPI inicia o processo de lipoperoxidacéo (Franco, 2007).

A hesperidina (HD) (CsH34015 610.57 g/mol) € um flavonoide glicosilado
composto por uma aglicona hesperitina (HT) (C16H1406, 302.27 g/mol) ligada a glicose e
ramnose. Apresenta-se em estado solido e possui baixa solubilidade em agua (Vinueza
et al. 2008). A literatura atribui a hesperidina diversas propriedades como antioxidante,
anti-inflamatéria, anticarcinogénica, hipolipidemica, vasoprotetora, entre outras (Emin et

al.1994). E quase exclusivamente encontrada em frutas citricas e em altas
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concentracbes em cascas e partes membranosas da fruta, como no caso do albedo da
laranja (Bok et al. 1999).

A forma sintética da hesperidina chamada de glicosil-hesperidina (G-HD)
(C34H44020, 772.70 g/mol) foi sintetizada associando mais uma molécula de glicose na
hesperidina. A glicosil-hesperidina € uma molécula mais hidrofilica, sendo considerada
10 mil vezes mais soltvel em agua que a hesperidina (Yamada et al. 2006). Embora
tenha mostrado perfil farmacocinético semelhante ao da hesperidina, mostrou ser
absorvida mais rapidamente que a hesperidina (Yamada et al. 2006).

E conhecido que a natureza da glicosilagcdo do flavonoide influencia tanto sua
acdo bioldégica quanto sua absorcdo pelo organismo. As formas agliconas dos
flavonoides podem ser absorvidas diretamente a partir do intestino delgado (Heim et al.
2002), enquanto as formas glicosidicas requerem hidrolise preliminar por enzimas
intestinais ou pela microflora do célon (Scalbert & Williamson, 2000). Embora o
metabolismo intestinal propicie a retirada das fracdes glicosidicas dos derivados
glicosilados, relatos anteriores mostraram maior biodisponibilidade da hesperitina (Li et
al. 2008) e da hesperitina 7-glicosideo (Nielsen et al. 2006; Habauzit et al. 2009)
comparada a hesperidina.

Relatos anteriores tém mostrado que parece existir uma relacdo entre a
presenca de antioxidantes na dieta e a capacidade de incorporacéo tecidual dos acidos
graxos (Moreira e Mancini-Filho, 2004; Martins et al. 2009) e de prote¢cdo a
lipoperoxidacé@o (Frémont et al., 1998; de Oliveira, 2013; Pereira et al., 2014). Embora
seja amplamente relatada a importancia antioxidante dos flavonoides, este estudo foi
motivado pela necessidade de contribuir no conhecimento sobre o efeito destes
flavondides no perfil lipidémico e na lipoperoxidagéo, avaliados em animais alimentados
com dieta hiperlipidica associada a frutose, conhecida por aumentar os niveis de lipides
hepaticos (Castro et al 2011).

Assim, este estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito da suplementacao
de hesperitina e de seus derivados glicosilados (hesperidina e Glicosil-hesperidina) no
perfil lipiddmico e na lipoperoxidacédo em figado de ratos Wistar alimentados com dieta
hiperlipidica associada a frutose e também verificar a biodisponibilidade desses

flavonoides no plasma dos animais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipides

Lipideos sdo compostos organicos pouco sollveis em agua e sollveis em
solventes ndo-polares, como hidrocarbonetos ou &lcoois. No corpo humano agem como
formas de reserva e transporte de energia, além de serem componentes estruturais das
membranas celulares. Eles abrangem um grupo heterogéneo de substancias, e dentre
eles estdo os Oleos e as gorduras da dieta, juntamente com os fosfolipideos presentes
nas membranas celulares. Sdo classificados de acordo com as suas fungdes, como
descrito no Quadro 1 (Montgomery et al. 1994; Coultate, 2004).

Quadro 1. Classificacdo e funcdes dos lipideos* (Montgomery et al. 1994).
Lipideo Funcao

1. Acidos Graxos Combustivel metabdlico, unidades estruturais de
outros lipides

2. Acilglicerois Armazenamento e transporte de &cidos graxos,
intermediarios metabdlicos e regulacéo

3. Fosfolipides Estrutura de membrana, transducdo de sinal de
membrana, armazenamento de acido araquidénico

4. Esfingolipideos Estrutura de membrana, antigenos de superficie

5. Corpos cetbnicos Combustivel metabdlico

*Qutros lipideos: vitaminas lipossoluveis, colesterol e acidos biliares, hormoénios
esteroides, prostaglandinas e produtos das lipoxigenases.

Além de uma importante fonte de energia para o corpo, os lipides também
fornecem a barreira hidrofébica que permite a particdo dos conteudos aquosos das
células e de estruturas subcelulares. Atuam em diversas fun¢gbes do organismo, como
as vitaminas lipossolluveis regulatorias; e as prostaglandinas e os horménios esteroides
exercem papéis fundamentais no controle da homeostasia do organismo (Harvey e
Ferrier, 2012).



2.1.1 Acidos Graxos

2.1.1.1 Nomenclatura e classificacao

Acidos graxos s&o acidos carboxilicos com uma cadeia carbonica de 2 a 24
carbonos, geralmente apresentados em numeros pares, sem ramificagfes, saturados

ou contendo uma ou mais insaturacdes, como demonstrado no Quadro 2.

Quadro 2. Principais &cidos graxos naturais e seus pontos de fusdo (adaptacdo de
Marzzocco e Torres, 1990; Montgomery et al. 1994; Harvey e Ferrier, 2012 e Ciconini,
2012).

Acidos graxos Numero de T (°C)
Nome Comum atomos de Fusao
carbono
Saturados
Butirico 4 7,9
Caprilico 8 17,2
Miristico 14 52,0
Palmitico 16 63,1
Estearico 18 69,1
Araquidico 20 75,4
Lignocérico 24 84,2
Insaturados Insaturacdes Classe
Palmitoleico 16 A® w-7 -0,5
Oleico 18 A° w-9 13,2
Linoleico 18 N w-6 -9,0
a-Linolénico 18 N w-3 -17,0
y-Linolénico 18 AS912 w-6 -17,0
Araquiddnico (AA) 20 AS81L14 w-6 -495
Eicosapentaenoico (EPA) 20 A8 11417 w-3
Docosahexaenoico (DHA) 22 AH710.13.16.19 w-3

* A designagao “w” indica a localizagdo da primeira dupla ligacdo a partir da
extremidade metil da molécula; os numeros subscritos no A indicam a posi¢ao das
duplas ligagbes a partir da extremidade carboxil da molécula.



O numero de carbonos que compde a cadeia carbbnica define se o acido graxo
sera de cadeia curta (dois a quatro &tomos de carbono), média (seis a dez &tomos de
carbono) ou longa (acima de doze atomos de carbono) (Milinsk, 2007; Fennema, 1996).
Ha também autores que utilizam a nomenclatura cadeia muito longa, para os acidos
graxos que possuem mais do que 20 carbonos em sua cadeia (Martin et al. 2006).

Os &cidos graxos com uma Unica dupla ligagdo sdo denominados
monoinsaturados, enquanto aqueles com duas ou mais duplas ligacbes sao
denominados &cidos graxos poli-insaturados, os quais sao classificados comumente em
grupos w-3 e w-6, de acordo com a distancia que a primeira ligacdo aparece em
relacdo ao grupo metila terminal. Quando o &cido graxo ndo possui dupla ligacédo, €
denominado acido graxo saturado (Baynes e Dominiczak, 2010), como demonstrado na

Figura 1.

Grupo 0 /O 0 O
carboxila \C/ \C/

Cadeia
hidrocarbonada

A B
Figura 1. Acido graxo saturado (A); acido graxo insaturado (B) (adaptado de Nelson e
Cox, 2011).

A cadeia hidrocarbonada dos acidos graxos possui um grupo carboxila terminal,
cuja natureza € anfipatica (quando uma regido € hidrofilica e outra hidrofébica) (Figura
2). Quanto maior for essa cadeia, mais elevada é a caracteristica apolar do acido graxo
(Ciconini, 2012).



'l / O
HyC— (H,Ch— HaC— Hy0—Hac —§c )
fe OH /

-~

Cauda apolar ! Cabeca polarI

Acido graxo

Figura 2. Polaridade da molécula de &cido graxo (adaptado de Ciconini, 2012)

Existem diversas nomenclaturas que podem ser aplicadas a acidos graxos. Além
da nomenclatura sistematica da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC, 1979) que é realizada especificando a posicdo das duplas ligacbes -
numeradas a partir do acido carboxilico, antes do nome do acido graxo, ha a
nomenclatura 6mega (w), onde o atomo de carbono adjacente ao carbono carboxilico é
designado a, e os carbonos seguintes sdo nomeados B3, vy, 6, etc. O atomo de carbono
mais distante do carbono carboxilico € chamado de carbono w e, a partir dele, as
duplas ligacdes sdo numeradas. A nomenclatura é expressa pelo nimero da dupla
ligacdo mais proxima ao carbono w que precede o nome do acido graxo (Figura 3)
(Quadro 2) (Ciconini, 2012).

A 0
6 @ 13 @ 1 @ I 5 B
! — — — A2
17 1% 1 8 6 4 o O
9, 12, 15 - Octadecatrienoico
(Acido Linolénico)
B 0
s 6 7 9 10 12 u P
\/—\/—\/— ONZOW
1 13 15 a

Omega 3
(Acido Linolénico)

Figura 3. Nomenclatura IUPAC (A); Nomenclatura 6mega (B) (adaptado de Ciconini,
2012).
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A propriedade fisica utilizada como parametro para identificar ou em aplicacdo
industrial de éleos e gorduras é a temperatura de fusdo, que designa a temperatura na
qual uma substancia passa do estado soélido para o estado liquido. Ela é definida pelo
tamanho da cadeia carbonica e a presenca e numero de insaturacdes (Ciconini, 2012).
O ponto de fusdo dos acidos graxos, assim como o de lipides mais complexos aumenta
com o comprimento do &cido graxo, porém diminui com o numero de duplas ligacdes.
As duplas ligacdes cis provocam uma tor¢do na estrutura linear do &cido graxo,
interferindo  com 0 empacotamento justo, consequentemente requerendo uma
temperatura mais baixa para congelar-se, ou seja, possui um ponto de fusdo mais baixo
(Baynes e Dominiczak, 2010)

Raramente os &cidos graxos sao encontrados livres no organismo, estando
normalmente esterificados a um alcool (glicerol) constituindo os glicerolipideos, ou
ligados por ligacdo amidica a outro alcool (esfingosina), formando os esfingolipideos.
Quando esterificados ao glicerol, constituem os acilgliceréis, podendo ser mono, di e
triacilglicerdis, de acordo com a quantidade de acidos graxos esterificados que formam
sua molécula (Marzzocco e Torres, 1990). A Figura 4 ilustra as principais classes de
lipides de armazenamento e de membrana. Quando encontrados na forma livre, os
acidos graxos nao esterificados (AGNE) sdo transportados na circulacdo associados a

albumina (Harvey e Ferrier, 2012).

Lipideos de B}ideos de membrana (polaresP
rmazenamento

(neutro)

Fosfolipideos

| ]
| Glicerofosfolipideos , [ Esfingolipideos ] Ijsﬁngolip{deos l

e
i i
| Bl My

licolipideos

‘ Triacilglicerdis

;|
E Acido graxo

el Mono ou

[ oligossacarideo

Figura 4. Principais classes de lipides de armazenamento e de membrana (adaptado de
Harvey e Ferrier, 2012)
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2.1.1.2 Func¢bes dos &cidos graxos no organismo e as fragdes lipidicas

A maioria dos &acidos graxos esta presente nos triacilgliceréis (Montgomery, et al.
1994), considerados os lipideos mais simples construidos a partir destes (Nelson e Cox,
2011). Também chamados de triglicerideos, gorduras, ou gorduras neutras, s&o
compostos por trés acidos graxos, cada um com uma ligagdo éster e ligados com o
mesmo glicerol (Nelson e Cox, 2011, Baynes e Dominiczak, 2010).

Eles sdo armazenados na forma sélida no tecido adiposo, atuando basicamente
como substancia de reserva, o que é muito favoravel a célula, ja que a gordura é rica
em energia — na sua oxidacao total séo liberados 38,13 kJ (9,1 kcal)/g de gordura — e
como sao insollveis em agua, ndo contribuem para a pressdo osmotica dentro da
célula. Os adipécitos dos vertebrados armazenam grandes quantidades de
triacilglicer6is em goticulas de gordura que quase preenchem a célula. As pessoas
obesas, com 15 a 20 kg de triacilgliceréis depositados em seus adipécitos, poderiam
suprir suas necessidades energéticas por meses utilizando seus depdsitos de gordura
(Nelson e Cox, 2011).

Eles sdo degradados a glicerol e &cidos graxos em resposta aos sinais
hormonais, e a seguir liberados no plasma para o metabolismo em outros tecidos,
principalmente musculo e figado. Sua ligacdo éster, como em outros glicerolipideos, é
também prontamente hidrolisada ex vivo por uma base forte, como o NaOH
(saponificacdo), dando origem ao glicerol e aos acidos graxos livres. Apesar do glicerol
por si s6 ndo possuir um carbono quiral, a numeracdo € padronizada utilizando o
sistema de numeracdo estereoquimico (sn), colocando o grupo hidroxila do C-2
(carbono 2) no lado esquerdo; sendo todos os glicerolipideos derivados do L-glicerol.
Os triacilglicerdis sdo uma mistura de moléculas com composicdo de diferentes acidos
graxos, onde a distribuicdo e o tipo de acido graxo variam de molécula para molécula
(Baynes e Dominiczak, 2010).

Os trés acidos graxos que esterificam uma molécula de glicerol normalmente séo
de tipos diferentes. Em geral, o 4cido graxo do carbono 1 é saturado, o do carbono 2 é
insaturado e o do carbono 3 pode ser saturado ou insaturado. O figado € o principal
sitio de sintese de TAG, sendo o glicerol-fosfato o aceptor inicial dos acidos graxos
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durante a sua formacao. As duas principais vias de producéo de glicerol-fosfato s&o o
figado e o tecido adiposo a partir de glicose e com a participacao da glicerol-quinase e
glicerol-fosfato-desidrogenase (Harvey e Ferrier, 2012). A Figura 5 mostra a molécula
de TAG e sua sintese. Essa fracao lipidica é sintetizada no figado e no tecido adiposo,
sendo a fonte de glicerol-3-P diferente nos dois tecidos; no figado € o glicerol, mas o
tecido adiposo néo possui atividade de glicerol quinase. Neste, o glicerol-3-P é formado
a partir do intermediario da glicose, di-hidroxiacetona fosfato (Nelson e Cox, 2011;

Baynes e Dominiczak, 2010).

O LCH. ICH O Glicose
N, /c,\,f S 7 ’ i
¢—0" %n" o ‘ l s (€2
? Tecido adiposo
O Fosfalo de
e & | d-hidroxiacetona
T
f { Glicerol-3-P |
KL 2aci-CoA
] 2C0A | 2
- 0
1-estearoil, 2-linoleoil, 3-palmitoil glicerol pid g OCR
B [ frafatiti
AL
B @4
~ 0
0
F0-CR
RAC-0{ R\
vn
Diacilglicerol =
Aci-CoA
de V »:‘_‘
0-C-R, figado
R-teol -C-R g
0-C-R,

Triacilglicerol
(triglicerideo)

Figura 5. Estrutura de um triacilglicerol misto com destaque para o glicerol (A), estrutura
dimensional do mesmo (B), sintese do triacilglicerol (C). (adaptacéo de Nelson e Cox,
2011; Baynes e Dominiczak, 2010).

Os fosfolipideos séo lipides polares derivados do acido fosfatidico (1,2-diacil-
glicerol-3-fosfato). Eles contém um espectro de acidos graxos na posi¢cdo sn-1 e sn-2,
assim como os triglicerideos, mas a posi¢do sn-3 é ocupada pelo fosfato esterificado a
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um composto aminico, que atua como uma ponte diéster, ligando o diacilglicerideo a
um composto nitrogenado polar, podendo ele ser mais comumente uma colina, serina
ou etanolamina. O glicerol é pro-quiral: ndo apresenta carbonos assimétricos, mas a
ligacdo de fosfato a uma extremidade converte-o em um composto quiral, que pode ser
chamado corretamente de L-glicerol-3-fosfato, D-glicerol-1-fosfato, ou sn-glicerol-3-
fosfato. Em todos esses compostos, o grupo da cabeca esta unido ao glicerol por uma
ligacdo fosfodiéster, onde o grupo fosfato possui uma carga negativa em pH neutro. O
alcool polar pode estar carregado negativamente (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato), ser
neutro (fosfatidilserina) ou estar carregado positivamente (fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina), cargas que contribuem de modo significativo para as
propriedades de superficie de membrana (Nelson e Cox, 2011; Baynes e Dominiczak,
2010).

Em geral, os glicerofosfolipideos contém um &cido graxo saturado C16 ou C18
em C-1 e um &cido graxo insaturado C18 ou C20 em C-2. A fosfatidilcolina (lecitina), por
exemplo, contém geralmente o acido palmitico ou o acido estearico em sua posi¢cao sh-
1 e um &cido graxo insaturado com 18 atomos de carbono (oleico, linoleico ou
linolénico) em sua posicdo sn-2 (Figura 6). A fosfatidiletanolamina (cefalina) possui
geralmente um acido graxo poli-insaturado de cadeia mais longa na posi¢cao sn-2, como
0 &cido araquiddnico (Nelson e Cox, 2011; Baynes e Dominiczak, 2010).

Grupos da cabegapolar | Colma

7 - CHy=CHy - N'=CH, colina
0=P-0 !
76, CH,
] 0 fosfato
{OCH, -@CH-OCH,; Glicerol Serina
LT + )
9,090 ={Chy= CH= N, glicerol
€00
Etanolamina
&
Dupla | Cauda - CHy~ CHy - NH,
ligagdo cis hidrofébica
dosacidos [~ Grupos da cabega polar acidos
graxos i
OH OH
Acido  Acido -
estedrico  oleico | Q
OH
OH

hnositol A

Figura 6. Estrutura dos principais fosfolipides de membrana da célula animal:
fosfatidilcolilna, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol (A). Estrutura
molecular da fosfatidilcolina com os acidos graxos: estearico e oleico (C18:1 n-9) (B)
(Adaptados de Baynes e Dominiczak, 2010).
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Outro lipideo importante das membranas bioldgicas € o colesterol, uma molécula
hidrofobica rigida, plana, com um grupo polar hidroxila (Baynes e Dominiczak, 2010). A
estrutura caracteristica desse grupo de lipideos de membrana (Figura 7) € o nucleo
esteroide, que consiste de quatro anéis fusionados, trés com seis carbonos e um com
cinco. E o principal esterol nos tecidos animais, com carater anfipatico. Possui um grupo

polar e um corpo hidrocarbonado apolar (Nelson e Cox, 2011).

Figura 7. Estrutura basica do colesterol (adaptado de Baynes e Dominiczak, 2010;
Vollhardt e Schore, 2013)

Ele desempenha o papel de componente estrutural de todas as membranas
celulares, modulando sua fluidez e, em tecidos especializados, € o precursor dos acidos
biliares, dos hormonios esteroides e da vitamina D. A maior concentracao plasmatica de
colesterol esta na forma de éster (com um acido graxo ligado ao carbono 3), como
demonstrado na Figura 8 (Harvey e Ferrier, 2012).

Um éster de colesterol € uma molécula ainda mais hidrofébica que o colesterol
livre e ndo € encontrado nas membranas celulares, existindo apenas em pequenas
quantidades na maioria das células. E na forma livre que se encontra a maior parte do
colesterol da dieta, sendo que 10 a 15% estd presente na forma esterificada. Os
ésteres de colesterol sofrem a reacao inversa, hidrolisados pela hidrolase dos ésteres
de colesterol (colesterol-esterase) pancreatica, que produz colesterol e acidos graxos
livres (AGNE) (Harvey e Ferrier, 2012)
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Colesterol Acil-CoA Ester de colesterol (EC)

Figura 8. Formacao de éster de colesterol a partir de uma molécula de colesterol e um
acido graxo saturado (adaptado de Alegret et al. 2004).

Além dos principais fosfolipideos e do colesterol, outros importantes lipides de
membrana incluem a cardiolipina e os esfingolipideos (esfingomielina e glicolipideos). A
cardiolipina (difosfatidil glicerol) € um componente significativo da membrana interna
mitocondrial, enquanto a esfingomielina, a fosfatidilserina e o colesterol estédo
enriguecidos na membrana plasmatica. Alguns lipideos estdo distribuidos de forma
assimétrica na membrana, como a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina,
preferencialmente na face interna, e a fosfatidilcolina e a esfingomielina, na face
externa dos glébulos vermelhos do sangue. Os lipideos afetam a estrutura da
membrana, a atividade de sistemas de transporte e das enzimas da membrana, e a
funcdo da mesma nos processos, como o reconhecimento celular e a transducdo de
sinais. O papel principal das membranas € manter a integridade estrutural e a barreira
funcional das células e organelas, sendo a fluidez essencial para sua funcao e para a
viabilidade celular, mediando a transferéncia de informacfes e de moléculas entre o
interior e exterior da célula, incluindo o reconhecimento celular, processos de
transducéo de sinais e transporte de metabdlitos e ions (Baynes e Dominiczak, 2010).

Os fosfolipideos de membrana também funcionam como reservatorio de
mensageiros intracelulares e, para algumas proteinas, servem como pontos de

ancoramento as membranas celulares, além de apresentarem papéis adicionais no
1



organismo, como surfactantes nos alvéolos pulmonares e componentes fundamentais
da bile (Harvey e Ferrier, 2012).

O fosfatidilinositol e seus derivados fosforilados atuam em varios niveis para
regular a estrutura celular e o metabolismo. Os sinais extracelulares, como o horménio
vasopressina, ativam uma fosfolipase C especifica ha membrana, a qual hidrolisa o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato liberando dois produtos que atuam como mensageiros
intracelulares importantes: o inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) que provoca a liberacdo de
Ca?" do reticulo endoplasmatico e ativa a enzima proteina quinase C (Nelson e Cox,
2011).

Grande parte dos acidos graxos usados pelo organismo € suprido pela dieta.
Carboidratos e proteinas obtidos da dieta em excesso, além das quantidades corporais
necessarias desses compostos, podem ser convertidos em acidos graxos e
armazenados como triacilglicerdis. Dois &acidos graxos sdo essenciais na dieta dos
humanos, jA que somos incapazes de sintetiza-los: o &cido linoleico (C18:2 n-6),
precursor do acido araquidénico w-6 (C20:4 n-6) (substrato para a sintese de
prostaglandinas), e o acido a-linolénico (C18:3 n-3), precursor de outros acidos graxos
w-3 importantes para o crescimento, desenvolvimento, e para a geracao de resposta
antinflamatoéria do organismo (Harvey e Ferrier, 2012; Serhan et al. 2008).

A partir do &cido a-linolénico (C18:3 n-3), os mamiferos conseguem sintetizar
dois acidos graxos poli-insaturados w-3 importantes para o funcionamento celular: o
acido eicosapentaenoico (C20:5 n-3) (EPA) e o acido docosahexaenoico (C22:6 n-3)
(DHA). Um desequilibrio entre os &cidos graxos poli-insaturados w-6 e w-3 na dieta
esta associado a um risco aumentado de doencas cardiovasculares. A proporcdo 6tima
de &cidos graxos poli-insaturados w-6 para w-3 na dieta esta entre 1:1 e 4:1, mas a
proporcdo nas dietas esta proxima de 10:1 e 30:1 (Nelson e Cox, 2011). Todavia,
existem estudos que recomendam manter uma propor¢do entre 6:1 - 10:1 (Franco,
2007; Moreira e Mancini-Fo, 2004), sendo verificada a convergéncia dos dados de
diversos paises para o intervalo de 4:1 a 5:1 (Martin et al. 2006)

Os eicosanoides sao horménios paracrinos, substancias que atuam somente em
células proximas ao ponto de sintese de hormdnios, ao invés de serem transportadas

ao sangue para atuar em células de outros tecidos ou oOrgaos. Esses derivados de
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acidos graxos tém uma variedade de efeitos significativos nos tecidos dos vertebrados,
estando envolvidos na funcdo reprodutiva, resolucdo da inflamacdo (Serhan et al.
2008), febre e na dor associadas aos ferimentos ou a doencas, na formacédo de
coagulos sanguineos, na regulacdo da pressdo sanguinea, na secrecdo de acido
gastrico e em Varios outros processos importantes. As trés classes de eicosanoides,
derivados do acido araquidbnico (C20:4 n-6), sdo: prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos (Figura 9) (Nelson e Cox, 2011).
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Figura 9. Esquema do processo de elongacdo e dessaturacdo dos acidos graxos
linoleico (C18:2 n-6) e linolénico (C18:3 n-3 ou n-6) com a producao de prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos (Franco, 2007).
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2.1.1.3 Sintese de lipides pelo organismo

A via para a sintese de novo de acidos graxos (lipogénese) a partir de compostos
de 2 carbonos esta presente em muitos tecidos como figado, cérebro, rim, glandulas
mamadrias e tecido adiposo. Nos humanos o principal 6rgéo lipogénico é o figado, sendo
que o tecido adiposo ndo € um local importante para a sintese de &cidos graxos, a qual
€ considerada nos sistemas de mamiferos, um processo com dois estagios, ambos
dependendo de unidades de acetil-CoA e ambos empregando proteinas multifuncionais
em complexos multienziméticos, sendo eles: 1) formacéo do precursor-chave malonil-
CoA a partir de acetil-CoA carboxilase; 2) alongamento da cadeia de &cido graxo em
incrementos de 2 carbonos pela acido graxo sintase. (Baynes e Dominiczak, 2010)

A sintese de novo de acidos graxos sempre resulta em um produto contendo
ndamero par de atomos de carbono, uma vez que o acetato iniciador contém dois
atomos de carbono. A sintese interrompe, normalmente, quando a cadeia tem 16
atomos de carbono (Figura 10). Isso ocorre devido a enzima que remove 0 grupo acil
do grupo 4’-fosfopantoteina, uma tiolase, apresentar atividade maxima para os &cidos
graxos de 16 atomos de carbono. Outra razdo é o fato de o ponto de ligacdo sulfidrila
cisteinil para o qual a cadeia acil é transferida do 4’-fosfopantoteina nao poder reter
bem as cadeias que tenham mais de 14 atomos de carbono. Grande parte do NADPH
necessario para a reducao é obtido das reacdes iniciais da via das pentoses fosfato
(desvio hexose monofosfato), na qual a D-glicose-6-fosfato é oxidada. O NADPH
remanescente é fornecido pela oxidacdo de malato no citoplasma, catalisada pela
enzima malica (Montgomery et al. 1994).

Como pode-se observar na Figura 10, a enzima acetil-CoA:ACP transacilase (a)
ativa acetil-CoA por reacdo com malonil-ACP; malonil CoA:ACP transacilase (b) ativa
malonil-CoA por reacdo com acetil-ACP; 3-cetoacil-ACP sintetase (c) reage levando o
acetil-ACP com malonil-ACP como extensor da cadeia; 3-cetoacil-ACP redutase (d)
reduz o carbono 3 a um grupo hidroxila; 3-hidroxilacil ACP desidrase (e) retira agua e

enoil-ACP redutase (e) reduz a ligagao dupla.
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Figura 10. Sintese de acidos graxos. ACP: proteina carreadora de acil. (Ficheiro, 2011)

As dessaturases de acidos graxos (FAD) sdo enzimas presentes no reticulo
endoplasmatico liso responséaveis pela dessaturacédo dos acidos graxos de cadeia longa
(adicdo de ligacdes duplas na conFIGURAcao cis). As reacdes de dessaturacao
requerem NADPH, citocromo bs e sua redutase ligada a FAD. As enzimas A° e A°
dessaturases atuam na dessaturacédo dos AGPIs, enquanto a A° dessaturase atua na
sintese dos &cidos graxos monoinsaturados. A primeira ligacdo dupla é tipicamente
inserida entre os carbonos 9 e 10, produzindo principalmente acido oleico (C18:1 n-9) e
pequena quantidade de &cido palmitoleico (C16:1 n-7). Uma variedade de &cidos
graxos poli-insaturados pode ser produzida por meio de dessaturacdo adicional
combinada com elongacdo, mas 0s humanos possuem dessaturases para 0s carbonos
9, 6, 5 e 4, apenas, e ndo sao capazes de introduzir duplas ligacoes a partir do carbono
10 até o carbono terminal (w) da cadeira, razédo pela qual os acidos poli-insaturados
linoleico (C18:2 n-6), linolénico (C18:3 n-3), eicosapentaenodido (C20:5 n-3) e
docosahexaenoico (C22:6 n-3) sao nutricionalmente essenciais (Harvey e Ferrier,
2012).
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2.1.1.4 Influéncia da dieta no perfil lipidémico plasmatico e tecidual

Desde a década de 50 ha um grande interesse pelo consumo de fontes
alimentares ricas em acidos graxos poli-insaturados, ao observar que o consumo de
Oleos de milho e peixe, e alimentos ricos nesses componentes promovia a reducao da
colesterolemia em pacientes com aterosclerose. Tanto o grau de saturacdo quanto o
tamanho da cadeia dos acidos graxos, bem como as suas distribuicdes posicionais nas
moléculas de triacilgliceréis, exercem efeitos importantes sobre a colesterolemia e os
lipideos celulares (Almeida et al. 2011; Sabarense e Mancini Fo, 2003). Além do figado,
0 coracdo é um dos tecidos capazes de alongar e dessaturar a cadeia carbbnica dos
acidos graxos essenciais, gerando os compostos das familias w-6 e w-3. A
dessaturacdo pelas enzimas A3, A° e A® dessaturases é de grande importancia porque
esta etapa é controlada pela interagcdo de horménios com a quantidade dos éacidos
linoleico (C18:2 n-6) e a-linolénico (C18:3 n-3) na dieta (Sabarense e Mancini-Fo,
2003).

Em estudo realizado por Almeida et al. (2011), verificou-se alteracbes séricas de
colesterol total, lipoproteinas de alta densidade, colesterol, triacilglicerdis e albumina,
em ratos Wistar machos alimentados com 6leo de soja, gordura de peixe, de porco e
manteiga, além de apresentarem goticulas lipidicas nas paredes coronarianas e nos
capilares cardiacos, sendo caracterizada como esteatose a deposicdo de gordura no
figado desses animais. Utilizando o mesmo modelo animal, Sabarense e Mancini Fo
(2003) analisaram a incorporacdo de acidos graxos trans no figado e coracdo dos
mesmos. Foi determinado que os acidos graxos trans, ao serem incorporados, alteram
as proporcdes entre os acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, e
gue a porcentagem de incorporacdo varia entre os tecidos, apresentando-se maior no
figado. Uma dieta deficiente em acido a-linolénico (C18:3 w-3) resulta em menor
sintese de C22:6 w-3 (DHA) e maior sintese de C22:5 w-6 (DPA) nos tecidos, além da
menor concentracao de C18:2 w-6 (linoleico) levar a menor sintese de C22:5 w-6
(DPA).

Araya et al. (2004) por sua vez, analisaram o tecido hepatico e adiposo de

pacientes com indice de Massa Corporal (IMC) variando entre 45,6 + 8,3 Kg/m?
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(obesidade morbida, Figura 11), com idade entre 39 e 45 anos e verificaram uma
deplecdo em AGPI de cadeia longa nos triacilgliceréis hepaticos com diminuicdo na
relacdo dos acidos graxos 20:4, n-6/18:2 n-6 e (20:5, n-3 + 22:6, n-3)/18:3, n-3;
enquanto os fosfolipides dos figados continham uma maior relacdo de AGPI de cadeia
longa n-6/n-3, em comparagédo com o grupo controle. Estes achados acompanharam o
aumento ndo apenas da relagdo n-6/n-3 no figado e tecido adiposo, como também

elevaram o indice de peroxidacéo lipidica hepatica.
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Figura 11. Classificacdo internacional de adulto baixo peso, sobrepeso e obesidade de
acordo com IMC. As linhas tracejadas no grafico representam subdivisdes dentro das
classes principais, por exemplo, acima do peso é dividido em "sobrepeso" e "pré-
obeso". (adaptado de WHO, 2006)

Segundo pesquisa realizada por Zhang et al. (2004) uma dieta rica em banha
aumentou a producdo de EROs dependentes de NADPH em cortex de cérebros de
ratos. Além disso, em estudo realizado por Walczewska et al. (2010) em ratos
observou-se maior dano oxidativo nos fagécitos do sangue daqueles alimentados com
dieta rica em Oleo de girassol, em compara¢do com os alimentados com dieta pobre
nesse 0leo e rico em 6leo de peixe.

Em estudo realizado por Vukovi¢ e colaboradores (2014), o indice de
peroxidacéo lipidica em ratas alimentadas com dieta hiperlipidica foi significativamente
maior em comparagcdo com a dieta padrdo. Outro estudo realizado com ratas fisher
também alimentadas com dieta rica em gordura apresentou maior indice de LPO, além
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de uma maior expressdo da NADPH-oxidase (NOX). A NOX €& uma enzima complexa
que gera EROs em resposta a uma ampla gama de estimulos e foi reconhecida como
elemento chave de sinalizacdo intracelular de fibrogénese hepatica. Em diversas
patologias do figado ha um acréscimo na atividade da NADPH oxidase e predominancia
de agentes pro-oxidantes, excedendo a capacidade organica antioxidante de defesa.
Sob essas circunstancias, a homeostase intracelular no status redox é interrompida e
algumas vezes o dano celular é induzido, resultando em apoptose ou necrose (de
Abreu et al. 2014).

Furukawa et al. (2004) também estudou o estresse oxidativo na situacdo de
obesidade em humanos e em camundongos, e verificou a relacdo que a obesidade tem
com o estresse oxidativo sistémico. Seu grupo de estudo verificou o aumento no indice
de peroxidacdo lipidica e expressdao da enzima NADPH oxidase e diminuicdo das
enzimas antioxidantes no tecido adiposo branco e figado de camundongos com
obesidade induzida por dieta. Também foi verificado 0 aumento no estresse oxidativo
via NADPH oxidase em culturas de adipdcitos na presenca de elevada concentracéo de
acidos graxos, causando também uma producdo desregulada de adipocitocinas
(hormonios derivados de gorduras).

Em outra pesquisa, realizada por Di Benedetto et al (2010), com ratos
alimentados com dieta AIN-76 (20% gordura) e suplementados com diferentes 6leos de
girassol otimizados (alto teor de acido oleico; C18:1 n-9), foi verificada reduc¢do nos
triglicérides e colesterol total do plasma e reducao no indice de peroxidacéo lipidica nos
animais que foram suplementados com os 0leos com maiores concentragdes de
micronutrientes, em comparacdo com aqueles suplementados com 6leo tradicional. De
acordo com os autores, além da excelente composicao de acidos graxos do 6leo de
girassol, possuindo 90% de &cidos graxos poli-insaturados (C 18:1 n-9, 16-19% e C18:2
n-6, 68-72%), esse 0Oleo vegetal pode possuir naturalmente antioxidantes e compostos
hipolipidémicos, como fitoesterdis e fosfolipideos, que através de diversos mecanismos

e efeitos, sequestram os radicais livres que levam a auto-oxidagéo de lipides celulares.
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2.1.1.5 Estresse oxidativo, lipoperoxidacao e sistema de defesa antioxidante

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes resulta na inducéo de
danos celulares pelos radicais livres, o que €& denominado estresse oxidativo. O
aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) em sistemas bioldgicos leva a
peroxidacdo de membranas lipidicas, dano oxidativo de &cidos nucleicos, carboidratos
e oxidacdo de proteinas e lipideos. Os radicais livres causam dano ao DNA,
promovendo carcinogénese, aterosclerose, infarto, artrite e isquemia (Bergamin, 2012),
além de serem considerados hepatotoxicos em altas concentragfes, devido ao seu
potencial de reacdo com a maioria das macromoléculas celulares e enzimas inativas, o
gue leva a modificacdo de proteinas e inducao a reacdes em cadeia de lipoperoxidacéo
(LPO).

Os radicais livres sdo a&tomos ou moléculas produzidos continuamente durante
0S processos metabodlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons
em varias reacdes bioquimicas. A transferéncia de elétrons € um dos processos
quimicos fundamentais para a sobrevivéncia das células e a conversdo de uma
substancia quimica em um derivado com um menor niumero de elétrons, ou seja, a
perda de um ou mais elétrons para outra substancia, € conhecida como oxidacéo,
gerando entdo os radicais livres (Bergamin, 2012), que sao capazes de existir
independentemente, como os intermediarios da reducdo parcial do oxigénio: anion
superoxido (O,"7), peréxido de hidrogénio (H20), oxigénio singlet (O) e radical hidroxil
(OH?e) (Ferrari, 2012).

Apresentam, em geral, uma grande instabilidade, tém uma vida muito curta e
reagem rapidamente com diversos compostos, além de atacar alvos celulares. As
reacdes em cadeia dos radicais livres sdo iniciadas pela remog¢ao (abstragdo) do He de
outras moléculas, como por exemplo, durante a peroxidagdo lipidica. Suas reacdes
podem levar a formacdo de complexos com proteinas, glicoproteinas, purinas e
pirimidinas, formacéo de produtos de oxidacdo de tidis, peroxidos lipidicos, polimeros,
epoxidos, endoperoxidos e produtos de cissdo, como alguenais e hidroalquenais, que

sao citotoxicos (Jordao Jr et al. 1998).
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As reacdes em cadeia ocorrem quando um radical livre reage com um composto
nao radical, formando outros radicais livres. Dessa forma, podem ser produzidos efeitos
bioldgicos distantes do sitio de geracéo do primeiro radical livre formado (Ferrari, 2012).

Os radicais livres possuem diversas funcdes no organismo, como producéao de
energia, fagocitose, regulagéo do crescimento celular, sinalizacéo intercelular e sintese
de substancias biolégicas (Bergamin, 2012). No tecido hepéatico essas moléculas em
excesso levam a fibrose, inflamagéo cronica e apoptose (Vukovi¢ et al. 2014), além do
que a peroxidacao lipidica e a oxidacdo protéica de estruturas celulares tém sido
reportadas como causa principal da morbidade e mortalidade em diabetes (Saravanan
et al. 2014).

Nas membranas mitocondriais encontram-se as proteinas transportadoras de
elétrons, principalmente do complexo citocromo que reduzem uma molécula de oxigénio
(O,) a &gua (H.O) durante o processo de respiracdo (Figura 12). Esse processo
também é conhecido por gerar as EROs. A redu¢cédo completa de uma molécula de O, a
H,O requer quatro elétrons. Sendo assim, 95 a 98% de O, recebem quatro elétrons
uma Unica vez através do sistema complexo citocromo-oxidase, na reducao
tetraeletrénica. Todavia, em cerca de 5% dos casos, a redu¢do é monovalente, ou seja,

a molécula de oxigénio recebe apenas um elétron de cada vez (Ferrari, 2012).

e e 2H' e H' e H
0, 0O;" &? k) H20, g OH* & &)
> 2 . o
Molécula de p Anion p Peroxido —_~__p Radical _~ 3 Agua
Oxigénio Superéxido de Hidrogénio Hidroxil

Figura 12. Respiracdo mitocondrial e a reducdo de O, em H,O (Ferrari, 2012).

E conhecido que &cidos graxos insaturados nas membranas celulares podem ser
oxidados na presenca de espécies reativas de oxigénio. A oxidacdo leva a quebra de
cadeias de acidos graxos e compromete a integridade da membrana celular (Ji et al.
1998).

Os efeitos gerais da peroxidacdo lipidica incluem diminuicdo da fluidez da
membrana, dano as proteinas de membrana, desarranjo e inativacdo dos receptores

das enzimas e de canais de ions, e potenciacdo de lise celular (Ferrari, 2012) E
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conhecido que os &cidos graxos poli-insaturados contidos nas membranas celulares
fazem com que estas sejam potentes geradoras de radicais alcoxila (LO+) e peroxila
(LO3*), por meio da lipoperoxidacéo (Barbosa et al. 2010).

O radical OHe, por meio da retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos
graxos poli-insaturados da membrana celular, desempenha importante papel na
lipoperoxidacdo, sendo considerado o principal iniciador deste processo, apesar da
participacdo do ferro também ser considerada fator determinante, ressaltando-se a
importancia equimolar entre Fe**/Fe?* para possibilitar a iniciacdo desse processo. Os
ions ferro agem como catalisadores da conversdo de hidroperoxidos lipidicos (LOOH)
em radicais LO* e LO,* que, por serem potencialmente reativos, iniciam uma nova
cadeia de reacdes, as quais podem ser rapidas ou lentas, de acordo com a valéncia do
ferro (Barbosa et al. 2010).

Além da alteracdo nas membranas celulares, o estresse oxidativo também leva a
formacdo do malondialdeido (MDA), produto final da peroxidacdo lipidica, também
citotoxico. O MDA é derivado da p—ruptura de endociclizacdo de acidos graxos poli-
insaturados (Ji et al. 1998). Este produto € utilizado para quantificar o indice de
peroxidacdo lipidica através de sua reacdo com o acido tiobarbitdrico, formando um
cromoégeno de cor rosa (Ohkawa et al. 1979).

O alto grau de insaturacdo dos &cidos graxos, tendo 6leos vegetais e 6leos de
animais marinhos como as principais fontes de poli-insaturados, facilita o aparecimento
e/ou manutencdo do estresse oxidativo. E bem conhecido que os AGPIs sdo mais
susceptiveis a peroxidacao lipidica que os acidos graxos saturados, e que a oxidacao €
linearmente dependente da concentracédo de poli-insaturados. O alto consumo desses
acidos graxos leva a uma maior peroxidacao lipidica das membranas a partir de radicais
livres, j& que as membranas das células e organelas contém grandes quantidades de
acidos graxos poli-insaturados. Danos desta camada lipidica tendem a diminuir a fluidez
da membrana. O ataque de algumas EROs, as quais abstraem um atomo de hidrogénio
do grupo metileno das cadeias de acidos graxos poli-insaturados, inicia o processo de
peroxidacdo lipidica. As etapas da lipoperoxidacdo sdo mostradas na Figura 13
(Franco, 2007).
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LH +OH (ulL0")———> L'+ H,0 (ou LOH) Iniciagao

L" +0, ———> LOO’ Propagacdo
LH + LOO"™ ———> L'+ LOOH Propagacéo
LOO" + L' ———> LOOL Terminacao
LOO" + LOO’ ———> LOOL + 0, Terminagéo

Figura 13. Etapas da lipoperoxidacdo. LH: &cido graxo poli-insaturado; OHe: radical
hidroxila; LOe: radical alcoxila, Le: radical lipidico; LOOe-: radical peroxila; LOOH:
hidroperoxidos lipidicos; LOOL.: hidroperéxido de acido graxo (Franco, 2007).

Um antioxidante é definido como uma substancia que mesmo em baixas
concentracbes em relacdo as de um substrato oxidavel (proteinas, lipideos,
carboidratos e acidos nucleicos) é capaz de prevenir a oxidacao desses substratos; ou
seja, capazes de inibir a oxidac&do, diminuindo a concentracdo de radicais livres no
organismo e/ou quelando ions metélicos, prevenindo a peroxidacao lipidica (Bergamin,
2012).

As substancias antioxidantes podem apresentar diferentes propriedades
protetivas e agir em diversas etapas do processo oxidativo, agindo por diferentes
mecanismos e sao, portanto, classificadas em duas categorias principais: antioxidantes
primarios e secundarios. Sao considerados primarios 0s compostos de acao
antioxidante capazes de inibir ou retardar a oxidacdo por inativacao de radicais livres
gracas a doacdo de atomos de hidrogénio ou de elétrons, o que transforma os radicais
em substancias estaveis. Os antioxidantes secundarios apresentam uma grande
variedade de modos de acdo: ligacdo de ions metalicos (alteracdo de valéncia);
inativacdo de espécies reativas de oxigénio, conversdo de hidroperoxidos em espécies
nao-radicalares ou absorcao de radiacdo UV (Maisuthisakul et al. 2007).

O sistema de defesa antioxidante do organismo tem a funcdo de inibir e/ou
reduzir os danos causados pela acéo deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas
ndo radicais. Esse sistema, usualmente, é dividido em enzimatico e ndo-enzimatico. No
altimo caso, € constituido por grande variedade de substancias antioxidantes, que

podem ter origem enddgena ou dietética, dentre as quais se destacam: vitaminas,
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minerais e compostos fendlicos. O acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e [3-
caroteno, precursores das vitaminas E e A, respectivamente, sd0 compostos
vitaminicos potencialmente antioxidantes. O sistema de defesa enzimatico inclui as
enzimas Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx)
(Figura 14). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevencado, impedindo
e/ou controlando a formacgéo de radicais livres e espécies ndo-radicais envolvidos com
a iniciacdo das reacfes em cadeia que culminam com propagacao e amplificacdo do
processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (Barbosa et al.
2010).

. (SOoDD> REACAO DE FENTON
o, O, —————————— = e > OH
| REACAO DE HABER-WEISS
H,O, + H,0O, H.O
P2 — - 2GSH= NAPDP*
CCAT GPO Grd
v \
©: 2H.0 ZH;OA/ ~A GSSG — -NADPH
DANOS

OXIDANTES

Figura 14. Integracdo dos sistemas de defesa enzimaticos. (Barbosa et al. 2010).

Por meio da reacao de dismutacéo, a SOD catalisa a geracdo de H,O, a partir do
radical superéxido (O,¢). CAT e GPx se integram para impedir o acumulo de H,0; que,
apesar de ndo ser um radical livre, é igualmente reativo e capaz de promover danos
potenciais. O acumulo dessa espécie reativa (H,0O2) possibilita, por meio das reacfes
de Fenton e Haber-Weiss, a geracao do radical hidroxila (OH¢), contra o qual ndo existe
defesa enzimatica. A GPx reduz o H,O, a agua, no entanto o faz a custa da conversao
da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), essa ultima que promove acao
oxidante em funcéo da ligacdo dissulfeto existente em sua estrutura. Assim, é de
extrema importancia a acdo da glutationa redutase (GRd), responsavel pela

recuperacdo da glutationa reduzida (GSH), possibilitando a manutencdo da

24



integralidade do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilibrio adequado
entre os sistemas de defesa enziméaticos (Barbosa et al. 2010)

Foi possivel verificar, no estudo realizado por Walczewska et al. (2010), maiores
niveis de atuacdo da glutationa nos eritrocitos e maior atividade antioxidante no plasma
de animais alimentados com dietas ricas em acido linoleico (C18:2 n-6) e menor
capacidade de sequestro de radicais livres nos animais alimentados com dieta rica em

banha e pobre em dGleo de peixe.

2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo polifendis encontrados nos alimentos, principalmente nas
hortalicas (batata inglesa, repolho, tomate, rabanete, couve, escarola, nabo), nas frutas
(cereja, amora, uva, morango, jabuticaba, laranja), grdos, sementes, castanhas,
condimentos e ervas, bem como em bebidas como vinho, suco de uva e infusdes de
ervas (Rosa, 2009). Sua estrutura quimica varia em torno do anel heterociclico de
oxigénio, mas todos os flavonoides possuem a caracteristica esquelética carbdnica Ce-
C3-Cs. No geral, sdo derivados do composto 2-fenilcromanona, e embora exista uma
diversidade de substancias flavonoides, estas possuem em comum uma estrutura
basica formada por trés anéis fendlicos referidos como A, B e C (Figura 15) (Yao et al.
2004).

Rs R,

Figura 15. Estrutura geral dos flavonoides e numeragdo comum (Beecher, 2003)
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Os flavonoides sé@o considerados como principios ativos em muitas plantas. Uma
vez que encontrados em plantas e apresentam-se em maiores concentragées nas
sementes e frutos. Podem ser ingeridos em altas quantidades, como constituintes
normais da dieta humana. As razdes mais apontadas para a baixa toxicidade dos
flavonoides sdo a pequena solubilidade em 4gua da aglicona e o rapido catabolismo do
nucleo pirrélico no figado (Rosa, 2009).

Os flavonoides incluem dois grandes grupos de compostos: as antocianinas e as
antoxantinas. As antoxantinas incluem as flavonas, os flavonois e as flavanonas e séo
geralmente pigmentos de coloragdo pélida, ao contrario das antocianinas (Rosa, 2009).
Ha também os taninos, ou flavanéis-3, onde sao encontradas pelo menos dois tipos de
estruturas: condensadas nao hidrolisaveis, formadas por produtos que contém nucleos
flavondidicos e estruturas hidrolisaveis. Sua estrutura quimica basica é relacionada a

estrutura da catequina (Figura 16) (Vaccari et al. 2009).

Flavona

Figura 16. Estrutura de alguns grupos de flavonoides (adaptado de Nijveldt et al. 2001).

Os compostos fendlicos sdo alvo de pesquisas atuais devido suas acodes

biologicas associadas a prevencdo de doencas e potencial curativo. Dentre as

propriedades descritas, estdo: antioxidante, anticarcinogenia, antimutagenia,
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antiaterogenia, além de serem considerados inibidores da digestdo e absorcdo de
certos nutrientes, bem como eficientes em converter nutrientes absorvidos, em
metabdlitos ativos (Vinueza et al. 2008) . Além disto, os flavonoides s&o conhecidos por

inibir a sintese de colesterol endoégeno e inibir a cicloxigenase, levando a menor

agregacdo de plaquetas, o que reduz a tendéncia trombotica (Rosa, 2009).

A Tabela 1 lista os principais grupos de flavonoides e seus compostos.

Tabela 1. Principais grupos de flavonoides, compostos individuais e fontes alimenticias

(Adaptado de Nijveldt et al. 2001).

Grupo Composto Fonte alimentar
Flavonas apigenina casca de maca
crisina graos
kaempferol brécolis
luteolina aipo
miricetina pele de frutas
rutina cramberi
sibelina uva
guercetina alface, azeitona, cebola e salsa
Flavanonas fisetina frutas citricas
hesperitina pele de frutas citricas
nariginina
naringenina
taxifolina
Catequinas catequina vinho tinto
epicatequina chas
epigalocatequina galato
Antocianinas cianidina graos
delfinidina cereja
malvidina uvas
pelargonidina framboesa
peonidina uva vermelha
petunidina vinho tinto, morango, chas, pele

de frutas com pigmentos escuros.
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2.2.1 Flavonoides e sua acao antioxidante

A propriedade mais bem-descrita da maioria dos flavonoides € sua capacidade
de agir como antioxidante (Nijveldt et al. 2001; Belloco et al. 2009) e a relacéo desta
caracteristica com a reducdo ao risco de diversas doencas crbnicas (Liu, 2004). As
flavonas e as catequinas parecem ser 0s mais poderosos flavonoides capazes de
proteger o corpo contra espécies reativas de oxigénio. Células e tecidos estdo em
constante ameaca pelo dano causado pelos radicais livres e espécies reativas de
oxigénio, os quais sdo produzidos durante o metabolismo homeostatico de oxigénio ou
sao induzidos exogenamente (Nijveldt et al. 2001).

A capacidade antioxidante dos flavonoides ja foi evidenciada in vivo e in vitro e
sua funcionalidade na saude de humanos € enfatizada pela habilidade que os
flavonoides possuem de induzir seu sistema antioxidante enzimatico (Yao et al. 2004).
Além disso, os flavonoides exercem atividade antioxidante em diferentes vias
metabdlicas; atividade anti-radicais livres e anti-lipoperoxidacédo. Seu poder antioxidante
€ atribuido a capacidade de doar atomos de hidrogénio disponiveis nos grupos
fendlicos, estabilizando o elétron desemparelhado do radical livre. Do mesmo modo,
reduzem a geracdo ou aumento desses radicais nos macréfagos, ou impedem a
oxidacdo da molécula de LDL, podendo também sequestrar ions como ferro e cobre,
diminuindo as EROs do meio (Bergamin, 2012, Carletti et al. 2014). A capacidade dos
flavonoides de doar a&tomos de hidrogénio é definida basicamente pela presenca do
anel B (grupo catecol — anel B dihidroxilado) (Carletti et al. 2014).

Segundo Hassimoto et al. (2008); as antocianinas apresentam alta capacidade
antioxidante em diversos sistemas. Essa habilidade estd relacionada com sua
capacidade de inibir a peroxidacao lipidica por sequestro de radicais e propriedade de
quelar metais. Estudos na relacéo entre a estrutura e a capacidade antioxidante que
esses compostos possuem mostraram que diferentes mecanismos de hidroxilacdo e
glicosilacdo parecem modular essas propriedades.

Bellocco et al. (2009) relacionou a atividade anti-proliferativa da hesperitina e

hesperidina, avaliadas em linhagens de células humanas de hepatomas Hep G2, com
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sua capacidade antioxidante. Dos flavonoides testados, a hesperitina apresentou
superior capacidade antioxidante.

Em estudo in vitro realizado por Parajuli et al (2012) com oito diferentes plantas
do Nepal, as que apresentaram melhor capacidade de quelar metais possuiam maior
concentracdo de flavonoides; e estudo semelhante realizado por Subedi et al. (2014)
atribuiu a atividade antioxidante, de acordo com seus resultados, aos flavonoides,
reafirmando sua acdo como sequestrador de diversas espécies oxidantes, como anios
superoéxido, radicais hidroxila ou peroxidos, e também como quelantes de oxigénio
singlet.

A atividade anti-inflamatéria dos flavonoides esta relacionada com a inibicao de
enzimas (proteina C quinase, fosfodiesterase, fosfolipase, lipoxigenase e cicloxigenase)
envolvidas na resposta inflamatéria. Os flavonoides citricos agem na ativacdo de
células envolvidas na resposta imune, incluindo linfécitos T e B e, além disso, possuem
atividade antiadesiva capaz de inibir a agregacdo plaquetaria. Também foram
observados os efeitos hipocolesterolémico, anti-hipertensivo, anti-obesidade,
antioxidante, cardioprotetor e anticancerigeno. Os efeitos anticancerigenos atribuidos
as flavanonas estdo envolvidos na inibicdo de diversos mecanismos como dano ao

DNA e desenvolvimento e/ou proliferagéo de tumores (Bergamin, 2012).

2.2.2 Hesperitina e seus derivados glicosilados

A hesperidina (hesperetina-7-O-rutinosideo) é um tipo de flavonoide citrico,
classificado como uma flavanona glicosidica, cuja estrutura quimica é constituida pela
hesperitina (forma aglicona) ligada aos acucares glicose e ramnose na posi¢cdo 7
(Figura 16). Apesar de apresentar muitos efeitos benéficos, a hesperidina € muito
pouco soluvel em agua (<0,01%) o que a torna pouco biodisponivel para o organismo
(Yamada et al. 2006).

Ela é encontrada principalmente no suco de laranja e suas quantidades podem
variar de acordo com o solo, clima, variedade da fruta, e tipo de suco; e tem sido
atribuido a este composto, propriedades: anti-inflamatdrias, antioxidantes, antitumorais,

antivirais, hipolipidémicas, dentre outras. Devido a baixa solubilidade do produto
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natural, foi desenvolvida uma forma sintética denominada glicosil-hesperidina por meio
da transglicosilacdo com ciclodextrina glicoranotranferase da bactéria Bacillus
stearothermophilus (Dourado, 2009). Desta forma, a Glicosil-hesperidina se torna mais
soltvel (10.000 vezes) que a hesperidina. Além do mais, tem sido confirmado que as
atividades biolégicas da glicosil-hesperidina s&o iguais ou melhores do que a da
hesperidina (Yamada et al. 2006). A Figura 17 mostra as estruturas dos flavonoides

hesperitina, hesperidina e glicosil-hesperidina.
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Figura 17. Estrutura da hesperitina, hespefidina e glicosil-hesperidina (Franco, 2014).

A hesperitina € conhecida por causar diversos efeitos benéficos para a saude,
dentre eles: antioxidante, anti-inflamatério, anticarcinogénico e de prevenir perda 6ssea
(Nielsen et al. 2006). Do mesmo modo, foi reportado que a hesperidina possui potencial
antialergénico, por agir na inibicdo da atividade do Citocromo P450 (CYP) (Fujita et al.
2008), além de inibir a migracdo de mastocitos induzida por Stem Cells, sendo um
indicativo de sua capacidade anti-inflamatéria (Jeong et al. 2011).

Estudos prévios em humanos e animais (especialmente roedores) demonstraram

gue a hesperidina e seus metabdlitos reduzem a glicose e os lipideos séricos e
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neutralizam marcadores de dano oxidativo (de Oliveira et al. 2013). Outros estudos
realizados por diversos autores demonstraram a capacidade da hesperidina de reduzir
niveis séricos de colesterol, triacilglicerol e lipoproteinas de baixa densidade (Bergamin,
2012; Cesar et al. 2010; Cardoso, 2008).

Bok et al. (1999) verificou reducéo significativa do colesterol no plasma e figado
e de triacilglicerdis hepaticos de ratos tratados com extrato de casca de mexerica e/ou
mistura dos flavonoides hesperidina e nariginina. Também foi observado reducdo nas
atividades da HMG-CoA redutase e acil-CoA nos grupos experimentais, em relacdo ao
controle (sem tratamento), respondendo a diminuicdo no esterol neutro fecal
compensada pela biossintese de colesterol diminuida no figado desses animais.

Outro estudo realizado com hamsters verificou a capacidade antioxidante da
hesperitina e seus metabolitos em situacdo hipercolesterolémica. Eles foram capazes
de diminuir os niveis de H,O, e da peroxidacgéo lipidica (Kim et al. 2010).

Knekt et al. (2002) analisou a ingestédo total de diversos flavonoides associados
ao risco de diversas doencas cronicas em mais de 10.000 individuos. Foi verificada
uma menor incidéncia de doenca cerebrovascular nos individuos com maior consumo
de hesperitina, em relacdo ao grupo controle. Em outro estudo em humanos foi
verificada a contribuicdo da hesperidina para a protecdo vascular, diminuindo a pressao

sanguinea diastolica (Morand et al. 2011).

2.2.2.1 Biodisponibilidade da hesperitina e derivados glicosilados

Biodisponibilidade é um termo que define a fracdo da dose administrada de uma
substancia que atinge a circulacdo sistémica e a velocidade com que este processo
ocorre. Referindo-se a alimentos, a biodisponibilidade é definida como a proporcao de
um nutriente ou outra substancia presente no alimento que é digerida, absorvida e
metabolizada. Esta definicAo abrange varios processos integrados: liberacdo da
substancia da matriz alimentar, absorcdo pelo organismo, distribuicdo, metabolismo e
excrecao (D'Archivio et al. 2007).

A biodisponibilidade e a atividade biolégica dos flavonoides dependem de varios
fatores como a configuracdo, o numero total de grupos hidroxila e a substituicdo de
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grupos funcionais sobre a sua estrutura nuclear (Kumar e Pandey, 2013). Os polifendis,
gue sdo os mais comuns na dieta humana, ndo sdo necessariamente 0s mais ativos in
vivo, seja devido a sua menor atividade intrinseca ou porque sao moléculas fracamente
absorvidas a partir do intestino, altamente metabolizadas, ou rapidamente eliminadas.
Além disso, os metabdlitos que sdo encontrados no sangue e nos érgaos-alvo podem
diferir das substancias nativas em termos de atividade biolégica (Yang et al. 2012).

Quando ingeridos, os compostos bioativos sdo extensivamente metabolizados
por enzimas intestinais e hepaticas e pela microbiota presente no célon intestinal,
resultando em metabdlitos conjugados diferentes dos compostos nativos (Kanaze et al.
2007).

Os rutinosideos séo absorvidos apenas na parte distal do intestino apés hidrélise
pela microbiota do célon e este processo € provavelmente o passo limitador da
velocidade de absorcdo. A Cméax da hesperitina tem sido captada em média 6 h apds a
ingestao do suco de laranja (Manach et al. 2003; Nielsen et al. 2006). Por outro lado, as
agliconas e também os glicosideos de flavanonas podem ser absorvidos no intestino
delgado, local onde a absorcdo ocorre mais rapidamente (Cmax em 1 h para
hesperitina) (Nielsen et al. 2006).

As flavanonas (hesperidina) estdo naturalmente presentes nas frutas citricas
ligadas a moléculas ramnoglicosideas, como os 7-O-rutinosideos de hesperitina. A
molécula de glicose é um dos principais determinantes do local de absorcdo e da
biodisponibilidade dos flavonoides e tem sido relatado que a biodisponibilidade dos
monoglicosideos de flavonoides é superior aos rutinosideos (Manach et al. 2005;
Nielsen et al. 2006; Habauzit et al. 2009).

Um estudo duplo-cego, randomizado e controlado por placebo feito em humanos
indicou uma melhora significativa na biodisponibilidade do metabdlito da hesperidina do
suco de laranja apds modificacdo enzimatica. O produto hesperitina-7-glucosideo,
gerado apos remocgao do grupo ramnose desse flavonoide pela hesperidinase, levou a
uma concentracdo plasmatica da aglicona (hesperitina) quatro vezes maior em
comparacao com a bebida ndo modificada (Nielsen et al. 2006).

Li et al. (2008) compararam a cinética de absor¢cdo da hesperidina pura,

hesperidina hidrolisada por B-glucosidase (BglA) isolada de levedura, hesperitina pura e
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aguela obtida de uma tradicional comida chinesa (chamada Chenpi). Os autores
reportaram que a hesperidina apresenta menor biodisponibilidade que a hesperitina e
que a biotransformacéo da hesperidina (tanto no extrato como na forma pura) levou a
reducdo do Tmax dos niveis plasmaticos de hesperitina. Além disto, o valor da area
sobre a curva (ASC) da hesperitina, expresso como concentracdo versus tempo era
quatro vezes maior na administragcdo oral e trés vezes maior na administracéo
intravenosa na hesperidina hidrolisada com a levedura.

A absorcado dos glicosideos de flavonoides no intestino delgado pode ocorrer de
duas maneiras: 1) o glicosideo € hidrolisado pela lactase-florizina hidrolase, presente na
borda em escova, e entdo a aglicona livre difunde-se através das células epiteliais por
transporte passivo ou por difusdo facilitada (Day et al. 2003) e 2) a molécula glicosidica
pode ser transportada para o interior do enterdcito por meio de um transportador de
glicose, o0 SGLT-1 (sodium glucose linked transporter) e desglicosilada pelas -
glicosidases (glicocerebrosidases e glicosidases  citosdlicas) presentes
intracelularmente. Ambas as vias de absorcdo originam agliconas intracelulares que,
posteriormente, se tornam conjugados glucurdnicos ou sulfatados (Nielsen et al. 2006;
Day et al. 2003).

No intestino delgado e no epitélio do célon, os flavonoides ja poderdo sofrer
reacdes de conjugacao, como a glucuronidacéo e a metilacdo (Brand et al. 2008). Apos
serem transportados dos enterdcitos ao figado pelo sistema-porta ligados a albumina
ou via linfatica, os flavonoides sofrem biotransformacdes por meio das enzimas de
conjugagao de fase Il, UDP’s glucuronosiltransferases e sulfotransferases, formando
varios metabdlitos com &cidos glucurénicos e de grupos sulfatos (Matsumoto et al.
2004).

Ao sofrerem essas modificacdes, os flavonoides podem tornar-se metabdlitos
mais ativos ou serem eliminados do organismo mais facilmente por tornarem-se mais
polares; dessa forma, muitos desses produtos metabdlicos podem ser detectados na
urina e fezes humanas (Yang et al. 2012). A concentracdo dos principais metabdlitos
oriundos da metabolizagdo da HD administrada em ratos que receberam uma dose de
hesperidina (100mg/Kg) foi 51,6 % de hesperitina-7-O-3-D- glucuronideo e 41,4 % de
hesperitina-3’-O-B-D-glucuronideo apods 4 horas da ingesta (Matsumoto et al. 2004).
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Finalmente, os metabdlitos conjugados aos glucuronideos e sulfoglucuronideos
podem ser excretados pela bile e/ou urina, dependendo do metabdlito formado (Manach
et al. 2003).

Em relacéo a biodisponibilidade da glicosil-hesperidina, um estudo conduzido por
Yamada et al (2006) comparou a absorcéo e a excrecao urinaria da glicosil-hesperidina
em relagcdo a hesperidina em ratos. Os resultados obtidos mostraram que G-HD
apresenta o mesmo perfil de metabdlitos excretados na urina que a hesperidina, e que
a glicosil-hesperidina é mais eficientemente absorvida, devido a sua alta solubilidade.
Segundo os autores, a administracéo de glicosil-hesperidina levou a um rapido aumento
nos niveis séricos do metabdlito hesperitina-glucuronideo (ap6és 15 min) alcan¢cando o
pico maximo apos 6 horas. Os autores sugerem ainda que quando oralmente
administrada a glicosil-hesperidina € inicialmente hidrolisada pelas enzimas a-
glicosidases no intestino delgado, onde ha a liberacdo da hesperidina e
subsequentemente € hidrolisada a hesperitina pelas B- glicosidases por bactérias
intestinais.

Um estudo recente demonstrou que a solubilidade das flavanonas no suco,
especialmente da hesperidina, € um fator chave para a absor¢cdo de flavanonas da
laranja. Além disso, o processamento da bebida também pode afetar a composicéo de
flavonoides e, portanto, a biodisponibilidade das flavanonas. Os autores mostraram que
0 aumento da concentracao de flavanonas no suco pela adicdo de extrato de flavanona
de laranja afetou a propor¢cédo de compostos sollveis/insollveis, aumentou a absor¢ao
no intestino e a biodisponibilidade desses compostos (Vallejo et al. 2010).

A Figura 18 ilustra os caminhos metabdlicos da glicosil-hesperidina e hesperidina

conforme relatado por Nielsen et al. (2006) e por Yamada et al. (2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacdo de hesperitina e de seus derivados glicosilados
(hesperidina e glicosil-hesperidina) no perfil lipidémico e na lipoperoxidacdo em figado
de ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica associada a frutose e verificar a
biodisponibilidade desses flavonoides no plasma dos animais. Além disto, comparar
estes efeitos nos animais alimentados com dieta normocalérica (DNORMO) e dieta
hiperlipidica (DHIPER) associada a frutose.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar nos ratos suplementados com hesperitina e seus glicosideos e nos animais
controles (dieta normo e hiperlipidica), os seguintes parametros:

- Perfil lipidémico do tecido hepético: perfil de lipides por EASI-MS (espectrometria
de massas com ionizacdo ambiente por sonic-spray) e a composi¢ao de acidos graxos
dos lipides totais e das fracdes por cromatografia a gas (CG);

- Medida da lipoperoxidacdo no tecido hepatico através da quantificacdo das
substéancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS);

- Biodisponibiliade dos compostos no plasma dos animais através da quantificacdo
de seus metabdlitos por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS).

36



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo das solucdes

As solugcbes padrdes aquosas de hesperidina, hesperitina (padrédo Sigma) e
glicosil-hesperidina (Hyashibara, Japan) foram preparadas em &gua filtrada e

administradas na dose de 0,5 mmol eq hesperitina/Kg de peso do animal.

4.2 Animais e tratamento

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso inicial variando entre 90 e 122 g
provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da UNICAMP). O projeto de pesquisa foi
submetido para aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade S&o
Francisco e foi aprovado sob o registro: protocolo 001.10.2014 e IP.CIUCA
200.225.122.34. Todos os animais permaneceram alojados no Biotério da Universidade
Sdo Francisco e passaram por um periodo de adaptacdo as condicdes ambientais
durante uma semana. Os animais foram mantidos em um periodo claro/escuro de 12
horas, temperatura 22 °C + 3 e de umidade 55% =+ 3, com livre acesso a 4gua e ragéo.

Como mostram a Figura 19 e a Tabela 2, os animais foram divididos em cinco
grupos (4 animais cada), sendo um controle dieta normocaldrica (DNORMO), outro
controle dieta hiperlipidica (DHIPER) e os demais receberam a mesma dieta do grupo
controle dieta hiperlipidica e foram suplementados na concentracdo de 0,5 mmol
flavonoide/kg de peso do animal através de gavagem orogastrica diaria durante 8
semanas com 0s seguintes compostos: glicosil-hesperidina (G-HD) hesperidina (HD) e
hesperitina (HT).

Os grupos controles DNORMO e DHIPER receberam gavagem com &gua, e 0s
animais eram pesados em dias alternados para ajuste da dosagem. ApOs a primeira
semana de vida dos animais, eles permaneceram 4 semanas para adaptagcdo com as

dietas, antes ao inicio da suplementacdo com os flavondides.
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RATOS
Wistar

(n=20)

Grupo I. Controle DNORMO (n=4)

Grupo Il. Controle DHIPER (n=4)

Grupo lll. DHIPER suplementado com G-HD (n=4)
Grupo IV. DHIPER suplementado com HD (n=4)
Grupo V. DHIPER suplementado com HT (n=4)

—

Figura 19. Divisdo dos animais nos grupos experimentais. DNORMO: dieta
normocaldrica e DHIPER: dieta hiperlipidica.

Tabela 2. Suplementacéo e dieta dos animais

Agua  Agua+ Dieta Dieta Suplementagéo

frutose  normocaldrica hiperlipidica

10% (Purina®) AIN 93
Grupo | X X Agua
Grupo Il X X Agua
Grupo Il X X G-HD
Grupo IV X X HD
Grupo V X X HT

A Tabela 3 mostra a composicdo centesimal das dietas, DNORMO e DHIPER

segundo informacdes do fabricante (Purina®) e dados coletados na literatura. A Tabela

4 exibe a composicao de acidos graxos das dietas.

4.3 Sacrificio dos animais, obtencéo do plasma e tecidos.

Apdés 8 semanas recebendo a suplementacdo diaria com os flavondides, os

animais foram sacrificados no Laboratério de Farmacologia da Universidade Estadual

de Campinas — UNICAMP. Os mesmos foram anestesiados por via respiratéria com

isoflurano. Amostras de figado foram retiradas e imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido, sendo posteriormente armazenadas em freezer a -80 °C. A gordura

epididimal também foi retirada e pesada.
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Tabela 3. Composi¢éo nutricional das dietas (Fruet, 2010;

Tabela 4. Composicado de acidos graxos (% relativa) das

Pauli et al. 2008) dietas
DNORMO* DHIPER Acidos DNORMO DHIPER
(Labina, AIN 93 Graxos (Labina, AIN 93
Purina®) Purina®)
Kcallg +3,3 5,5 14:0 2,23+ 1,33 1,83 £ 0,27
Carboidratos e Fibras  5,5% - 16:0 17,02 +0,18 22.29 + 0,67
Fibra (cel. microc.) - 5,0% 18:0 4,90 + 0,32 15,20 + 0,42
Amido milho - 11,5%
Amido dextrinizado - 13,2% 2 AGS 2415= 111 39322058
Sacarose ] 10,0% 16:1 n-7 1,26 + 0,32 2,36 + 0,55
Lipideos totais 4% _ 18:1 n-9 27,47 + 0,22 37,59 + 0,41
Oleo de soja - 4,0% > AGMI 28,73 + 0,46 39,95 + 0,68
Banha - 31,2% 18:2 n-6 42,74 £0,75 18,41 + 0,16
Proteina bruta 23% S AGPI n-6 42,74 +0,75 18,41 0,16
ff;';z 3200/:/" 18:3n-3 0,20 £ 0,14 0,49 £ 0,05
Cloreto de colina - 0.25% 20:5 n-3 0,17 +0,11 0,03 +£0,03
BHT i 0.0036% 22:5n-3 0,02 + 0,04 0,03 £ 0,01
Minerais 12% 3,5% 22:6 n-3 0,37 +0,18 0,01 +0,01
Mix vitaminico - 1,0% YAGPI n-3 0,76 + 0,46 0,57 £ 0,05

*Composicao basica: milho, farelo de soja, farelo de trigo,
farinha de peixe, remoido de trigo, soja integral moida,
fosfato bicalcico, feno de alfafa, calcéario calcitico, cloreto
de sbédio, cloreto de colina, premix vitaminico mineral,
aditivo antifungico fungistatico.

Os valores estdo apresentados na forma de meédia e
desvio padrdo (n = 3). DNORMO: dieta normocalorica,
DHIPER: dieta hiperlipidica, AGS: acidos graxos
saturados, AGMI: acidos graxos mono-insaturados, AGPI:
acidos graxos poli-insaturados.
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4.4 Preparo do homogenato dos tecidos hepéaticos

Para a preparacdo dos homogenatos, fragmentos dos figados (£100 mg) dos
animais foram pesados e adicionados a solucdo salina tamponada PBS (800 uL). A

mistura foi triturada e homogeneizada (Rivelli et al. 2010).

4.5 Anédlise lipidémica do tecido hepatico

4.5.1 Extracéo dos lipideos totais

A extracdo total dos lipideos das amostras foi realizada como descrito
previamente por Folch et al. (1957). A cada 1 mL de amostra (dieta ou homogenato)
adicionou-se 5 mL de solucédo cloroférmio:metanol (2:1, v/v) em temperatura ambiente,
levados a vortex por 10 minutos, e adicionado mais 1 mL de NaCl 1M e novamente
levado ao vortex por mais 1 minuto. Em seguida, foram centrifugadas por 10 min a 2000

rpm, e a fase inferior coletada e transferida para tubos de ensaio.

4.5.1.2 Quantificacdo dos lipideos totais

Apoés extracado, os lipideos totais foram quantificados por secagem em estufa e
pesagem. Em um becker previamente seco, dessecado e pesado (peso inicial)
adicionou-se 1 mL de cloroférmio contendo os lipideos que foram extraidos do figado
dos animais. Este foi levado & em estufa a 110 °C por uma hora e posteriormente
pesado (peso final). O resultado foi expresso como mg de lipideos totais/g de figado
(Checchi, 2003).

4.5.2 Separacao das classes de lipides por extracdo em fase sélida

O procedimento utilizado para a separacao dos lipides por extracdo em fase soélida
foi o descrito por Burdge et al (2000). Neste processo, faz-se a separacao preliminar

dos lipides polares, fosfolipides e acidos graxos néo esterificados (AGNE) e dos lipides
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neutros, ésteres de colesterol (EC) e triacilgliceréis (TAG), no cartucho SPE de
aminopropilsilica (BondElut® NH,, Agilent®) utilizando cloroférmio. Em seguida foi
eluido sequencialmente fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolamina (FE) e acidos graxos
nao esterificados (AGNE) aumentando a polaridade dos solventes. As fracdes de FC e
FE foram recolhidas em um mesmo tubo para analise. Um segundo cartucho SPE foi
utilizado para separar TAG de EC. Os seguintes solventes foram utilizados para as
eluicbes sucessivas: cloroformio (TAG-CE); cloroférmio:metanol (60:40) (FC); metanol
(FE); cloroférmio:metanol: &cido acético (AGNE) (100:2:2); hexano (CE);
hexano:cloroférmio:etilacetato (100:5:5) (TAG).

4.5.3 Determinacao da composicéo de acidos graxos por cromatografia a gas

O solvente com os lipides extraidos das dietas ou do figado obtidos nas etapas
anteriores foi seco sob atmosfera de N, e posteriormente os &acidos graxos foram
convertidos em ésteres metilicos de acidos graxos usando BF3 metanol (AOCS, 1993).
A cada tubo contendo as fracdes lipidicas foram adicionados 2 mL de NaOH 5N em
metanol, para banho maria a 100°C por 5 minutos e, apds, resfriado com agua corrente.
Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de reagente esterificante BF; metanol, levado
novamente ao banho Maria a 100°C por 5 minutos e, posteriormente, resfriado com
agua corrente. Foram adicionados 2 mL de solucdo saturada de NaCl e agitado em
vortex por 30 segundos. Acrescentou-se 2,5 mL de hexano, agitou-o em vortex e em
seguida foi centrifugado a 2000rpm por 5 minutos. O sobrenadante contendo os ésteres
metilicos em hexano foram analisados por cromatografia a gas usando cromatografo
CHROMPACK® (modelo CP 9001) com o detector de ionizacao e a coluna capilar CP-
Sil 88 (WCOT Fused Silica 59 m x 0.25 mm), com detector a 280°C e injetor a 250 °C.
A temperatura inicial foi de 180 °C por 2 minutos, programado para aumentar 10 °C por
minuto até 210 °C por 30 minutos. O carregador a gas usado foi o hidrogénio na
frequéncia de fluxo de 2,0 mL/ minuto. A identificagdo dos &acidos graxos foi realizada
por comparacao do tempo de retengdo dos componentes das amostras com padroes
auténticos de ésteres de acidos graxos injetados sob as mesmas condi¢cdes (Supelco

Chemical Co). A composicdo de cada acido graxo foi expressa sobre o percentual de
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acidos graxos totais, analisada no software Chromatostation N2000, de acordo com a

area de cada pico.

4.5.4 Caracterizacdo do perfil de lipides por EASI-MS (espectrometria de massas

com ionizagc&o ambiente por sonic-spray)

Os lipides presentes no tecido hepatico foram avaliados por EASI-MS em
colaboracdo com o Laboratério Thompson do Instituto de Quimica da Unicamp. Os
espectros foram adquiridos no modo ion positivo utilizando um espectrdmetro de
massas quadrupolo Unico (Shimadzu LCMS, 2010) equipado com uma fonte EASI, cujo
método € descrito em detalhes por Haddad e colaboradores (2008). As condi¢des
tipicas de EASI-MS foram as seguintes: pressao de gas (N2) nebulizacdo de 100 psi,
angulo de 30°, e o fluxo de metanol de 20 pL min™. Uma pequena gota do lipideo
extraido como descrito em 4.5.1 (2 ul) foi colocada diretamente sobre uma superficie de
papel (papel de envelope pardo Kraft) e espectros de massa foram acumulados ao
longo de 60 s, sendo digitalizados na faixa de 50 a 1000 m/z.

4.6 Quantificagcdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no
figado

Para avaliar a lipoperoxidacdo, foi utilizada a medida de TBARS (substancias
reativas ao acido tiobarbitlrico) de acordo com o método desenvolvido por Martins et al.
(2009), baseada em Ohkawa et al. (1979). Conforme a técnica, 250uL de amostra
(plasma ou homogenatos dos tecidos) foram misturados com 25uL BHT 4% em
metanol, 1mL de &cido tricloroacético a 12%, 1mL de acido tiobarbiturico 0,73% e
750uL de tampao Tris-HCI 0,1 mol/L contendo 0,21mmol/L de EDTA em pH 7,4. Apés 60
minutos de incubacdo em banho-maria em ebulicdo, as amostras foram rapidamente
resfriadas em banho de gelo, e adicionado 1,5mL de n-butanol. A amostra foi
homogeneizada por 30 segundos em vortex e centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos.

As absorbancias dos sobrenadantes obtidos com o ensaio foram lidas em

42



espectrofotometro a 532 nm. A quantificacdo foi realizada utilizando uma curva de

calibragdo com tetrametoxipropano (Figura 20)
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Figura 20. Curva padréo para determinacao da concentracdo de malondialdeido a partir
de tetrametoxipropano.

4.7 Biodisponibilidade da glicosil-hesperidina, hesperidina e hesperitina

4.7.1 Tratamento dos animais

Foram utilizados 9 ratos Wistar machos de peso aproximado de 350g. Trés horas
antes do experimento, os animais foram pesados e divididos aleatoriamente em 3
grupos de 3 animais e mantidos em jejum com acesso a agua ad libitum. As solucdes
de G-HD, HD e HT preparadas por dissolucdo em agua foram administradas aos
animais por gavagem na concentracdo de 1 mmol/Kg de peso em 2 mL de agua,
conforme descrito por Yamada et al. (2006). Para controle, foi coletado sangue dos
animais via puncao caudal em eppendorfs heparinizados antes da suplementacdo com
os flavonoides. Apos a gavagem, os animais foram devolvidos as gaiolas e providos de

agua, sem a racao.
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4.7.2 Obtencao do plasma

Para obtencdo do plasma, os ratos mantidos em jejum por 3 horas antes do
procedimento, com acesso apenas a agua ad libitum, foram anestesiados com
isofurano (3%) e foi realizada puncéo caudal com seringa tipo insulina (0,13 x 0,45 mm)
e agulha 30G para obtencdo do material controle. Seis e nove horas apos a
administracdo dos flavondides os ratos foram novamente anestesiados e o0
procedimento de coleta reproduzido. Os eppendorfs contendo aproximadamente 250 pL
de soro heparinizado foram centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos para obtencéo do
plasma.

4.7.3 Quantificacdo dos metabdlitos por UHPLC-MS (cromatografia liquida de ultra
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas)

A quantificacdo dos metabdlitos por UHPLC-MS foi realizada em cooperacéo
com o Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da Unicamp

Uma aliquota de 50 pL de plasma foi suspensa em 200 pL de uma solucao
preparada com metanol, 4gua e &cido formico 6:4:0,1 (v/v/v), e aplicada em unidade
filtrante HV (Durapore) em PE com membrana DU Rapore de poro 0,45 pm, 13 mm néo
estéril (Millex™) (Yamada et al. 2006). O filtrado foi analisado por cromatografia liquida
de ultra alta eficiéncia acoplado a espectrometro de massas TQD Acquity (Waters -
USA). Foi utilizada uma coluna C18 BEH Acquity Waters (1,7 ym x 2,2 mm x 50 mm)
com temperatura do forno em 30 °C. A eluicdo foi feita por gradiente com fluxo de 200
pL/min, utilizando como fase mével os solventes A (0,1% &acido férmico em agua) e B
(metanol), de acordo com o gradiente: inicio 95% A + 5% B; em 8 min 100% B, mantido
até 8,5 min e depois retorno as condi¢des iniciais e estabilizacao até 10 min.

Foram injetados 7 uL de cada amostra, que ficaram armazenadas a 20 °C no
auto injetor do equipamento. A deteccdo foi feita por um espectrobmetro de massas
triplo-quadrupolar (TQD Acquity, Waters) com fonte de ionizacao por electrospray (ESI),

realizando varredura em modo negativo nas seguintes condi¢des: capilar de 3000 V,
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cone de 35 V, temperatura da fonte de 150 °C e temperatura de dessolvatagédo de 300
°C.

Nas andlises, foram monitorados o0s metabodlitos conjugados ao &cido
glucordnico, eridictiol-glucuronideo (m/z 463), hesperitina-glucuronideo (m/z 477) e o
homoeriodictiol- glucuronideo (m/z 478), metabdlitos conjugados ao sulfato, hesperitina-
sulfato (m/z 380) além da HT (m/z 301) e HD (m/z 609).

A concentracdo do metabdlito majoritario, hesperitina-glucuronideo (m/z 477) foi
determinada comparando-se a area do pico com uma curva de calibracdo construida a
partir da diluicdo seriada de uma solucéo padrdo de hesperitina (Sigma®) preparada na

concentracdo de 1 mg/mL em metanol, considerando a seguinte equac¢éo da reta:

Hesperitina (ug/mL) = (4 x 10”) (area do pico) x 112,28

4.8 Andlise estatistica

Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) das médias e desvio-padrao e
gquando esta apontou diferenca estatisticamente significativa procedeu-se a
comparacao das médias de dois grupos pelo teste t student (ndo pareado) e de trés ou
mais grupos pelo teste Tukey, considerando o nivel de significAncia de 5% (p<0,05).
Todas as analises foram avaliadas estatisticamente no software Instat (GraphPad
Software, San Diego, CA - versado 2.0) e os graficos foram elaborados com auxilio do

software Origin (OriginLab 2011, versédo 8.6).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Relacgéo peso total, gordura epididimal e lipides totais hepaticos dos animais

A Tabela 5 mostra o peso final dos animais, da gordura epididimal e a média da
relacdo individual peso do animal/gordura epididimal dos grupos controles e
suplementados; e a Tabela 6 mostra a quantificacdo dos lipideos totais do figado e a
relacdo peso animal/lipideos totais dos mesmos grupos. O percentual de gordura
epididimal e lipideos hepaticos estdo mostrados nas Figuras 21 e 22, respectivamente.

Conforme mostrado na Tabela 5, o peso corporal dos animais nos grupos
analisados ndo mostrou diferencas significativas. Frente a esses resultados, pode-se
supor que a diferenca na quantidade de calorias das duas dietas utilizadas, as quais
apresentavam +3,3 Kcal/g (controle DNORMO) e 5,5 Kcal/g (controle DHIPER), né&o foi
suficiente para induzir a obesidade nos animais. Os percentuais de gordura utilizados
em relacdo ao valor caldrico total das dietas, que foram de 4% na DNORMO e 34% nha
DHIPER, também nédo apresentaram influéncia sobre o ganho de peso dos animais,
ainda que tenha sido acrescido a dieta do grupo controle DHIPER niveis de gordura
acima , do recomendado para a espécie (Reeves et al. 1993).

O grupo controle DHIPER manteve a menor relacdo peso/gordura epididimal
(p=0,053), o que significa que estes animais mostraram maior conteddo de gordura
abdominal quando comparado com o grupo DNORMO. Estes resultados sugerem que a
DHIPER é a responséavel por alteragbes desfavoraveis em relacdo ao acumulo de
gordura abdominal. E possivel observar que a suplementacido com a HT levou ao maior
acumulo de gordura epididimal, em comparacédo com o grupo controle DHIPER.

Na Tabela 6 observa-se um aumento significativo no conteudo de lipideos totais
do figado dos animais do grupo controle DHIPER comparado ao controle DNORMO. Os
animais que receberam a suplementacdo com os antioxidantes também mantiveram
altos teores de lipides hepaticos. Quando relacionados os pesos dos animais aos
teores de lipides totais, foi possivel observar uma reducéo significativa nesta relacao
(p=0,02) para o grupo controle DHIPER, comparado ao grupo controle DNORMO, uma

vez que houve aumento na concentracao de lipides hepaticos nesses animais, coerente
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com a alta concentracdo de gordura da dieta. As suplementa¢cées com os flavonoides
nao alteraram o conteudo de lipides totais hepaticos comparado ao controle DHIPER.

Além da quantidade de gordura e do valor calérico das dietas, a composicéo e/ou
a relacdo dos acidos graxos da dieta também podem ter influenciado os resultados. A
DNORMO contém predominéncia de AGPI n-6, em especial de acido linoleico (C18:2 n-
6; 42,74%), enquanto a DHIPER contém altos teores de acidos graxos saturados
(39,32%) e monoinsaturados (39,95%) conforme mostrado anteriormente na Tabela 4.
Jen et al. (2003) avaliaram os efeitos de diferentes fontes de acidos graxos poli-
insaturados sobre a regulagédo do peso corporal de ratas e verificaram que a dieta
hiperlipidica que utiliza como fonte lipidica o 6leo de soja, que contém altos teores de
acido linoleico (C18:2 n-6), induziu maior ganho de peso que outras fontes de gordura.

Dados similares foram reportados por Vinueza et al. 2008 em ratos com dieta
rica em gordura saturada por 30 dias e suplementados com HD e/ou suco de laranja os
quais mostraram o mesmo padrédo de aumento em relacdo ao ganho de peso e tecido
adiposo visceral comparado ao grupo nao suplementado (controle).

Outro estudo realizado com ratos alimentados com uma dieta elevada em
colesterol (1%) e suplementados com HT (0,02%), acido m-hidroxicindmico, acido 3,4-
dihidroxi-fenilpropiénico e &cido 3-metoxi-4-hidroxi-cindmico ou acido ferulico, néo
observou diferencas no ganho de peso, na ingestdo alimentar e no peso dos 6rgaos
entre os grupos experimentais (Kim et al. 2003). Dados similares também foram
reportados por Franco (2007) quando comparou o peso de animais alimentados com
dieta normocalorica (6leo de soja 7%) ou hiperlipidica (6leo de soja 14%) sedentarios
ou exercitados, ndo sendo observadas diferengas significativas de ganho de peso.

A sintese de acetyl-CoA a partir da frutose quando oferecida em excesso, leva
ao excesso de acidos graxos que serdo armazenados na forma de TAGs no figado.
Além disso, este carboidrato € conhecido por levar ao ganho de peso, aumento de
adiposidade visceral, hipertenséo, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina em ratos. Ratos Wistar alimentados com 63% de frutose tiveram acumulo de
gordura no figado, comprometendo até 100% dos hepatdcitos, dependendo do tempo

de exposicdo ao carboidrato (Castro et al. 2011).
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Tabela 5. Peso dos animais, ganho de peso, gordura epididimal e relagdo peso animal/gordura epididimal de animais
controles e suplementados com hesperitina e seus derivados glicosilados

Grupos Peso final dos  Ganho de peso Gordura Relacéo peso Gordura epididimal
animais dos animais epididimal animal/gordura (% em relag&o ao peso
(@) (@) (@) epididimal do animal)
Controle DNORMO 465,2 + 54,9 353,2 £ 45,7 9,6 +3,3 50,7+9,9 2,1+0,7
Controle DHIPER 470,5 £ 62,3 361,2 £ 56,4 12,6 +25 37,9 £ 3,9* 2,7+0,5
DHIPER + G-HD 497,2 + 66,7 382,5+62,3 152+24 32,7222 3,1£0,5
DHIPER + HD 451,7 £ 44,6 347,2+47,0 15,2+4,7 31,3+7,0 34+£10
DHIPER + HT 536,2 + 44,6 4242 + 38,9 21,0 £ 3,1# 25,7 £ 2,6# 3,9+£0,6#

* p=0,053 comparado ao grupo DNORMO, # p<0,05 comparado ao grupo DHIPER. Os valores estao expressos como média e
desvio padréo (n = 4; teste t student entre as médias de dois grupos e teste Tukey entre as médias de trés ou mais grupos).
DNORMO: dieta normocalérica; DHIPER: dietahiperlipidica; G-HD: glicosil-hesperidina; HD: hesperidina; HT: hesperitina.

Tabela 6. Lipideos totais hepéatico e relacao peso animal/lipideos totais hepéatico de animais controles e suplementados com
hesperitina e seus derivados glicosilados

Lipideos totais hepatico Relacdo peso animal/ Lipideos totais hepatico

(mg/g de tecido) lipideos totais hepatico (% em relacéo ao peso)
Controle DNORMO 73,79 £ 10,44 6,42 + 1,54 15,86 + 2,24
Controle DHIPER 124,27 + 15,97* 3,85 = 0,59* 26,41 + 3,39*
DHIPER + G-HD 138,84 + 31,53 4,25+ 1,48 27,92 + 6,34
DHIPER + HD 130,10 £+ 17,24 3,45 + 0,37 28,80 + 3,81
DHIPER + HT 99,03 + 33,85 4,99 + 1,42 18,47 + 6,31

* p<0,05 comparado ao grupo DNORMO. Os valores estdo expressos como média e desvio padrdo (n = 4, teste t student entre dois
grupos ou teste Tukey entre trés ou mais grupos). DNORMO: dieta normocaldrica; DHIPER: dietahiperlipidica; G-HD: glicosil-
hesperidina; HD: hesperidina; HT: hesperitina, LTH: lipideos totais hepatico.
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Gordura epididimal (% em relagéo ao peso do animal)

DNORMO DHIPER DHIPER DHIPER DHIPER

+G-HD +HD +HT

Figura 21. Gordura epididimal (% em relacdo ao peso animal) de ratos controles e
suplementados com hesperitina e seus derivados glicosilados. Os valores estédo
apresentados na forma de média e desvio padrédo (n = 4), teste t student. DNORMO: dieta
normocalorica, DHIPER: dieta hiperlipidica, G-HD: glicosil-hesperidina, HD: hesperidina,
HT: hesperitina. *p<0,05 comparado ao grupo DNORMO #p<0,05 comparado ao grupo
DHIPER.
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Figura 22. Lipideos totais hepatico (% em relagdo ao peso animal) de ratos controles e
suplementados com hesperitina e seus derivados glicosilados. Os valores estédo
apresentados na forma de média e desvio padréao (n = 4,) teste t student. DNORMO: dieta
normocalorica, DHIPER: dieta hiperlipidica, G-HD: glicosil-hesperidina, HD: hesperidina,
HT: hesperitina. *p<0,05 comparado ao grupo DNORMO.
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5.2 Composicédo de 4cidos graxos dos lipides totais do figado

A composicao de acidos graxos dos lipides totais reportada na Tabela 7 mostra
que a dieta promoveu alteracdes significativas na composicdo de acidos graxos do
tecido hepatico. E possivel observar que a DHIPER influenciou a composicéo de AGS e
de AGMI, mas ndo dos AGPI. No grupo DHIPER ¢€ possivel verificar um acréscimo de
60% no conteudo de acido oleico (C18:1 n-9) e uma reducédo de 41 e 45% dos acidos
araquidénico (C20:4 n-6) e docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) respectivamente,
comparado ao controle DNORMO. O teor dos &cidos palmitico (C16:0) e linoleico
(C18:2 n-6) ndo mostraram alteracdes em funcédo da dieta. Por outro lado, ndo foi
possivel observar alteracdes significativas na composicao de acidos graxos dos lipides
totais no figado dos animais suplementados com os trés antioxidantes.

Também é possivel verificar um aumento significativo (por volta de 60-70%) na
relagdo dos AGPIs das familias n-6/n-3 nos lipides dos animais do grupo DHIPER
(controle e suplementados).

Considerando a composicdo de acidos graxos da dieta, conforme descrito na
Tabela 4, pode-se observar que o menor consumo de acidos graxos insaturados de
cadeia longa das familias n-6 e n-3 nos animais alimentados com DHIPER, composta
basicamente de banha e 6leo de soja, parece ter contribuido para a menor
concentracdo desses acidos no figado dos animais e um aumento significativo do acido
oleico (C18:1 n-9), um acido graxo mono-insaturado.

O dleo se soja € constituido basicamente de 11% de acido palmitico (C16:0), 4%
de acido estearico (C18:0), 22% de oleico (C18:1 n-9), 56% de acido linoleico (C18:2 n-
6) e 7% de linolénico (C18:3 n-3) enquanto a banha animal possui 39, 45 e 11% de
AGS, AGMI e AGPI, respectivamente e 0,095% de colesterol, sendo predominantes os
acidos graxos oleico (C18:1 n-9), palmitico (C16:0) e esteéarico (C18:0) (USDA, 2012),
dados coerentes com os valores observados na composicdo de acidos graxos das

dietas conforme relatado na Tabela 4.
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Tabela 7. Composicdo de acidos graxos (% relativa) dos lipides totais no figado de animais controles e suplementados com

hesperitina e seus derivados glicosilados

Acidos graxos Controle DNORMO Controle DHIPER DHIPER + G-HD DHIPER + HD DHIPER + HT
14:0 0,38 £ 0,04 0,30 + 0,08 0,50 + 0,09 0,40+ 0,11 0,40+0,11
16:0 23,75+ 1,63 22,15+1,10 23,10 + 0,60 22,20 +0,70 23,10 £ 1,20
18:0 13,60+ 1,91 10,50 + 2,32 8,90 + 3,10 9,90+ 1,20 8,80 = 2,20
S AGS 37,73 +2,41 32,95+ 1,64* | 32,50 + 3,35 32,50 + 0,57 32,30 +1,17
16:1 n-7 3,75+ 1,70 2,20 +0,60* | 2,80+ 0,20 2,00+ 0,50 2,10+ 0,30
18:1 n-9 18,30 £ 2,50 29,30 £ 0,50* T 31,90 £5,10 30,00 £ 1,20 31,70 £ 3,40
20:1 n-9 0,70 £ 0,29 1,30+ 0,44 1,10 £0,60 0,90+ 0,19 1,10 £ 0,27
> AGMI 22,75 £ 4,96 32,80 +1,12* 1 35,80 + 5,97 32,90+1,71 34,90 + 3,60
18:2 n-6 20,50 + 1,00 22,90 + 1,80 21,60 + 1,40 22,10 £1,70 22,40 + 0,80
20:4 n-6 15,40 + 3,10 9,10 +0,70* | 8,20 £2,90 9,80+1,80 8,10 + 2,30
> AGPI n-6 35,90 + 4,56 32,00+1,19 29,80 + 2,86 31,90+ 1,35 30,50 + 2,14
18:3n-3 0,60 £ 0,15 0,40 +0,08* | 0,40 £ 0,07 0,40 £0,05 0,40+ 0,04
20:5n-3 0,20 £ 0,05 0,10+ 0,05 0,03+ 0,04 0,03 +0,04 0,03+ 0,04
22:5n-3 0,50 + 0,09 0,30 +0,07* 0,20+ 0,08 0,30 £ 0,07 0,30 £ 0,07
22:6 n-3 2,00+0,48 1,00 +0,04* | 1,00 + 0,27 1,20 £0,27 1,10 £ 0,20
> AGPI n-3 3,30+ 0,36 1,80 +0,56* 1,63+ 0,50 1,93+0,22 1,83+ 0,54
> AGPI n-6/> AGPIn-3 10,88 + 0,39 17,78 + 2,56* 18,28 + 2,93 16,53 + 0,85 16,67 £ 1,81

* p<0,05 comparado ao grupo DNORMO (média = desvio padrdo, n = 4; teste t student entre dois grupos). DNORMO: dieta
normocaldrica, DHIPER: dietahiperlipidica, G-HD: glicosil-hesperidina, HD: hesperidina, HT: hesperitina, AGS: acidos graxos
saturados, AGMI: acidos graxos mono-insaturados, AGPI: acidos graxos poli-insaturados.
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Segundo Franco (2007), o acido linolénico (C18:3 n-3) e o acido linoleico (C18:2 n-
6), apesar de pertencerem a familias distintas, requerem as mesmas enzimas para o seu
metabolismo e portanto competem entre si, especialmente no passo limitante da reacao
de dessaturagao, ao nivel da A6 dessaturase, enzima que possui maior especificidade
pelos acidos graxos 6mega 3. Assim, um maior consumo do acido linoleico (C18:2 n-6),
levard ao aumento dos niveis de acido araquidénico (C20:4 n-6), conforme observado no
grupo DNORMO do presente estudo.

O aumento dos niveis de acido oleico (C18:1 n-9) em presenca da dieta
hiperlipidica pode ser proveniente da elongacdo do acido estearico e subsequente
dessaturacdo para acido oleico (C18:1 n-9), conforme observado por Oosterveer et al.
2009. Os autores avaliaram o efeito da dieta hiperlipidica no acumulo de lipides hepaticos
em figado de roedores e observou que a dieta é capaz de induzir a expressao de genes
lipogénicos (Acc, Fas, Scdl, Elovi6). A inducdo da sintese de &cidos graxos hepatica
levou a um aumento na elonga¢do dos acidos graxos e subsequente dessaturacdo em
maior taxa do que a observada para a sintese de novo destes acidos graxos.

Aoun et al (2010) observaram que o uso de dieta hiperlipidica acrescida de
sacarose leva ao acréscimo de acidos saturados (C12, 14, 16 e 18) e do &cido oleico (18:1
n-9) nos lipides totais do figado de ratos. Os autores observaram ainda que o uso de
extrato contendo uma mistura de polifendis antioxidantes (Provinol®), embora tenha
levado a reducdo significa nos teores de lipides totais ndo promoveram alteracdes na
composicao de acidos graxos hepatico.

Bueno et al. 2010 avaliaram o perfil de acidos graxos do figado de ratos Wistar
expostos a diferentes dietas contendo o 6leo de soja (dieta padrdo AIN-93), e dietas com
30 e 50% de substituicdo do 6leo de soja pelo 6leo experimental (64% trieptanoina, 34%
dieptanoina, 2% monoeptanoina). Os niveis hepaticos de acido oleico (C18:1 n-9) foram
mais elevados e os de estearico, mais baixos, nos grupos expostos a dieta AIN-93,
independente do tempo de exposicdo. O menor consumo de acidos graxos de cadeia
longa, por sua vez, de maneira geral, parece ter contribuido para a menor concentracao
desses acidos graxos no figado dos animais submetidos a substituicdo parcial do 6leo de

soja pelo 6leo experimental.
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5.3 Composicéao de &cidos graxos das fracdes de lipides do figado

As classes de lipides foram separadas do extrato total lipidico por extracdo em fase
sélida (solid phase extraction — SPE). Este método elui classes de lipides baseada na sua
polaridade ou na sua afinidade de ligacdo a fase sélida. ApGs a separacdo das classes de
lipides foi realizada a etapa de esterificacdo dos acidos graxos, transformando-os em
ésteres metilicos de acidos graxos, tornando-os suficientemente volateis para serem
eluidos em uma temperatura razoavel sem decomposicdo térmica, e avaliados por
cromatografia a gas. (Fisk et al. 2014).

A Tabela 8 mostra o perfil de acidos graxos dos fosfolipides (fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina) presentes no figado dos animais controles e suplementados com HT
e seus derivados glicosilados. Os principais componentes dos fosfolipides séo os acidos
palmitico (28,09%), estearico (25,33%), araquidénico (C20:4 n-6; 12,79%) e oleico (C18:1
n-9; 9,52%) nos animais do grupo controle DNORMO. Um perfil de &cidos graxos
semelhante foi observado nos fosfolipides dos animais controle DHIPER: palmitico
(25,45%), estearico (34,54%), araquidbnico (C20:4 n-6; 15,02%), e oleico (C18:1 n-9;
7,89%).

Nesta fracdo, é possivel observar aumento significativo dos niveis de acido
estearico nos animais do grupo DHIPER comparado aos animais DNORMO. Nao foi
observado diferencas na somatéria dos acidos graxos (saturados, mono e poli-
insaturados) entre os grupos controles (DNORMO e DHIPER).

Denota-se, portanto, que o aumento do &cido oleico (C18:1 n-9) no grupo DHIPER,
observado nos lipides totais (Tabela 7) ndo ocorre nos lipides de membrana, os quais
parecem incorporar preferencialmente o acido esteérico (C18:0) provindo da dieta.

Em relacdo a suplementacado, é possivel observar que a G-HD e a HD levaram a
reducdo significativa no teor de acido estearico (C18:0), o que refletiu na reducédo da
somatoria dos acidos graxos saturados nestes dois grupos. Percebe-se também, embora
nao significativa devido ao alto valor de desvio padrdo, o aumento dos niveis de AGMI e

AGPI n-6 e n-3 nos trés grupos suplementados.
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Tabela 8: Composicdo de acidos graxos (% relativa) nos fosfolipides presentes nas membranas (fosfatidilcolina e

fosfatidiletanolamina) do figado de animais controles e suplementados com hesperitina e seus derivados glicosilados

Acidos graxos Controle DNORMO Controle DHIPER DHIPER + G-HD DHIPER + HD DHIPER + HT
14:0 5,50 + 3,69 2,67 +1,40 5,58 + 3,51 5,45 + 3,62 1,58 + 1,67
16:0 28,09 + 2,24 25,45 + 2,45 23,88 £ 4,99 20,33+ 3,13 2297 +£6,41
18:0 25,33 + 3,88 34,54 + 3,90* 26,62 +4,03% 20,41 +5,02# | 36,85 + 9,33
S AGS 58,23 + 6,51 62,33 + 5,53 56,08 +4,19# |  4551+7,87# | 61,40+14,93
16:1 n-7 1,87 £ 0,98 1,97 + 0,83 2,43 +235 4,60 £ 5,14 1,33+1,28
18:1 n-9 9,52 +1,22 7,89 + 1,87 10,42 + 5,16 13,95+ 7,05 9,29 + 3,82
20:1 n-9 2,09 +1,82 1,14+ 1,38 0,91 +0,77 1,12 +1,37 0,37 +0,82

> AGMI 12,43 + 2,34 9,19 + 2,82 13,75+ 7,33 19,54 + 10,94 10,73 + 4,70
18:2 n-6 10,97 + 2,77 9,86 +1,94 8,44 + 1,79 10,47 + 2,97 7,18 + 2,99
20:4 n-6 12,79 + 6,27 15,02 + 1,15 16,61 + 6,17 18,83 + 6,89 13,86 + 8,26
> AGPI n-6 23,76 + 8,12 23,01 +4,78 25,06 + 6,69 29,30 £ 5,88 21,04 £9,97
18:3 n-3 1,96 + 1,65 2,39 + 2,66 0,81 +0,45 1,50+ 1,53 1,34+1,12
20:5 n-3 1,82+1,84 1,11+0,48 0,83 + 0,37 1,50 £ 0,42 0,82 +0,85
22:5n-3 0,51 +0,16 0,40+ 0,18 0,73+0,57 0,72+0,24 0,46 + 0,25
22:6 n-3 1,62+ 0,68 1,71+ 0,16 2,82 +1,26 292+171 2,24 + 1,50

> AGPI n-3 474 +2,71 3,98+251 4,37 +1,15 491+181 4,58 + 2,38

> AGPI n-6/3 AGPIn-3 7,43+5,14 7,87 £ 3,52 5,99 + 1,69 7,91 + 2,26 5,17 + 2,39

*p<0,05 comparado ao grupo DNORMO, # p<0,05 comparado ao grupo DHIPER (média + desvio padréo, n = 4, teste t student
entre dois grupos ou teste Tukey entre trés ou mais grupos). DNORMO: dieta normocalérica, DHIPER: dietahiperlipidica, G-
HD: glicosil-hesperidina, HD: hesperidina, HT: hesperitina, AGS: &cidos graxos saturados, AGMI: acidos graxos mono-
insaturados, AGPI: acidos graxos poli-insaturados.
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De acordo com os dados mostrados na Tabela 9, os triacilgliceréis presentes no
figado dos animais controle DNORMO possuem uma concentracdo predominante dos
acidos palmitico (C16:1), oleico (C18:1 n-9) e linoleico (C18:2 n-6). Esses dados conferem
com os valores encontrados na literatura (Petridou et al. 2005; Zhukova et al. 2014). Nos
animais do grupo DHIPER, que receberam dieta rica em acidos graxos saturados é
possivel observar um aumento significativo na concentragdo do acido oleico (C18:1 n-9).
Por outro lado, os teores de acido docosahexaenoico (C22:6 n-3), foram significativamente
reduzidos (por volta de 72% de reducao).

A suplementacdo com a HT levou a reducdo na concentracdo de &cido linoleico
(C18:2 n-6), o que refletiu na reducdo na soma dos AGPI da familia n-6. Também foi
observada uma reducéo de 23% na soma de AGS em presenca da HD.

A Tabela 10 mostra o perfil de acidos graxos da fracdo de ésteres de colesterol
presentes no figado dos animais controle DNORMO, controle DHIPER e aqueles que
receberam dieta hiperlipidica associada a frutose e suplementados com os flavonoides.

Pode-se observar que os acidos graxos prevalentes nos ésteres de colesterol no
figado dos animais alimentados com dieta controle DNORMO s&o os &cidos palmitico
(C16:0), oleico (C18:1 n-9) e linoleico (C18:2 n-6), perfazendo 29, 27 e 36% em relagdo
aos acidos graxos totais, respectivamente. Pode-se observar um aumento significativo nos
teores de acidos oleico (C18:1 n-9) e linoleico (C18:2 n-6) e uma reducdo nos niveis de
acidos graxos poli-insaturados da familia n-3 (22:5 n-3 e 22:6 n-3) na fracdo de ésteres de
colesterol nos animais controle DHIPER comparado ao controle DNORMO.

Pode-se observar ainda que a suplementacdo com a G-HD resultou em aumento na
concentracdo de acido oleico (C18:1 n-9), refletindo em um aumento na soma dos AGMI.
Esse flavondide também interferiu na incorporacdo de acido linolénico (C18:3 n-3),

refletindo no aumento de seus niveis no grupo DHIPER suplementado com G-HD.
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Tabela 9. Composi¢cédo de acidos graxos (% relativa) de triacilgliceréis (TAGs) presentes no figado de animais controles e

suplementados com hesperitina e seus derivados glicosilados

Acidos graxos Controle DNORMO Controle DHIPER DHIPER + G-HD  DHIPER + HD DHIPER + HT
14:0 2,70 +0,80 2,50+ 1,33 1,90+ 1,37 0,90 + 0,15 1,88 +1,10

16:0 27,20 £ 4,47 24,00 + 2,03 16,70 £ 5,50 20,00 £ 2,34 27,28 + 4,33
18:0 2,80+ 0,20 3,70+ 1,89 4,80 £ 5,67 2,20 +0,32 2,78+ 0,71

> AGS 32,70 £ 4,74 30,20 £ 3,35 23,40 £ 9,16 23,10 +2,43# | 31,95+4,82
16:1 n-7 2,04 + 0,58 1,40 + 0,70 2,10+1,21 1,40 £ 0,31 364+121# 1T
18:1 n-9 26,60 £ 1,12 31,90 +1,43* T 27,40 £11,8 39,60 + 8,37 34,59 + 2,62
20:1 n-9 1,74+ 0,84 1,30+ 0,71 0,90 + 0,62 0,80 + 0,29 2,17+ 2,13

> AGMI 30,38 + 2,89 34,60 +£1,31 30,40 £12,19 41,80 £ 7,99 40,40 +2,69# T
18:2 n-6 25,70 £ 3,12 30,60 + 2,07 21,90 £ 9,16 28,20+ 4,27 22,73 +5,19# |
20:4 n-6 3,40+ 1,76 3,00 +£0,43 2,20 + 0,69 3,20 £ 0,52 2,45+0,72

> AGPI n-6 29,10+ 2,81 33,60 £ 2,04 24,10 + 9,65 31,40 + 4,56 25,18 + 4,88# |
18:3 n-3 0,40 + 0,33 0,70+ 0,41 1,40 £ 2,18 0,80 + 0,93 0,88 + 1,02
20:5n-3 0,80 + 0,52 0,70 +0,25 2,00 +2,04 0,40+0,21 0,39 + 0,20
22:5n-3 1,70 £ 0,98 0,90 +0,28 0,60 + 0,24 0,70 £ 0,29 1,00 £ 0,85

22:6 n-3 2,90 + 1,67 0,80 +0,20* { 2,80+ 3,01 0,90 +0,21 0,73+0,49

> AGPI n-3 5,80 + 2,87 3,10+ 0,84 6,80 + 5,72 2,80+1,48 2,47 + 0,66

> AGPI n-6/3 AGPIn-3 5,02+7,34 10,84 + 4,36 3,55 +6,47 11,21 +5,75 11,33 + 4,66

* p<0,05 comparado ao grupo DNORMO, # p<0,05 comparado ao grupo DHIPER (média + desvio padrdo, n = 4; teste t
student entre dois grupos ou teste Tukey entre trés ou mais grupos). DNORMO: dieta normocal6rica, DHIPER:
dietahiperlipidica, G-HD: glicosil-hesperidina, HD: hesperidina, HT: hesperitina, AGS: acidos graxos saturados, AGMI: acidos
graxos mono-insaturados, AGPI: acidos graxos poli-insaturados.
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Tabela 10. Composicdo de &cidos graxos (% relativa) de ésteres de colesterol (EC) presentes no figado de animais

controles e suplementados com hesperitina e seus derivados glicosilados

Acidos graxos Controle DNORMO Controle DHIPER DHIPER + G-HD DHIPER + HD DHIPER + HT
14:0 4,95+ 1,82 1,44+0,72* | 0,91+0,12 1,88 + 2,43 1,47 + 0,85

16:0 28,96 +5,36 24,42 + 1,94 24,21 +1,78 23,19 + 1,66 26,04 + 2,28
18:0 2,58 + 1,25 2,57 + 0,56 2,17 £ 0,70 4,29 1,61 3,11 +1,63

> AGS 36,49 + 5,74 28,43 + 1,017+ ]  27,29+1,77 29,37 +1,77 30,63 +2,56
16:1 n-7 8,36 + 2,44 1,44+128* |  265+0,44 1,96 + 1,25 1,69 + 1,06

18:1 n-9 26,67 + 7,89 38,75+1,18* T 4233+136# T 41,61+2,60 40,89 + 2,37
20:1 n-9 1,74 + 1,57 0,81+ 0,42 0,98 + 0,52 0,67 0,79 0,96 + 0,70

> AGMI 35,90 * 7,44 41,00 2,49 4597 +1,39# T 44,25 +3,24 43,53 +2,16
18:2 n-6 17,88 + 5,16 27,52 +2,07* T 23,41+217 23,35+ 5,16 23,64 +0,66# |
20:4 n-6 1,57 + 0,95 1,75 + 0,28 1,69 + 0,45 2,16 + 0,69 1,24 + 0,78

> AGPI n-6 19,45 + 4,96 29,26 +1,78* T 25,10 +2,47 25,52 +5,85 24,88 +1,21# |
18:3 n-3 2,71+ 1,68 0,26 +0,18*** | 066+0,13# T 0,37+0,19 0,69 + 0,75
20:5n-3 1,75+ 1,36 0,17 £0,11 0,34 + 0,42 0,38 + 0,44 0,24 +0,16
22:5n-3 1,13 + 0,64 0,20 £0,09** | 0,21+0,21 0,04+0,03#/  0,16+0,12

22:6 n-3 2,58 + 1,55 0,22+0,05* | 0,29+0,22 0,10 +0,02#4  0,22+0,15

> AGPI n-3 8,16 +3,23 0,84 +0,30* | 1,50 +0,65 0,87 +0,38 0,95 + 0,39

S AGPI n-6/Y AGPIn-3 3,36 +2,52 38,47 +10,77* T 19,11 +565##) 32,82 +9,75 32,57 + 16,44

* p<0,05; **p = 0,05 e ***p = 0,06 comparados ao grupo DNORMO, # p<0,05 e ## p = 0,05 comparado ao grupo DHIPER
(média £ desvio padréo, n = 4; teste t student entre dois grupos ou teste Tukey entre trés ou mais grupos). DNORMO: dieta
normocalérica, DHIPER: dietahiperlipidica, G-HD: glicosil-hesperidina, HD: hesperidina, HT: hesperitina, AGS: acidos graxos

saturados, AGMI: acidos graxos mono-insaturados, AGPI: acidos graxos poli-insaturados.
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E conhecido que a composi¢cdo dos acidos graxos da dieta determina a sua
incorporacao e o perfil em acidos graxos das membranas bioldgicas, alterando diversas
funcdes celulares, principalmente pela modulacdo dos acidos graxos esterificados aos
fosfolipideos de membrana (Nelson e Cox, 2011). Segundo Christie (1985), o figado de
ratos é formado predominantemente por fosfatidilcolina (55%), fosfatidiletanolamina
(20%) e quantidades menores de triacilglicerol (7%) e de ésteres de colesterol (5%).

Nossos dados corroboram que a composicdo de acidos graxos hepatico esta
diretamente associada com o tipo de &cidos graxos da dieta (Banni et al. 2001;
Giacometti et al. 2002; Barros et al. 2013; Fisk et al. 2014). Em estudo realizado por
Giacometti et al. (2002) com camundongos Balb ¢ alimentados com DHIPER, foi
comprovado que o perfil lipidico € alterado de acordo com a concentracdo e o tipo de
lipide da alimentacdo. Independentemente do tecido analisado (pulmédo, baco,
glandulas mandibulares), o acido graxo predominante nos fosfolipides foi o &cido
palmitico, em concentracdo duas a trés vezes maior que os demais. Os outros &cidos
graxos predominantes nos fosfolipides totais dos tecidos analisados foram: acido
esteérico, acido oleico (C18:1 n-9), &cido linoleico (C18:2 n-6), acido araquidbnico
(C20:4 n-6) e DHA.

Alteracdes significativas na composicdo de acidos graxos nos fosfolipides de
ratos alimentados com DHIPER composta de gordura animal e colesterol (19 e 2% da
dieta) por 90 e 180 dias foram relatados por Zhukova et al. (2014). Os autores
observaram um aumento dos acidos oleico (C18:1 n-9) e linoleico (C18:2 n-6) e reducéo
do acido araquidénico (C20:4 n-6) no figado dos animais nos dois tempos de avaliacao.
Além disto, o0 aumento do acido estearico foi observado nos animais alimentados por 90
dias com dieta hiperlipidica.

Nossos resultados sdo similares aos relatados por Zhukova et al (2014). O
estudo foi conduzido com ratos machos que receberam DHIPER composta de gordura
animal e colesterol (19 e 2% da dieta) por 180 dias. Apds 30 dias de alimentacao foi
possivel observar aumento dos niveis de &cido oleico (C18:1 n-9) e reducao dos &cidos
araquidénico (C20:4 n-6), eicosapentaenoico (C22:5 n-3) e de docosahexaenoico

(C22:6 n-3) nos lipides totais. Apos 90 dias de uso, 0s autores observaram também o
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aumento dos niveis de acidos linoleico (C18:2 n-6) e linolénico (C18:3 n-3) na fracdo de
TAG no figado dos animais.

O aumento acentuado dos niveis de acidos oleico (C18:1 n-9) e linoleico (C18:2
n-6)na fracdo de ésteres de colesterol também foi observado em ratos machos que
receberam DHIPER composta de gordura animal e colesterol (19 e 2% da dieta) por
180 dias (Zhukova et al. 2014). Os autores observaram também reduc&o nos teores dos
acidos estearico (C18:0) e araquidbnico (C20:4 n-6), o que nao foi observado no
presente trabalho.

Fisk et al. (2014) estudaram a composicdo de acidos graxos de ésteres de
colesterol de ratas alimentadas com dieta com 6leo vegetal de alta ou baixa
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados (6leo de soja e de linhaca). Os animais
com a dieta normocaldrica apresentaram o seguinte perfil: prevaléncia de acido
palmitico (43,7%) seguida dos &cidos estearico (21,1%), linoleico (C18:2 n-6; 13,4 %)
araquidoénico (C20:4 n-6; 7,8%) e oleico (C18:1 n-9; 7,5%).

Dados semelhantes foram reportados por Caria et al (2014), os quais avaliaram o
efeito do café cafeinado e descafeinado em alteracdes metabdlicas e inflamatérias
associadas a obesidade utilizando modelo de camundongos e dieta hiperlipidica. Os
autores observaram que a DHIPER levou ao aumento dos niveis de &cido oleico (C18:1
n-9) e linoleico (C18:2 n-6) e reducdo dos &cidos estearico, araquiddnico (C20:4 n-6) e
DHA. A suplementacdo com o0s antioxidantes ndo alteraram o perfil de acidos graxos
hepatico nos lipides totais dos animais.

Aoun et al. (2010) observaram que a suplementacéo de ratos com um extrato de
polifendis rico em resveratrol (Provinol®), extraido de suco de uva vermelha, é capaz
de reduzir os niveis de TAG hepéticos aumentados no grupo alimentado com dieta
hiperlipidica (54,4% de AGS + 33,6% de AGMI), sem todavia alterar de forma
estatisticamente significativa a composicdo de acidos graxos dos lipides totais. Os
autores observaram pequeno decréscimo nos niveis de AGPI n-3, em especial do DHA
no grupo que recebeu o antioxidante.

Moreira & Mancini-Filho (2004) avaliaram o efeito antioxidante dos compostos
fendlicos de uma mistura de especiarias (mostarda, canela e erva-doce) sobre o

metabolismo dos acidos graxos em ratos alimentados com ragdo comercial acrescida
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de 6leo de soja ou de peixe. Os autores observaram um aumento significativo nos
teores de acido linoleico (C18:2 n-6) no tecido cardiaco e de EPA (C20:5 n-3) no tecido
cerebral no grupo experimental, postulando um efeito protetor nos acidos graxos do cha
rico em compostos fendlicos.

Martins et al. (2009), relataram que a administracdo oral por 60 dias nas
concentracfes de 1.0 g/kg e 2.0 g/kg de peso do animal de cha mate soltuvel (llex
paraguariensis), uma rica fonte de polifendis, é capaz de aumentar os niveis de AGMI
(acido oleico; C18:1 n-9) e de AGPI (acidos linoleico, C18:2 n-6; e araquidbnico, C20:4
n-6) nos lipides totais do figado dos animais.

Os dados das porcentagens de AGS, AGMI, AGPI n-6, AGPI n-3 e da relagéo
AGPI n-6/n-3 da DNORMO em relacdo a DHIPER podem ser visualizados na Figura 23
e os dados dos principais acidos graxos e as alteracdes que a suplementacdo com os

flavondides promoveram estéo exibidos na Figura 24.
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Figura 23. Composicao de acidos graxos (%) dos lipides totais (A) e das fracdes de fosfolipides (B), triacilglicerois (C) e
ésteres de colesterol (D) dos grupos controles. Os valores estdo apresentados na forma de média e desvio padréo (n = 4),
teste t student. DNORMO: dieta normocalorica, DHIPER: dieta hiperlipidica, AGS: acidos graxos saturados, AGMI: acidos
graxos monoinsaturados, AGPI: acidos graxos poli-insaturados; *p<0,05 comparado ao grupo DNORMO
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Figura 24. Composicao

DHIPER: dieta hiperlipidica, G-HD: glicosil-hesperidina,

HD: hesperidina, HT: hesperitina. #p<0,05 em compara¢ao com o grupo DHIPER.
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5.4 Perfil de lipides hepaticos caracterizados por EASI-MS

Espectrometria de massas com ionizagdo ambiente por sonic-spray (EASI-MS)
foi diretamente utilizada para a obtencdo do perfil lipidico do figado dos animais. A
técnica é simples, rapida e confiavel, além de ndo requerer nenhum tipo de hidrodlise,
derivatizacdo ou separacdo cromatografica, 0 que representa vantagens sobre outros
procedimentos analiticos normalmente utilizados para este proposito. A discriminacao
dos ions analisados € obtida de acordo com a razdo massa/carga (m/z). Esta razdo m/z
reflete a massa molecular do ion (M), e dos ions carregados (M+1, se protonado; M+23,
adutos de sodio; M+39, adutos de potassio). Os lipides presentes nas fracdes de
triacilglicerdis (TAG) e a fosfatidilcolina (FC) no figado dos animais foram detectados
principalmente como adutos de sédio no modo positivo [M + Na]* e também como
moléculas protonadas [M + H]" e adutos de potassio [M + K]*, conforme discriminado na
Tabela 11.

A Figura 25 mostra os espectros de EASI(+)-MS dos lipides totais onde se
observa a predominancia de TAG e FC no figado dos animais controle DNORMO (A),
DHIPER (B) e a Figura 26 mostra os espectros dos lipides hepaticos dos animais
suplementados com G-HD (A), HD (B) e HT (C). Os TAGs aparecem na faixa de 850 a
1000 m/z de razdo massa/carga (m/z), enquanto que as moléculas de FC foram
detectadas na faixa de 760 a 840 m/z de raz&o massa/carga (m/z).

Comparando-se os espectros do figado dos animais dos grupos controles, do
DNORMO e DHIPER (Figura 25, A e B), percebe-se uma acentuada prevaléncia de
ions acima de 850 m/z, o que mostra niveis mais elevados de TAG no figado dos
animais do grupo DHIPER comparado ao grupo DNORMO, nos quais € possivel
verificar a prevaléncia de ions correspondentes a fracdo de FC (m/z abaixo de 850).
Nos lipides do grupo DHIPER o ion de maior intensidade relativa da fragdo de TAG
[TAG + Na]* é o de m/z 879 (52:3; POL), seguido 881 (52:2; POO), m/z 877 (52:4; PLL)
e 883 (52:1; POS/P0SS). Observa-se no espectro do figado dos animais do grupo
DNORMO a predominancia de [FC + Na]* com ions de m/z 804 (36:4; LL - OLn - PA),
780 (34:2; PL), 806 (36:3; OL - SLn), 832 (38:4; SA), os quais estdo reduzidos no
espectro do figado dos animais do grupo DHIPER.
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Tabela 11. Perfil dos principais lipides hepéaticos de ratos obtidos por EASI(+)-MS

MM [M+H]" [M+Na]® [M+K]" Classesde Composicdo  Composicio de
lipides ® elementar acidos graxos

757 - 780 - FC 34:2 C42HgoNOgP  PL

759 - 782 - FC 34:1 CsoHs2NOgP PO

781 782 804 - FC 36:4 Ca4HgoNOgP  LL - OLn - PA

783 784 806 - FC 36:3 Cu4Hg2NOgP  OL - SLn

785 - 808 - FC 36:2 Ca4HgsNOgP  SLn - OO

805 806 828 - FC 38:6 C4sHsoNOgP LA - PDHA - ODPA

809 - 832 - FC 38:4 CasHsaNOgP  SA

806 807 - - TAG 48:.0 Cs1HggO6 PPP

854 - 877 893 TAG 52:4  Cs5HogO6 PLL

856 - 879 895 TAG 52:3  CssH10006 POL

858 - 881 897 TAG 52:2  CssH10206 POO

860 - 883 899 TAG 52:1  Cs5H10406 POS/PoSS

878 879 901 - TAG 54:6  Cs7Hgg06 LLL/OLLN

880 - 903 919 TAG 545  Cs57H10006 OLL/OOLN

882 - 905 921 TAG 54:4  Cs57H10206 OoOoL

884 - 907 923 TAG 54:3  Cs7H10406 0O00/SOL

886 - 909 925 TAG 54:2  Cs7H10606 SOO/SSL

902 - 925 - TAG 56:8  Cs9HggOg OLEPA/PLDHA

904 - 927 - TAG 56:7  Cs9H10006 SLEPA/PODHA

906 - 929 - TAG 56:6  Cs9H10206 SOEPA/PSDHA

MM: massa molecular; P: &cido palmitico (C16:0); Po: acido palmitoleico (C16:1 n-7); S:
acido estearico (C18:0); O:acido oleico (C18:1 n-9); L: acido linoleico (C18:2 n-6); Ln:
acido linolénico (C18:3 n-3); A: acido araquidonico (C20:4 n-6); EPA: acido
eicosapentaenoico (C20:5 n-3), DPA: acido docosapentaenoico (C22:5 n-3); DHA: acido
docosahexaenoico (C22:6 n-3). FC: fosfatidilcolina; TAG: triacilglicerol; Numero de
atomos de carbono seguido pelo nimero de insaturagoes.
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Figura 25. Espectros de massas dos lipides hepaticos de ratos controle DNORMO (A) e
DHIPER (B) obtidos por EASI(+)-MS.
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Figura 26. Espectros de massas dos lipides hepaticos de ratos suplementados com G-
HD (A), HD (B) e HT (C) obtidos por EASI(+)-MS.
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E possivel observar ainda que o perfil de TAG e FC detectado por EASI-MS
corresponde ao perfil de acidos graxos analisados por CG, conforme mostrado na
Tabela 11. Os acidos graxos mais abundantes no figado dos animais do grupo
DNORMO séo os acidos palmitico (C16:0) > linoleico (C18:2 n-6) > oleico (C18:1 n-9) >
araquidonico (C20:4 n-6), enquanto nos animais do grupo DHIPER observa-se a
seguinte sequencia: &cidos oleico (C18:1 n-9) > palmitico (C16:0) = linoleico (C18:2 n-
6) > araquidbnico (C20:4 n-6). Estes dados sdo coerentes com O0S espectros
observados, os quais indicam que o ion TAG predominante nos lipides do figado dos
animais do grupo DHIPER de m/z 879 (52:3) é provavelmente composto de &cido
palmitico / &cido oleico (C18:1 n-9)/ acidos linoleico (C18:2 n-6). Na fracdo de FC
destes animais houve reducgéo da intensidade dos ions m/z 780 (34:2; PL) e 832 (38:4;
SA), o que confirma que o figado destes animais apresenta maiores propor¢cdes de
acido oleico (C18:1 n-9) comparado ao grupo DNORMO.

Por outro lado, pode-se observar que os espectros do grupo DHIPER (Figura 25,
B) e os suplementados (Figura 26 A B e C), apresentam grande similaridade. Isto
mostra que a suplementacdo parece nao alterar a composicdo de acidos graxos das
moléculas de TAG e FC, ou ndo € possivel verificar pequenas alteracbes na
composicdo de acidos graxos das fracdes de lipides utilizando a técnica EASI(+)-MS.

Alberici e colaboradores (2011) caracterizaram o perfil de lipides hepaticos em
camundongos com hipertrigliceridemia por EASI-MS. As analises foram realizadas na
fracdo lipidica do tecido hepatico sendo identificados fosfatidilcolina como adutos de
soédio no modo positivo e fosfatidiletanolaminas e fosfatidilinositol desprotonados, no
modo negativo. Os autores observaram maiores niveis de TAG com consequente
reducdo na relacdo FC/TAG e uma maior insercdo do &cido oleico (C18:1 n-9) nas
moléculas de TAG destes animais, coerente com os dados observados neste estudo.

Em estudo realizado com individuos com doenca hepatica nao alcodlica
verificou-se aumento significativo dos niveis de TAG do figado, sendo os acidos graxos
palmititico (C16:0) e oleico (C18:1 n-9) os que apresentaram alteracfes significativas,
em relagdo ao grupo controle. Em contrate, houve um decréscimo significativo nos
AGPI associados ao TAG, com deplecdo de acido eicosapentaenoico (C20:5 n-3) e
docosahexaendico (C22:6 n-3) (Puri et al. 2007).
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5.5 Substéancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no figado dos animais

A medida das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), usada para
avaliar a lipoperoxidacao, consiste na analise de produtos finais da peroxidacéao lipidica
(malondialdeido e demais aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagir com o acido
tiobarbitdrico formam bases de Schiff. O malondialdeido (MDA) €& um produto
secundario da peroxidagao lipidica, derivado da B—ruptura de endociclizacdo de acidos
graxos poli-insaturados. O MDA reage com o acido tiobarbitarico (TBA) e forma um

cromdgeno de cor rosa, cuja absorgao ocorre em A de 532 nm (Figura 27).

S R
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MDA TBA MDA-TBA Adduct

Figura 27. Reacdo do malondialdeido (MDA) com o &cido tiobarbittrico (TBA) para
formacédo de um cromdégeno de cor rosa (Vasconcelos et al. 2007, com modificacdes).

A Figura 28 mostra a concentracdo de malondialdeido (MDA nmol/g de tecido)
em figados de ratos tratados com dieta hiperlipidica associada a frutose e
suplementados com HT e seus derivados glicosidicos. Pode-se observar que houve
reducao significativa na concentracdo de MDA nos grupos suplementados com G-HD e
HT comparados ao grupo controle DHIPER. Os dados indicam que estes flavonoides
reduzem os niveis de MDA provenientes do aumento da lipoperoxidacdo hepatica

induzido pelo excesso de lipides da dieta (controle DHIPER).
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Figura 28. Concentracdo de malondialdeido (nM/g de tecido) em figados de ratos
controles e suplementados com hesperitina e seus derivados glicosilados. Os valores
estdo apresentados na forma de média e desvio padréo, teste t student. *p = 0,027
quando comparado ao grupo controle DNORMO (dieta normocalérica); #p < 0,01, ##p =
0,05 quando comparados ao controle DHIPER (dieta hiperlipidica). G-HD: glicosil-
hesperidina, HD: hesperidina, HT: hesperitina

O processo de peroxidacao lipidica gera uma cascata de eventos bioquimicos
decorrentes da acdo dos radicais livres sobre os lipides insaturados das membranas
celulares, propiciando a formacéo de radicais alquila, alcoxila e peroxila, destruindo sua
estrutura, gerando falhas mecanicas durante as trocas metabdlicas e desencadeando a
morte celular quando exposto a condicbes extremas (Benzie, 1996; Lima e Abdalla,
2001). Sugere-se que o aumento dos lipides insaturados da dieta hiperlipidica tenha
influenciado na elevacdo da producdo desses metabodlitos do estresse oxidativo
(Wagner et al. 1994).

Tirkey et al. (2005) mostraram que a HD apresentou atividade antioxidante,
reduzindo o estresse oxidativo induzido pelo tetracloreto de carbono (CCl,;) em figados
de ratos. Essa diminuicéo foi intensificada com o aumento da dosagem de Hesperidina
associada ao CCls. O mesmo efeito pode ser avaliado durante a natacdo intercalada

combinada a suplementacdo com HD (Oliveira et al. 2013).
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Segundo Pari e Shagirtha (2010), a HT apresentou potencial antioxidante
satisfatorio mostrando agéo positiva e reduzindo a lipoperoxidagéo induzida por cadmio
no figado de ratos Wistar, 0 mesmo observado por Leelavinothan e Kalist (2011).

Em estudo realizado no figado de animais (hamsters) que receberam uma dieta
alta em gordura (10% de Oleo de coco acrescido de 0,2% de colesterol) e foram
suplementados com HT (0,02%) ou seus metabdlitos: &cido hidroxicinamico, acido 3,4-
dihidroxi-fenilpropidénico e acido 3-metoxi-4-hidroxi-cinAmico ou &acido ferulico, foi
observado que a HT e seus metabdlicos aumentou a capacidade antioxidante dos
animais por reduzir os niveis de peréxido de hidrogénio e de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) (Kim et al. 2010).

Em estudo citato anteriormente realizado por Moreira e Mancini-Fo (2004) com
mistura de especiarias ricas em compostos fendlicos, foi verificado a inibicdo
significativa da oxidacdo pelos compostos estudados, além do efeito inibitério da
peroxidacgédo lipidica. Os autores relataram que a presenca dos antioxidantes alterou a
incorporacdo dos acidos graxos nos tecidos cerebral e cardiaco, condizendo com 0s

dados observados no presente trabalho.

5.6 Identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos no plasma dos ratos

O plasma dos animais foi analisado por UHPLC-MS nos tempos 6 e 9 horas ap0s
a administracdo dos flavondides e os principais metabdlitos identificados através da
razdo massa/carga m/z dos ions formados.

A Figura 29 apresenta 0os cromatogramas representativos do principal metabdlito
encontrado no plasma dos animais ap0s 6 horas da administracdo de G-HD (A), HD (B)
e HT (C). O pico majoritario, de m/z 477 correspondente ao ion molecular [M-H]
identificado como hesperitina-monoglucuronideo, foi monitorado em todas as amostras.
Na Figura 29 (A, B e C) percebe-se a presenca de dois picos em cada cromatograma,
com a mesma m/z, possivelmente isémeros identificados como: hesperitina-7-O-3-D-
glucuronideo (tr = 4,78 min) e a hesperitina-3’-O-p-D-glucuronideo (tr = 5,0 min)

baseado no estudo reportado por Matsumoto et al. (2004).
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Figura 29. Cromatogramas obtidos por UHPLC-MS do plasma de animais apés 6 horas
de administracdo de G-HD (A), HD (B) e HT (C). O pico majoritario m/z 477
corresponde a dois isbmeros: hesperitina-7-O--D- glucuronideo (tr = 4,78 min) e
hesperitina-3’-O-B-D- glucuronideo (tr = 5,0 min).

Além destes, também foram identificados dois outros metabdlitos no plasma dos
animais: hesperitina-sulfato (m/z=380) e o homoeriodictiol- glucuronideo (m/z=478),
presentes em quantidades muito pequenas. A HD (m/z 609) e a HT (m/z 301), a forma
aglicona da HD né&o foram detectadas no plasma dos animais nas condigbes

analisadas.
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A Figura 30 apresenta o espectro de massa MS-MS da hesperitina-glucuronideo
(m/z 477) e o surgimento de um fragmento de 301 (aglicona) gerado apods colisdo da
molécula. A fragmentacdo deste composto coincide com os dados descritos na
literatura (Brett et al. 2009).
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Figura 30. Espectro de massa MS-MS da hesperitina-glucoronideo demonstrando m/z
477 e aglicona gerada apos colisédo da molécula (m/z 301).

A Tabela 12 mostra a concentracdo de cada isbmero e da somatdria dos
metabdlitos de HT conjugado ao &cido glucurbénico no plasma dos animais apés 6 e 9
horas de administracao dos flavonoides.

Os resultados mostram que, nos dois tempos de avaliacdo, os maiores niveis da
somatoria dos dois metabdlitos da HT foram alcancados apés a suplementacdo com G-
HD e HT, os quais foram superiores aos valores observados com a HD. Estes niveis
foram reduzidos no plasma analisado apds 9 horas de administracédo dos flavonéides.

Em relacdo a quantificacdo de cada metabdlito € possivel observar que o
isbmero hesperitina-7-O-f-D-glucuronideo aparece em maior concentragdo no plasma
dos animais apos 6 horas de administracdo da G-HD. Em relagdo ao outro isbmero, a
hesperitina-3’-O-B-D- glucuronideo, sua concentracéo foi similar no plasma dos animais
que receberam HT e G-HD, a qual foi maior que aquela observada nos animais que

receberam HD.
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Os resultados mostram que, apos 6 e 9 horas de administracdo dos flavondides,
a absorcéo tanto da G-HD quanto da HT s&o superiores aos valores observados para a
HD, uma vez que niveis superiores de conjugados de HT com acido glucurénico foram

detectados no plasma destes animais.

Tabela 12. Concentracdo dos dois isdbmeros da hesperitina-glucuronideo determinados

no plasma dos animais 6 e 9 horas apos a administracdo de G-HD, HD e HT

Flavonoide Metabadlitos da hesperitina conjugado ao
acido glucurdnico (ng/mL)

(ap6s 6 hs de administracéo)

Hesperitina-7-O-B- Hesperitina-3’-O-B- Somatoria dos
D- glucuronideo D- glucuronideo Metabolites
G-HD 128,14 + 0,842 122,92 + 3,67%" 251,06 + 2,92
HD 114,08 + 0,94° 114,80 + 0,582 228,88 + 0,36"
HT 121,76 + 3,41° 131,08 +1,58° 252,84 + 4,99°
(ap6s 9 hs de administracéo)
G-HD 104,18 + 2,372 122,31 + 3,672 226,49 + 4,54
HD 106,23 + 3,492 104,54 + 3,72° 210,77 + 3,04°
HT 115,37 + 6,822 116,08 + 4,71*° 231,45 + 7,59%

Resultados expressos como média e desvio padrdo (n=2). A comparag¢do entre 0s
grupos para cada tempo foi realizada pelo teste de Tukey e letras diferentes na mesma
coluna expressam diferencas significativas entre os grupos. G-HD: glicosil-hesperidina;
HD: hesperidina; HT: hesperitina

Matsumoto et al (2004) observaram que os dois isémeros, hesperitina-7-O-§-D-
glucuronideo e hesperitina-3’-O-B-D-glucuronideo, sdo os metabdlitos majoritarios no
plasma de animais que receberam HD. Os autores relataram 51,6 % de hesperitina-7-
O-B-D- glucuronideo e 41,4 % de hesperitina-3’-O-B-D- glucuronideo apos 4 horas e
62,3 % de hesperitina-7-O-B-D- glucuronideo e 34,9 % de hesperitina-3’-O-3-D-
glucuronideo apods 6 horas de administragédo de HD.

Segundo postulado por Yamada et al. (2006), a G-HD, devido a sua maior

hidrofilicidade e facilidade de hidrélise pelas glicosidades intestinais, é absorvida mais
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rapidamente e, portanto deve alcancar a circulacao sisttmica em menor tempo que a
HD. Segundo os autores, a administracdo da G-HD levou a um rapido aumento nos
niveis séricos de hesperitina- glucuronideo (ap6s 15 min) alcancando o pico maximo
apos 6 horas. Por outro lado, este metabolito foi detectado no soro dos animais
somente apos 6 horas de administragdo da HD, alcancando o pico maximo apés 9-12
horas. Também foi relatado que a excrecdo urindria dos metabdlitos conjugados foi
maior em ratos que receberam a G-HD comparada a HD.

Conforme descrito por Matsumoto et al (2004), além dos isébmeros hesperitina-7-
O-B-D- glucuronideo e hesperitina-3’-O-B-D- glucuronideo, também foi detectado outro
isbmero conjugado da HT, o homoeridictiol- glucuronideo (m/z 477) no plasma dos
animais que receberam uma dose de HD (100mg/Kg). Segundo os autores, 4 horas
apos a administragdo da HD, a concentracdo plasmética dos conjugados de
hesperitina-glucuronideos eram superiores a de homoeridictiol-glucuronideo. Por outro
lado, 6-12 horas apds a administracdo, a concentracdo plasmatica de homoeridictiol-
glucuronideo era comparavel aquela determinada para os conjugados de HT. Somente
quantidades tracos do metabdlito hesperitina-sulfoglucuronideo foram detectadas.

Li et al (2008) observaram que a HD apresenta menor biodisponibilidade que a
HT e que a biotransformacéo via fermentacdo da HD (tanto no extrato como na forma
pura) levou ao aumento da biodisponibilidade no extrato devido a reducao do Tméax dos
niveis plasmaticos de HT.

Habauzit et al. (2009) relataram que a remocédo do grupo ramnose da HD,
resultando na hesperitina-7-glucosideo (H-7-glc), pode melhorar a biodisponibilidade de
HD e também se mostrou mais efetiva em prevenir a perda 0ssea em ratas

ovariectomizadas.
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6 CONCLUSOES

Este estudo contribui com evidéncias de que o tipo de dieta consumida
(DNORMO ou DHIPER) é capaz de alterar quali e quantitativamente o perfil lipidémico
hepético. A DHIPER levou ao aumento dos niveis de lipides totais e a alteracdo do
perfil de lipides e da composicdo de acidos graxos, sendo possivel evidenciar aumento
da fracdo de TAG enriquecida com o acido oleico (C18:1 n-9) e da relacdo AGPI n-6/n-3
nos lipides totais hepaticos.

Os dados demonstraram que mesmo néo ocorrendo diferencas significativas na
composicdo de acidos graxos nos lipides totais em presenca dos antioxidantes, foi
possivel observar uma reducao dos niveis de acidos graxos saturados e de AGPI n-6 e
n-3 e aumento de acidos graxos monoinsaturados nas fracfes isoladas dos lipides.
Pequenas alteracdes foram evidenciadas nas trés fracfes avaliadas: fosfolipides,
triacilglicerol e ésteres de colesterol. Estes dados apontam para a necessidade de
maior aprofundamento sobre a relacdo do efeito antioxidante dos flavondides e sua
influencia no perfil lipidémico tecidual e plasmatico.

Os resultados evidenciaram ainda que a G-HD e a HT sao mais eficientes do que
a HD em reduzir a lipoperoxidacdo hepatica provocada pela ingesta da DHIPER, efeito
possivelmente associado a maior concentracdo de metabdlitos antioxidantes

detectados no plasma dos animais suplementados com estes flavondides.
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8 ANEXO

Parecer do comité de ética no uso de animal em pesquisa da Universidade

Francisco — Braganca Paulista.

.‘ UNIVERSIDADE SXO FRANCISCO

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAL EM PESQUISA - CEUA
Braganca Paulista, 30 de Outubro de 2014

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo do perfil lipiddmico e biodisponibilidade de ratos tratados com
hesperitina e derivados glicosilados.

AREA DE CONHECIMENTO: Satide e Biolégicas

Autor(es): Profa. Dra. Patricia de Oliveira Carvalho;Verénica Tricoli de Souza

Institui¢do: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO
Protocolo: 001.10.2014

IP. CIUCA: 200.225.122.34
Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),
0 Comité de Etica em Pesquisa com Uso de Animais de Pesquisa- CEUA, da Universidade

Sdo Francisco, analisou em reunido ordindria no dia 30/10/2014 o projeto de pesquisa
supracitado, sob a responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte resultado:

Parecer: Aprovado

Mic ieux Sampaio Bertoncini
58 ;< ST SR 3 e B T AC T ]
Eﬁiﬁ’l‘éngdqm.ao_._c% le Eticano Uso ¢ e Animal em Pesquisa
\Univepsidade Sao Francisco
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Campus Campinas - Unidade Swift R. Waldemar César da Silveira, 105 - Swift - CEP 13045-510 / Tel.: 19 3779.3300 / Fax: 3779.3321
Campus Itatiba R. Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - Centro - CEP 13251-900 / Tel.: 11 4534.8000 / Fax: 4534.8015
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