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RESUMO

Tem sido mostrado que a hesperidina, um flavondide encontrado nas frutas
citricas e especialmente no suco de laranja, apresenta atividade anti-
inflamatéria e imunomodulatdria, entre outras. O presente estudo avaliou os
efeitos da ingestdo do suco de laranja (SL) como fonte natural da hesperidina,
da glicosil hesperidina isolada (GH) e da mistura de ambos (SL-GH), sobre o
sistema imune inato de camundongos. Para tanto, foram medidos os
parametros de produgao e inibicdo da produgdo de oxido nitrico (NO), e de
liberagdo das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a em culturas de macréfagos
peritoneais ex vivo. Os macréfagos foram obtidos de grupos de animais
previamente tratados com GH, SL, SL-GH ou solugdo salina (SS). Em seguida
as células foram tratadas com GH e lipopolissacarideo bacteriano (LPS) in
vitro. Os resultados mostraram que o tratamento com suco de laranja estimulou
a producédo de NO de forma moderada (60pmol de NO’2) pelos macréfagos,
aumentou a liberagdo da citocina IL-10 e diminuiu significativamente a
producédo de TNF-a. O tratamento com G-hesperidina inibiu completamente a
producédo de NO em macrofagos mesmo na presenga de LPS, aumentou a
producao da citocina IL-12 e diminuiu a producdo de IL-10. Estes resultados
sugerem que a ingestdo de suco de laranja € benéfica ao sistema imune,
podendo apresentar agado contra possiveis agentes infecciosos. A flavanona G-
hesperidina isolada pode ser considerada um composto anti-inflamatério nos
casos onde ocorre a intensa liberacdo de 6xido nitrico, tais como as doencas

inflamatorias.

Palavras-chave: (glicosil hesperidina, suco de laranja, sistema imune,

macrofagos, éxido nitrico, citocinas.



ABSTRACT

It has been shown that hesperidin, a flavonoid found in citrus fruits and
especially in the orange juice, has anti-inflammatory and immunomodulatory,
among others. This study evaluated the effects of ingestion of orange juice (SL)
as a natural source of hesperidin, isolated glucosyl hesperidin (GH) and a
mixture of both (SL-GH) on the innate immune system of mice. To this end, it
was measured the parameters of production and inhibiting the production of
nitric oxide (NO), and release of cytokines IL-10, IL-12 and TNF-a in cultures of
peritoneal macrophages ex vivo. Macrophages were obtained from groups of
animals previously treated with GH, SL, SL-GH or saline solution. Then the cells
were treated with GH and bacterial lipopolysaccharide (LPS) in vitro. The
results showed that treatment with orange juice stimulated the production of NO
in a moderate (60umol NO,) by macrophages, increased the release of
cytokine IL-10 and significantly decreased the production of TNF-a. Treatment
with G-hesperidin completely inhibited NO production in macrophages, even in
the presence of LPS, increased the production of cytokine IL-12 and decreased
production of IL-10. These results suggest that ingestion of orange juice is
beneficial to the immune system, may bring suit against possible infectious
agents. The isolated G-flavanone hesperidin can be considered an anti-
inflammatory compound in cases where it occurs intense release of nitric oxide,

such as inflammatory diseases

Keywords: glucosyl hesperidin, orange juice, immune system, macrophages,

nitric oxide, cytokines.
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1. INTRODUGAO

Estudos clinicos e epidemioldgicos tém evidenciado que uma dieta
equilibrada e um estado nutricional adequado contribuem para a homeostasia
do sistema imune, regulando a defesa do hospedeiro e diminuindo o risco no
desenvolvimento de doencas crbnicas e agudas (CHANDRA, 1997, BEISEL,
1992, CHANDRA, 2002). Apesar dos nutrientes desempenharem papel
regulador imprescindivel no organismo, existe ainda outra classe de
substancias presentes nos alimentos que quando ingeridos regularmente
promovem efeitos benéficos a saude. Estas substincias sdo denominadas
“‘compostos bioativos”, o0s quais sao constituintes extra-nutricionais que
ocorrem em pequenas quantidades nos alimentos, variando amplamente em
suas estruturas quimicas e fungdes. Inclui os compostos fendlicos e sua
subcategoria, os flavondides, que estdo presentes em todas as plantas e tém
sido amplamente estudados em frutas, hortalicas, cereais, legumes, nozes,
6leo de oliva, chas e vinho (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Os alimentos que contém compostos bioativos podem eventualmente
ser considerados alimentos funcionais, pois quando consumidos como parte da
dieta usual contribuem ndo somente com os nutrientes tradicionais, mas
também conferem efeitos adicionais que protegem contra as doengas comuns.
Neste contexto o suco de laranja apresenta caracteristicas de um alimento
funcional devido ao seu alto teor de vitamina C, acido fdlico, potéassio,
compostos bioativos, como os carotendides e os flavondides citricos (SILALAHI
et al., 2002).

A hesperidina é uma flavanona encontrada principalmente no suco de

laranja e tem sido atribuido a este composto propriedades anti-inflamatérias,
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antioxidantes, antitumorais, antivirais, hipolipidémicas, entre outras (GARG et
al., 2002, BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 2008). Devido a baixa
solubilidade do produto natural, foi desenvolvida uma forma sintética
denominada de glicosil hesperidina (GH), que apresenta alta solubilidade em
relacdo a hesperidina presente naturalmente nos alimentos (HIJIYA et al.,
1991; YAMADA et al., 2006).

Estudos que avaliam os efeitos dos compostos bioativos na resposta
imune utilizam modelos celulares que sao capazes de representar os
mecanismos de agao envolvidos durante o processo de ativagao celular. Os
macrofagos sdo amplamente utilizados, pois representam uma classe de
fagdcitos do sistema imune inato, que se destacam desde o inicio da resposta
imune contra substancias e agentes estranhos ao organismo. Sua ativagao é
um fendmeno complexo caracterizado pela liberacdo de mediadores quimicos
(6xido nitrico, peréxido de hidrogénio) e citocinas como TNF-a, IL-12, IL-10, IL-
6, IL-1 que atuam de forma regulada, a fim de eliminar os agentes estranhos,
por meio de um processo denominado inflamagado (JANEWAY et al.,, 2007,
MOSSER e EDWARDS, 2008; ABBAS et al., 2008).

Cabe ressaltar que apesar da hesperidina ser amplamente estudada,
poucas pesquisas tem mostrado o papel da glicosil hesperidina e sua relagao
com a liberacdo de mediadores quimicos e citocinas durante a resposta imune
inata em macréfagos. Além disso, pouco se conhece sobre os efeitos da

hesperidina quando administrada na forma de suco de laranja.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Suco de Laranja

O suco de laranja € o suco de fruta mais consumido no mundo todo
(PEREZ-CACHO e ROUSEFF, 2008). Rico em vitaminas, como a vitamina C e
o folato, em minerais como potassio e em acgucares naturais e flavondides
citricos, denominados hesperidina e naringenina. Dos nutrientes mais
prevalentes no suco de laranja, a vitamina C merece destaque, pois é
encontrada em fontes alimentares especificas como as frutas, especialmente
as citricas (USDA, 2007). A vitamina C, também denominada acido ascdrbico,
€ um antioxidante hidrossoluvel, capaz de reagir diretamente contra os radicais
livres superéxido, hidroxilas e oxigénio singlet que podem causar danos a
membranas celulares, DNA e lipideos plasmaticos (SAUBERLICH, 1994).
Além disso, participa como cofator na biossintese do colageno, da carnitina e
de neurotransmissores e esta associada a reducio do risco de doengas como
cancer e doenga cardiovascular (SILALAHI, 2002). Os principais nutrientes
presentes em um copo de 200 mL de suco de laranja sdo mostrados no
Quadro 1.

Figura 1. Constituintes do suco de laranja presentes em um copo de 200mL

Constituintes | Copo de suco de laranja
Energia 45 Kcal
Potassio 190 mg
Vitamina C 40 mg
Folato 44 ug
Hesperidina 117 mg
Naringenina 12 mg

(USDA, 2007 e MORAND, 2009)
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2.2. Hesperidina, hesperitina e glicosil hesperidina

Hesperidina € um tipo de flavondide citrico, classificado como uma
flavanona glicosidica, cuja estrutura quimica é constituida pela hesperitina
(forma aglicona) ligada aos agucares glicose e a ramnose na posigao 7
(YAMADA, et al.,, 2006). Esta presente naturalmente em frutas citricas,
principalmente no suco de laranja e suas quantidades podem variar de acordo
com o solo, clima, variedade da fruta, e tipo de suco (MANTHEY et al., 2001).
Apesar de ser reconhecida a importancia bioldgica dos flavondides citricos,
ainda n&o ha recomendacgdes para a ingestdao (KNEKT et al., 2002). Nos EUA,
o consumo individual médio diario de frutas citricas e suco de frutas tem sido
estimado em 68g, dos quais 59g sdo consumidos em sucos, geralmente de
laranja (ERLUND et al., 2001). No Brasil, ndo existem dados disponiveis sobre
a ingestao especifica dos flavondides criticos.

A hesperidina sdo atribuidas mdltiplas atividades bioldgicas, tais como
anti-inflamatéria, antiviral, hipolipidémica, antitumoral, entre outras
(BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 1997; BERKARDA et al., 1998; GARG et
al., 2001; MATSUMOTO et al., 2004, BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO,
2008). Contudo, apesar de apresentar muitos efeitos benéficos, a hesperidina é
muito pouco soluvel em agua (<0,01%) o que a torna pouco biodisponivel para
o organismo. Em 1991, Hijiya et al., patentearam uma forma sintética da
hesperidina, denominada glicosil hesperidina (G-hesperidina), por meio da
transglicosilagdo com ciclodextrina glicoranotranferase da bactéria Bacillus
stearothermophilus. Desta forma, a G-hesperidina se torna mais soluvel
(10.000 vezes) que a hesperidina, além disso, tem sido confirmado que as

atividades biologicas da G-hesperidina s&o iguais ou melhores do que a da
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hesperidina (YAMADA et al., 2006). A estrutura quimica da hesperidina, G-

hesperidina e hesperitina podem ser visualizadas no Quadro 2.

OH

G-hesperidina

Hesperitina

OCH3

O—CH, O

HO 0 0O
CH3 OH
HO
$H H H

Hesperidina

Figura 2. Estrutura quimica da G-Hesperidina, hesperidina e hesperitina

(YAMADA et al., 2006)

2.3. Absorcao e metabolismo da hesperidina

O mecanismo de absorcido, metabolismo e ag¢ao dos flavondides citricos
no organismo ainda ndo estdo totalmente elucidados, entretanto estudos
demonstram, de forma geral, que no intestino delgado a absorgdo dos
flavondides parece ocorrer através da especificidade das enzimas intestinais

pela molécula de agucar ligada ao composto (ERLUND, 2004), envolvendo
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transportadores de glicose dependentes de sodio 1 (SGLT 1) (YAMADA et al.,
2006).

Em relagdo a hesperidina, estudos indicam que esta, apos a ingestéo, &
hidrolisada pela microflora intestinal e absorvida no cdélon em sua forma
aglicona (hesperitina) (MANACH et al., 2003) e as principais enzimas
envolvidas na hidrélise sado as hidrolases (florisina hidrolase lactase (LPH) e
glicosidases (a-glicosidades, glicosidade citosdlica (CBG) (ERLUND, 2004).
Posteriormente, na parede intestinal, a hesperitina sofre reagdes de
conjugacao, tais como glicuronidagdo e metilagcdo (MANACH et al., 1998;
SPENCER et al., 1999), forma na qual é conduzida pelo sistema-porta dos
enterdcitos ao figado, onde sofrera outras reagdes, como metilagao, sulfatacéo
e glicuronidagao, formando uma variedade de metabdlitos (SCALBERT et al.,
2002, MATSUMOTO et al., 2004). E importante ressaltar que uma parte da
hesperidina absorvida é convertida em hesperitina, entretanto a outra parte da
hesperidina que n&o sofre deglicosilagdo é parcialmente conjugada, e
imediatamente liberada da circulacdo e excretada sob a forma de metabdlitos
na urina sem que haja reabsorgéo renal tubular (MATSUMOTO et al., 2004,
YAMADA et al., 2006,). Finalmente, os metabdlitos (hesperitina-glicuronideos e
sulfoglicoronideos) podem ser excretados pela bile ou conduzidos aos tecidos
periféricos pelo sistema sanguineo, onde podera desempenhar as atividades
funcionais no organismo, amplamente descritas na literatura (HEIM et al.,
2002).

Um importante estudo realizado por Yamada et al. (2006) comparou a
absorcao e a excrecao urinaria da G-hesperidina em relagao a hesperidina em

ratos. Os resultados obtidos mostraram que G-hesperidina apresenta o mesmo
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perfil de metabdlitos excretados na urina que a hesperidina, e que a G-
hesperidina € mais eficientemente absorvida, devido a sua alta solubilidade. Os
autores sugerem ainda que quando oralmente administrada a G-hesperidina é
inicialmente hidrolisada pelas enzimas a-glicosidases no intestino delgado,
onde ocorre a liberacao da hesperidina e subsequentemente é hidrolisada a
hesperitina pelas [3- glicosidases por bactérias intestinais. O Quadro 3 mostra

0 esquema geral da absorgdo e metabolismo da hesperidina.

LUMEN ENTERGCITO CIRCULAGAQ
ENTERO-HEPATICA
{

= SELT ]
HESPERIDINA ] HESPERIDINA

c FLORIZINA C —
LACTASE B- GLICOSIDASE

| HESPERITINA | 4> | HESPERITINA |

ENZIMAS
MJUGADORAS
COMJUGADORA
HESPERITINA
CONJUBADA

HESFERITIMA

HESPERITIMA l

ENZIMAS
CORJUGADORAS

EXCREGAO HESPERITINA
CONJUGADA

Figura 3. Esquema geral da absor¢ao e metabolismo da hesperidina. Adaptado

de Nielsen et al.(2005).

2.4. Sistema imune inato
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O sistema imune tem como fungdo proteger o organismo contra
patégenos e substancias estranhas nao-infecciosas que podem desencadear
uma resposta imunoldgica, sendo constituido por érgéos, células e moléculas
que asseguram essa protecao (ABBAS et al., 2008). Imunidade inata (natural
ou nativa) é a primeira linha de defesa contra os microorganismos. Consiste em
mecanismos celulares e bioquimicos que ja existiam antes do estabelecimento
de uma infecgdo e que estdo programados para responder rapidamente a
introdugdo de um patéogeno. Os principais componentes do sistema
imunoldgico inato sdo as barreiras fisicas e quimicas (epitélios e substancias
antibacterianas nas superficies epiteliais), células fagocitarias (neutréfilos e
macrofagos), células natural killer (NK), proteinas do sangue, incluindo o
sistema complemento e outros mediadores da inflamagao, citocinas (que
regulam e coordenam varias atividades das células da imunidade inata)
(ABBAS et al., 2008).

A inflamacdo € uma resposta caracteristica do sistema imune inato,
caracterizada pelo aumento da permeabilidade do tecido endotelial, liberacao
sequencial de mediadores bioldgicos e recrutamento de leucécitos circulantes,
0s quais se tornam ativados no local da inflamagéo para eliminarem o agente
infeccioso, podendo provocar lesbes em tecidos normais (HANADA e
YOSHIMURA, 2002; ABBAS et al., 2008). Os mecanismos da imunidade inata
sdo especificos para estruturas que sdo comuns a grupos de microorganismos
semelhantes e ndo consegue distinguir diferencas discretas entre substancias

estranhas (JANEWAY et al., 2007).

2.5. Macrofagos
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Os macréfagos séo fagdcitos do sistema imune e estdo amplamente
distribuidos nos tecidos. Estas células sdo a forma madura nos mondcitos, que
circulam no sangue e se diferenciam continuamente em macréfagos, apos
migrarem para os tecidos. A ativagcdo dos macrofagos é um fendmeno
complexo, caracterizado pelo aumento das suas atividades bioldgicas, as quais
incluem a fagocitose de agentes estranhos, apresentagdo de antigenos e
producdo de citocinas (IL-6, IL-1, IL-12, TNF-a), intermediarios de nitrogénio
(NO) e de oxigénio (H.O,) e liberacdo de quimiocinas, decorrentes de
estimulos celulares (JANEWAY et al., 2007; MOSSER e EDWARDS, 2008).
Assim, os macréfagos apresentam uma notavel plasticidade que permite a eles
responder eficientemente aos sinais do ambiente celular mudando o seu
fendtipo e sua fisiologia, em ambas as respostas, inatas e adaptativas
(MOSSER e EDWARDS, 2008).

Os macréfagos podem responder a estimulos enddgenos que sé&o
rapidamente gerados pela infecgdo, dano ou morte celular por meio dos
receptores de reconhecimento padrao intracelular semelhantes a Toll (TLRs) e
os receptores interleucina 1 (IL1-R). Esta fungcéo faz dos macréfagos um dos
sensores primarios de corpos estranhos (KONO e ROCK, 2008; ZANGH e
MOSSER, 2008). O lipopolissacarideo bacteriano (LPS), um produto de
bactérias gram-negativas, € um dos mais potentes estimuladores de
macrofagos, pois induz o aumento do consumo de glicose e oxigénio, e desta
forma a célula adquire a capacidade de eliminar microorganismos e células
tumorais, por meio de um mecanismo refinado de reconhecimento do LPS

(ADEREM e ULEVITCH, 2000; HEUMANN e ROGER, 2002). Ativagdo dos
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macrofagos e a cascata de reagdes pela ligagdo ao LPS ao seu receptor (TLR-

4) podem ser visualizadas no Quadro 4.

(::}— gram-negative bacterium
1. o> LPS

I‘g.
cytokines E.‘E}' @
(IL-1,IL6,IL-8 g ®@
IL-12, TNF-alpha)
5.

MyD88 \ activated NF-kB

Figura 4. A lise de bactérias gram-negativas causa a liberagdao do LPS. O LPS na
membrana celular se liga ao receptor TLR-4 do macréfago. Moléculas regulatérias
dentro da célula disparam reagbes que ativam o fator de transcricdo NF-kappa B,
responsavel pela inflamagédo. NF-kappa B, atua no nucleo celular e ativa genes que
codificam citocinas tais como interleucina -1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), interleucina 8 (IL-8), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 12 (IL-12). (Disponivel em
http://student.ccbcmd.edu/homey/).

2.6. Citocinas

A comunicagao entre as células imunes e inflamatérias € mediada em
grande parte por proteinas soliuveis denominadas citocinas (HERNANDEZ-
URZUA e ALVARADO-NAVARRO, 2001). Estas moléculas efetoras sao
produzidas por diferentes tipos celulares, especialmente por macréfagos

ativados transitoriamente e que controlam localmente a amplitude e duracio da
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resposta imunoldgica. As citocinas exercem um papel fundamental na resposta
inflamatéria aguda e cronica iniciadas por infecgdo, agresséo ou toxicidade
celular, além de ser um componente importante da resposta imune inata por
mediar muitas das suas fungdes (DINARELLO, 2000; YASUKAWA et al.,
2000). As citocinas atuam através da ligagdo a receptores especificos na
membrana celular, estabelecendo uma cascata que leva a introducao, ao
favorecimento ou a inibigdo de inUmeros genes citocina-regulados no nucleo
celular (DINARELLO, 2000; ABBAS et al., 2008).

Algumas citocinas promovem a inflamagao e sdo denominadas citocinas
pré-inflamatérias, enquanto outras suprimem a atividade de citocinas pré-
inflamatérias, e por isso sdo chamadas de citocinas anti-inflamatorias. Esta
classificagdo € baseada nos genes codificados para a sintese de mediadores
moleculares que sao regulados durante a inflamagao, por exemplo, alguns
genes codificam enzimas pro-inflamatérias, tais como fosfolipase A2,
ciclooxigenase e 6xido nitrico sintase que aumentam a sintese de leucotrienos,
prostaglandinas e 6xido nitrico (ASADULLAH et al., 2002).

Outra classificacdo também utilizada foi proposta por Mosmamm et al
(1986), na qual as citocinas podem ser divididas pelos tipos de células T:
auxiliar tipo 1 (T helper, Th1) ou T auxiliar tipo 2 (Th2). Esta classificag&o inclui
os dois maiores subtipos de células T CD4+, Th1 e Th2, e apresentam
diferentes padrées de producdao de citocinas, além de possuirem papéis
distintos na resposta imunolégica. Células Th1 murinas secretam interleucina
IL-2, interferon-y (IFN-y), TNF-a/B e direcionam uma resposta imunolégica do
tipo inflamatéria contra patdgenos intracelulares (MOSMANN et al., 1986;

MOSMANN e COFFMAN, 1989). Estas citocinas estimulam a fagocitose de
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células infectadas pela ativagdo de macréfagos, desencadeiam a produgéo de
anticorpos e ativam o sistema complemento que contribui com a opsonizacao
das particulas a serem fagocitadas (MOSMANN et al., 1986). Por outro lado,
linfécitos Th2 secretam IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 e medeiam uma
defesa humoral, anti-inflamatéria, estimulando a produgéao de anticorpos contra
antigenos extracelulares, além de também inibirem as fun¢gdes macroféagicas
(MOSMANN et al., 1986). As citocinas dependendo de sua concentragao, em
algumas doengas sao benéficas ao hospedeiro, representando um componente
da defesa imunoldégica. Em outros casos, entretanto, elas podem causar um
conjunto de manifestagbes tais como agressao tecidual, perda de peso e

choque (ABBAS et al., 2008).

2.6.1. Interleucina-10 (IL-10)

A IL-10 é uma importante citocina imuno-regulatéria produzida por
muitas populagdes celulares. Sua principal acdo bioldgica parece ser a
limitacdo e finalizagdo da resposta inflamatéria, bem como a regulagédo da
diferenciagcdo e proliferacdo de células T e B, células NK e células
apresentadoras de antigenos (ASADULLAH et al.,, 2003). Inicialmente
acreditava-se que a IL-10 inibia a producdo de citocinas das células
apresentadoras de antigenos, tais como macrofagos e células dendriticas.
Entretanto, atualmente ja se sabe que a IL-10 também desempenha um
importante papel ao bloquear a producdo de citocinas, a expressdo de
moléculas co-estimulatérias (CD80, CD86 e MHC classe Il) e secre¢céo de
quimiocinas (PESTKA et al., 2004). Pesquisas tém mostrado que a IL-10

medeia propriedades imuno estimulatérias que ajudam a eliminar infecgéo e
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particulas ndo-infecciosas ao promover uma limitada inflamagéo (ASADULLAH
et al., 2003; MOCELLIN et al., 2003), além de promover um impacto na
inflamacéao e doengas malignas e auto-imunes (MOORE et al., 2001).

O mecanismo pelo qual a IL-10 atua em proteinas inflamatérias é
controlado transcricionalmente pelo NF-kappa B, por isso foi sugerido que IL-10
pode exercer uma parte significante das propriedades anti-inflamatérias ao
inibir este fator de transcrigdo (MOORE et al., 2001). Na resposta imune inata,
a IL-10 é um potente inibidor de macrofagos e de células dendriticas ativadas
que atuam no controle das reagcdes da resposta imune inata e adquirida. A IL-
10 inibe a producao de IL-12, a qual é um estimulo critico para a secre¢ao de
IFN-y, que por sua vez age como indutor das reagdes imunoldgicas
intracelulares, desta forma, IL-10 age para regular negativamente todas essas
reagoes (ABBAS et al., 2008). Assim, pode-se considerar que IL-10 é uma
citocina pluripotente com efeitos em numerosas populagdes celulares,
especialmente em células imunes residentes e circulantes. Isto faz desta
citocina uma importante molécula na imuno-regulagdo do hospedeiro.
Enquanto dados iniciais apds a descoberta da IL-10 mostrava que esta citocina
mediava principalmente funcdes supressoras, dados recentes mostram
propriedades estimulatorias em certas populagdes celulares (MOCELLIN et al.,

2003; ASADULLAH et al., 2004).

2.6.2. Interleucina-12 (IL-12)
A IL-12 é uma proteina heterodimera produzida por fagécitos e células
apresentadoras de antigenos em ambas as respostas, inata e adaptativa. Esta

citocina representa um fator chave na indugdo da ativagdo de macréfagos
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dependentes e independentes de células T, na geracdo de células Th1 e
células T citotéxicas e na resisténcia as infecgbes bacterianas e parasitarias
(MA, 2001). Além disso, é o mediador inicial de uma sequéncia de respostas,
que envolvem macréfagos, células NK e linfécitos T e que resulta na
eliminagdo de microorganismos intracelulares (ABBAS et al., 2008;
HERNANDEZ-URZUA e ALVARADO-NAVARRO, 2001).

A IL-12 atua primeiramente em trés estagios durante a resposta imune
inata e adaptativa: 1) no inicio da infecgdo a IL-12 é produzida e induz a
producdo de IFN-y através de células NK e células T, o qual contribui para a
ativacdo de células fagociticas e inflamagéo; 2) IL-12 induzida por IFN-y
favorece a diferenciacéo celular de células Th1 ao primar células T CD4" para
uma alta producéo de IFN-y e 3) IL-12 contribui para a produgao, proliferagéo e
diferenciagao de células Th1 em resposta a antigenos. A IL-12 representa uma
ponte funcional entre a resposta inata e subseqiiente imunidade adaptativa
antigeno-especifico (TRINCHIERI, 1995). Assim, a imunidade inata atua contra
agentes invasores, mediada pela IL-12 na seguinte ordem: agentes invasores
— resposta dos macréfagos e células dendriticas — secregao de IL-12 —
secregao de IFN-y — ativagdo dos macréfagos — destruicdo dos
microorganismos (ABBAS et al., 2008).

A sinalizagcao pela IL-12 é disparada por receptores semelhantes Toll
(TLRs), induzida por muitos estimulos microbianos (LPS), infecgdo por
bactérias intracelulares e infecgdo por virus (ABBAS et al., 2008). Existem
mecanismos efetivos que regulam negativamente a producédo de IL-12 e a
responsividade de células T e NK para IL-12. A citocina IL-10 é uma citocina

produzida pelas células fagociticas. A habilidade da IL-10 em suprimir a



30

producdo de IFN-y e outras citocinas secretadas por Th1 é devido
primeiramente a inibicdo de IL-12 pelas APCs e pela inibicdo da expressao de
outras moléculas co-estimulatérias de superficie e citocinas pré-inflamatdrias,

outra citocina inibidora de IL-12 é o TGF-$ (TRINCHIERI, 1997).

2.6.3. Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O termo fator de necrose tumoral se refere a duas citocinas codificadas
por genes separados conhecidas como fator de necrose tumoral-a e fator de
necrose tumoral-B. Ambas as citocinas interagem com os mesmos receptores
de superficie e tém sido implicadas como mediadores patogénicos de algumas
doengas humanas. O TNF é sintetizado por macréfagos e outras células em
resposta a toxinas bacterianas, produtos inflamatérios e outros estimulos
invasivos (TRACEY e CERAMI et al., 1994). O TNF ¢é o principal mediador da
resposta inflamatéria aguda, produzida principalmente por macrofagos ativados
(BEUTLER, 1995). Atua no inicio da resposta imune, ao regular a cascata de
citocinas durante a resposta inflamatdria, além de ser responsavel por muitas
das complicagdes sistémicas de infecgbes graves (MAKHATADZE, 1998).
Existem dois receptores distintos de TNF, TNF-RI e TNF-RII, ambos os
receptores estdo presentes em quase todos os tipos celulares. Os receptores
de TNF sdo membros de uma grande familia de proteinas, das quais muitas
estdo envolvidas nas respostas imunes e inflamatérias (TRACEY e CERAMI,
1995; ABBAS et al., 2008).

As principais fun¢gdes do TNF incluem o recrutamento de neutréfilos e
mondcitos para os locais de infecgdo, a fim de eliminar microorganismos

(BEUTLER, 1995). O TNF também atua mediando ac¢bes sobre células do
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endotélio vascular e leucécitos para que expressem moléculas de adesao e
posteriormente induzam a quimiotaxia de leucdcitos e secreg¢ao da citocina IL-
1, que age semelhantemente ao TNF. Um estimulo potente para desencadear
a producado de TNF por macréfagos € a ligagao de receptores semelhantes a
Toll com LPS, e a liberagéo de interferon-y, produzido por células NK e células
T(GRELL E SCHEURICH, 1997). Em infec¢des graves, o TNF é produzido em
grandes quantidades podendo causar desordens sistémicas, ao penetrar na
corrente sanguinea e agir em locais distantes como um hormdnio enddcrino
(ABBAS et al., 2008). As principais a¢des sistémicas do TNF incluem ag&o no
hipotalamo para induzir febre, uma vez que a producido de febre em resposta
ao TNF e IL-1 é mediada pela sintese aumentada de prostaglandinas por
células hipotalamicas estimuladas por citocinas. A produgédo prolongada de
TNF pode causar a perda de células musculares e adiposas e niveis
circulantes elevados também podem levar a disturbios metabdlicos graves,
devido ao seu efeito hipoglicemiante (quedas bruscas nos niveis de glicose

sanguinea) (TRACEY e CERAMI, 1995; GRELL e SCHEURICH, 1997).

2.7. Oxido nitrico (NO)

Além da secrecdo de citocinas, as células do sistema imune inato,
especialmente os macréfagos, respondem a invasdo de agentes estranhos ao
produzirem mediadores celulares capazes de combater estes micro-
organismos. Os compostos intermediarios do nitrogénio (RNS) e do oxigénio
(ROS) representam importantes mediadores da atividade microbicida e
antitumoral dos macrofagos, por atuarem na sinalizagdo e regulagdo da

resposta imune e inflamatéria das doencgas infecciosas (VOLDOUKIS et al.,
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1995). O oxido nitrico € uma molécula gasosa que apresenta um elétron
desemparelhado, portanto, é um radical livre. E sintetizado por uma familia de
enzimas designadas oxido nitrico sintase (NOS), que converte o atomo de
nitrogénio do aminoacido L-arginina em NO e posteriormente em nitrito e L-
citrulina (MONCADA et al., 1991; MONACADA, 1999).

Trés isoenzimas foram identificadas como responsaveis pela producao
de NO e foram denominadas de neuronal (nNOS ou NOS 1), induzivel (iNOS
ou NO 2) e endotelial (eNOS ou NOS 3) (MONCADA et al., 1991). O NO esta
envolvido em numerosos processos homeostaticos como regulagéo do ténus
vascular, modulagao da citotoxicidade por macrofagos ativados, regulagéo da
proliferagdo celular, regulacdo da migragédo celular, ativacdo de fatores de
transcricdo, indugdo de genes citoprotetores, modulagdo da producédo de
citocinas téxicas e neurotransmissdo no sistema nervoso central e periférico
(MONCADA e HIGGS, 1995; GROSS e WOLIN, 1995). Na inflamagao, os
macrofagos sdo ativados e expressam a enzima iNOS, que por sua vez
aumentam de maneira significativa os niveis de produ¢cdo de NO, que parece
atuar como um mecanismo efetor celular contra patdgenos (BRUNE et al.,
1998).

A exposicao prolongada a grandes quantidades de NO, como na
ativacdo da iNOS, inibe a atividade de varias enzimas, como a aconitase,
citocromo C oxidase e ribonucleotideo redutase e desta forma, o NO pode se
tornar citotéoxico muito provavelmente pela formacdo de peroxinitrito
(BOLANOS et al., 1997). Entretanto, existe no organismo, um controle

homeostatico apropriado que faz com que esse mediador atue como um sinal
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util em determinado evento fisioldgico ou, ao contrario, seja citotoxico devido a
uma sintese excessiva (ACHIKE e KWAN, 2003).

Um nivel elevado de NO via iINOS pode destruir nAo somente os tecidos
adjacentes mas também infiltrados de macréfagos ou células T na lesdo
inflamatdria e causar morte apoptética dessas células inflamatérias, o que é
considerado benéfico para eliminar células desnecessarias prevenindo a
liberagado do conteudo intracelular, potencialmente toxicos ao meio extracelular
(ALBINA et al., 1993, OKUDA et al., 1996). A expressao da iNOS é regulada
principalmente por citocinas. O NO pode inibir a secre¢cdo de citocinas
inflamatérias como interferon-y (IFN-y) e IL-2 das células T (OKUDA et al.,
1996). A indugao da transcrigao da iNOS é feita pelas citocinas derivadas das
células T. As citocinas de padrdao Th1, como o IFN-y e IL-2, regulam
positivamente o NO, enquanto que a regulagao negativa é feita pela IL-4 e IL-

10, citocinas de perfil Th2 (TAYLOR-ROBINSON et al., 1994).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da ingestdo do suco de laranja, da glicosil hesperidina

e da mistura de ambos sobre o sistema imune inato de camundongos.

3.2. Objetivos especificos

Determinar a produgado e inibicdo da producdo de 6xido nitrico e a
liberagdo das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a em culturas de macréfagos
murinos tratados previamente com suco de laranja como fonte natural de

hesperidina, glicosil hesperidina e a mistura de ambos os compostos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais e condi¢coes experimentais

Foram utilizados 40 camundongos Swiss, fémeas, pesando entre 20-
30g, 45-60 dias de idade, provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. Os camundongos foram
escolhidos de acordo com o peso acima especificado para evitar grandes
variagbes na administragdo da solugdo que continha glicosil hesperidina,
ajustada em uma concentragdo de 100mg/Kg de peso corporal. Os animais
foram acondicionados em gaiolas de polietileno e mantidos em grupos de cinco
animais/gaiola, em condi¢cbes estaveis de ambiente (23°C, 56% de umidade
relativa do ar) e ciclos claro/escuro de 12 horas. Foram ofertados agua e ragao

(Labina, Purina®) ad libitum.

4.2. Compostos
e Glicosil hesperidina (G-hesperidina) em pd nao-estéril (cedido pela
empresa Hayashibara Company Ltd. — Jap&o)
e Suco de laranja pronto para consumo (cedido pela empresa Citrosuco
Paulista S/A (Grupo Fisher), Matdo — SP — Brasil
Os compostos foram preparados diariamente em camera de fluxo
laminar estéril e separados em becker individuais de 10mL. Para a
administragédo dos compostos foi utilizado seringa de 1 mL e agulha de gavage.
A concentragédo de G-hesperidina utilizada foi de 100mg/Kg de peso corporal e
os animais foram pesados em dias alternados para o ajuste da concentragao

da G-hesperidina.



4.3. Esquema do delineamento experimental

Camundongos Swiss pesando entre 20-30g (40 animais)

l

Gavage orogastrica (14 dias) com os seguintes pré-tratamentos:
1) Solugao salina (Veiculo) (10 animais)
2) Suco de laranja (10 animais)
3) G-hesperidina (10 animais)

4) Suco de laranja + G-hesperidina (10 animais)

|

Eutanasia dos animais

|

Coleta de células (macrofagos) do exsudato peritoneal pré-tratadas

l

Cultura celular e incubagao com G-hesperidina, LPS e RPMI

l

Testes:
¢ Viabilidade celular
¢ Produgao e inibicao da liberagao de NO

e Liberagao das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a

36
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4.4. Delineamento experimental
Experimento in vivo
Os animais foram divididos em quatro grupos (10 animais/grupo) e
receberam durante quatorze dias, por gavage orogastrica, os seguintes
compostos:
1) Solugéo salina (SS): animais receberam 0,5mL de solugao salina;
2) G-hesperidina (GH): animais receberam 0,5mL de uma solugdo contendo
G-hesperidina diluida em solugao salina;
3) Suco (SL): animais receberam 0,5mL de suco de laranja;
4) Suco de Laranja e G-hesperidina (SL-GH): animais receberam 0,5mL de
uma solugao contendo G-Hesperidina diluida em suco de laranja.
Apds o pré-tratamento com os compostos supracitados, as células dos
animais foram coletadas e cultivadas na presenca de G-hesperidina ou LPS
(controle positivo) ou somente em meio de cultura RPMI (controle negativo)

para a realizacao dos testes in vitro.

4.5. Obtencgao das células do exsudato peritoneal

Experimento ex vivo

Os animais foram previamente estimulados pela inoculagao
intraperitoneal de 3,0mL de tioglicolato de sédio (DIFCO Lab. LTDA) a 3,0%
trés dias antes de serem eutanasiados em cédmara de CO,. Estes animais
tiveram a pele da regido abdominal retirada assepticamente em camara de
fluxo laminar Classe 100 (Veco) e o peritbneo exposto. Posteriormente foram
inoculados 5,0mL de PBS, pH 7,2 gelado na cavidade abdominal. O liquido

peritoneal resultante foi coletado com seringa e agulha, transferido para um
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tubo cénico estéril com capacidade de 15,0mL (Corning, Inc.) e centrifugado a
63g durante 5 minutos (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.) e o sedimento celular
lavado trés vezes com 3,0mL de PBS. Apds a ultima lavagem as células foram
ressuspendidas em 1,0mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma) contendo
2B-mercaptoetanol  (Sigma) a 2x10°M, penicilina 100U/mL  (Sigma),
estreptomicina 100U/mL (Sigma), L-glutamina 2mM (Sigma) e 5% de soro fetal
bovino (Cultilab), sendo o meio assim composto designado de RPMI-1640
completo (RPMI-1640-C) para a contagem de células. O numero de células foi
determinado pela contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer
(Boeco, Germany) e a suspensao celular ajustada & concentragdo de 5x10°

células para realizacao dos testes propostos.

4.6. Obtencao dos sobrenadantes das culturas de células peritoneais
Experimento in vitro
As células peritoneais foram ajustadas a concentracdo de 5x10°
células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura celular
estéreis de 24 cavidades (Corning, Inc.). A cada cavidade foi adicionado 0,5mL
da suspensao celular e as placas foram incubadas a 37°C por 60 minutos em
estufa contendo tenséo constante de 5% de CO, (Forma Scientific). Apds esta
incubacao, as células nao aderentes foram descartadas e lavadas com meio de
cultura RPMI-1640-C. Sobre os macréfagos que ficaram aderidos a placa foram
adicionados:
1) 0,5mL de meio RPMI-1640-C + G-hesperidina (117uM) diluida em 0,5mL de

meio RPMI-1640-C;
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2) 0,5mL de LPS (10pg/mL) + 0,5mL de meio RPMI-1640-C como controle
positivo;
3) 1mL de meio RPMI-1640-C como controle negativo.
Posteriormente, as placas foram novamente incubadas a 37°C em estufa
com tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific) por mais 24 horas. Em
seguida, os sobrenadantes das culturas foram coletados, aliquotados e

estocados em freezer a -80°C até o momento da determinacéo das citocinas.

4.7. Determinacgao da producao de 6xido nitrico (NO)

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acumulo de nitrito
no sobrenadante da cultura de células por meio da reacao de diazotagdo com o
reagente de Griess (composto de 1g de sulfanilamida (Merck), 0,1g de dicloro
N(1-naftil) etilenodiamina (Merck), 2,5mL de acido ortofosforico (Mallinckrodt
Chemical) e agua deionizada g.s.p 100mL), conforme descrito por Green et al.
(1982).

Aliquotas de 50uL dos sobrenadantes das culturas de células do
exsudato peritoneal foram transferidas para outra placa de cultura de células
ndo estéril contendo 96 cavidades de fundo planas (Corning, Inc.) e foram
acrescidas com igual volume de reagente de Griess. Apds 10 minutos de
incubacdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorvancia foi
determinada em UV/visivel com filtro de 540nm em espectrofotdmetro
(Microplate Reader, Multiskan Ascent, Labsystems). As concentragdes de NO
liberado nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas a partir de

uma curva padrao, previamente estabelecidas, com concentracdes molares
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conhecidas de nitrito de sédio e os valores foram expressos em pmol de

nitrito/5x10° células.

4.8. Determinacgao da atividade inibitéria da glicosil hesperidina e dos pré-
tratamentos quanto a produgao de NO
As células peritoneais foram ajustadas a concentracdo de 5x10°
células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura celular
estéreis de 96 cavidades (Corning, Inc.). A cada cavidade foi adicionado 100uL
da suspensao celular e as placas foram incubadas a 37°C por 60 minutos em
estufa contendo tenséo constante de 5% de CO, (Forma Scientific). Apds esta
incubacao, as células nao aderentes foram descartadas e lavadas com meio de
cultura RPMI-1640-C. Sobre os macréfagos que ficaram aderidos a placa foi
adicionado:
1) 100uL de meio RPMI-1640-C + 100uL de LPS (10ug/mL) + G-hesperidina
(117uM) diluida em 100uL de meio RPMI-1640-C;
2) 200uL de meio RPMI-1640-C + 100uL de LPS (10ug/mL) como controle
positivo;
3) 300pL de meio RPMI-1640-C como controle negativo.
Posteriormente, as placas foram novamente incubadas a 37°C em estufa
com tenséo constante de 5% de CO, (Forma Scientific) por mais 24 horas. A
producao de NO foi medida espectrofotometricamente através do acumulo de
nitrito no meio de cultura com a utilizagdo do reagente de Griess conforme

descrito no item 4.6.

4.9. Determinagao da viabilidade celular dos macréfagos



41

O ensaio colorimétrico do MTT tem como principio a redugao do sal MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenil bromo tetrazdlio, pela desidrogenase
mitocondrial das células vivas, para um produto de reacdo MTT-formazana de
colorag&o azul escuro (Mosmann, 1983).

Em placa de cultura de células estéril de 96 cavidades (Corning, Inc.)
foram distribuidos 100 uL por cavidade das suspensdes de células do exsudato
peritoneal ajustadas a concentragédo de 5x10° células/mL em meio de cultura
RPMI-1640-C em presenca de:

1) 100pL de meio RPMI-1640-C + G-hesperidina (117uM) diluida em 100uL de
meio RPMI-1640-C;

2) 100pL LPS (10pg/mL) + G-hesperidina (117uM) diluida em 100uL de meio
RPMI-1640-C como controle positivo;

3) 200uL de meio de cultura RPMI-1640-C.

As placas foram incubadas por 24 h a 37°C em estufa contendo tensao
constante de 5% de CO, (Forma Scientific). Apds esta incubagédo as células
aderentes foram tratadas com 100uL de uma solugédo de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio), (Across Organics) a 0,5mg/mL em
RPMI-1640. A placa foi entdo incubada por mais 3 horas nas mesmas
condicbes anteriores. Apds esta incubacdo os sobrenadantes foram
descartados e as células aderentes tratadas com 100uL deisopropanol
(Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os cristais de formazana formados. A
leitura da densidade otica foi determinada em espectrofotdmetro (Multiskan
Ascent, Labsystems) em UV/visivel a 540 nm com filtro de referéncia de 620

nm.
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4.10. Determinacao da liberagao de citocinas

As citocinas IL-10, IL-12, TNF-a foram quantificadas nos sobrenadantes
das culturas de macréfagos peritoneais, por meio do teste imunoenzimatico
ELISA sanduiche. Para esta determinacgéao foi utilizado o Kit BD Pharmingen de
acordo com as instrucdes dos fabricantes. As placas de 96 orificios (Corning
Inc.) foram adsorvidas com anticorpo de captura, monoclonal, obtidos de rato,
anti-citocina de camundongo, na concentragdo adequada para cada citocina
em PBS, pH 7,2 (100uL/cavidade) e incubadas “overnight” a temperatura
ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas trés vezes com PBS, pH
7,2, contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T) e bloqueadas com 300uL/cavidade
de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5% de sacarose e 0,5% de azida
sbdica) a temperatura ambiente por 60 minutos. Apds a incubagédo, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS-T e na ultima lavagem foram adicionados a
cada cavidade 100uL do padrdo de citocinas ou dos sobrenadantes das
culturas de células a serem testados. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 120 minutos, e lavadas 3 vezes com PBS/T. Em seguida, foram
adicionados 100 plL/cavidade de anticorpo monoclonal de cabra (anticorpo anti-
citocina de camundongo) marcado com biotina, diluido a concentragéo
adequada de cada citocina em diluente de reagente (1% BSA, 0,05% de Tween
20 em PBS, pH 7,2-7,4). As placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 120 minutos e lavadas trés vezes com PBS-T, sendo entdo adicionados
100uL/cavidade do conjugado peroxidase-estreptavidina diluido 1/200 em
diluente de reagente e incubadas novamente a temperatura ambiente por 20
minutos. Apds este periodo de incubacgao, as placas foram lavadas 3 vezes

com PBS-T e em seguida adicionadas de 100uL do substrato [10mM de
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tampao citratofosfato, contendo 0,4mM de tetrametilbenzidina (SIGMA) e
1,2mM de H20, (Mallinckrodt Chemical)] a cada cavidade. A reagao foi
interrompida adicionando-se 50uL de H>SOs 2N a cada cavidade. A
absorvancia foi lida a 450nm em espectrofotdmetro UV/visivel para microplacas
(Multiskan Ascent, Labsystems), e as concentragbes de cada citocina foram
quantificadas utilizando-se uma curva padrao previamente estabelecidas com
quantidades conhecidas das citocinas. Os resultados foram expressos em

pg/mL.
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5. ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do
software Microsoft Office Excel 2003 e Sigma Stat, versao 2.03, 1995. As
variaveis foram resumidas e tabuladas como média e desvio padrdo. Todos os
conjuntos de dados foram testados quanto a normalidade. O nivel de
significancia adotada foi de 5% em todas as comparagdes efetuadas. Em
seguida foi aplicada analise de variancia ANOVA “Two Way’ para detectar
diferengas significativas entre os tratamentos e entre o0s grupos.

Posteriormente, utilizou-se o Teste de Tukey para identificar estas diferengas.
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6. RESULTADOS
6.1. Viabilidade celular de macréfagos

O teste de viabilidade celular por meio do ensaio de MTT foi realizado
com o objetivo de avaliar o possivel papel citotéxico da G-hesperidina em
cultura de macréfagos murinos. Para este ensaio foram utilizados macrofagos
peritoneais de camundongos normais. As células foram estimuladas com G-

hesperidina in vitro, G-hesperidina + LPS in vitro.

100 -
S 80 -
k)
=2
2 60 - x
o
[}]
kS
S 40 -
E
S
S 20 -
0 T T

RPMI-C GH GH + LPS

* Diferencga estatisticamente significativa, p<0,05.

Grafico 1. Viabilidade celular de macréfagos murinos tratados com meio RPMI-
C, glicosil hesperidina (GH) e glicosil hesperidina + LPS (GH + LPS).

Neste ensaio foi avaliado se a G-hesperidina era capaz de promover
citotoxicidade celular. Os resultados mostraram que as células cultivadas em
meio RPMI apresentaram viabilidade celular de 100%. Na presenca de G-
hesperidina in vitro, os niveis de viabilidade celular foram maiores que 82%,

sugerindo que a G-hesperidina ndo apresentou carater citotoxico. Nas células
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desafiadas com G-Hesperidina + LPS, os niveis de viabilidade celular foram de
43%, indicando que a G-hesperidina per se, nao foi capaz de intervir no efeito

citotéxico promovido pelo LPS capaz de causar morte celular.

6.2. Produgao de NO

A produgdo de NO foi avaliada em cultura de macréfagos murinos
tratados com G-hesperidina, LPS e RPMI-C. Os macrofagos foram obtidos de
grupos de animais tratados previamente com solugdo salina como veiculo
(0,5mL), G-hesperidina (100mg/kg/0,5mL), suco de laranja (0,5mL) ou suco de
laranja + G-hesperidina (100mg/Kg/0,5mL) por meio de gavage durante
quatorze dias. A produgdo de nitrito (NO) foi espectrofotometricamente
quantificada no sobrenadante da cultura celular por meio do reagente de

Griess, os resultados foram expressos em pymol de NO’, (Tabela 2 e Gréfico 2).

Tabela 1. Producdo de éxido nitrico por macréfagos murinos tratados com G-
hesperidina, LPS e RPMI-C

Produgdo de NO em macrdéfagos (umol NO7)

Grupos de Animais RPMI-C G-hesperidina LPS

Solugéo Salina 40+1.0° 58.0 £ 4.1° 920+5.0°
G-hesperidina 0.0+0.0° 53.0+2.4 % 480+20°
Suco de Laranja 443+4.1°" 60.0 + 3.0« 1270+ 13"
Suco + G-hesperidina 340+40° 62.1+ 4.0 86.0+34°

% Letras iguais indicam nao haver diferengas estatistica entre os dados;

abedel| etras diferentes representam diferencgas estatisticamente significativas, p<0,05.
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Grafico 2. Produgao de éxido nitrico por macréfagos murinos tratados com G-
hesperidina, LPS e RPMI-C. Os macréfagos foram obtidos de grupos de
animais tratados previamente com solugdo salina (SS), G-hesperidina (GH),
suco de laranja (SL) ou suco de laranja + G-hesperidina (SL-GH) por meio de

gavage durante quatorze dias.

Objetivou-se com este teste, verificar o possivel papel dos tratamentos
prévios e da adicdo da G-hesperidina sobre a producao de NO em cultura de
macrofagos. As células cultivadas em meio RPMI-C, pré-tratadas com SL e
SL-GH produziram mais NO do que aquelas tratadas com GH ou SS, que por
sua vez nao produziram NO.

Na presenga de G-hesperidina in vitro, as células produziram NO
moderadamente, contudo nao apresentaram diferengcas em relacao aos pré-
tratamentos. Com a administracdo de LPS, o maior estimulo na producdo de

NO, foi promovido pelas células pré-tratadas com SL, entretanto, as células
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pré-tratadas com GH diminuiram a producdo de NO, quando comparada as

células que receberam SS.

6.3. Atividade inibitéria da glicosil hesperidina e dos pré-tratamentos
quanto a producao de NO

O ensaio de inibicdo de NO, foi realizado em cultura de macrofagos
murinos tratados com G-hesperidina + LPS, LPS e RPMI-C. Os macréfagos
foram obtidos de grupos de animais tratados com solu¢&o salina como veiculo
(0,5mL), G-hesperidina (100mg/kg/0,5mL), suco de laranja (0,5mL) ou suco de
laranja + G-hesperidina (100mg/Kg/0,5mL) por meio de gavage durante
quatorze dias. A inibicdo da produgcdo de  nitrito (NO3Z) foi
espectrofotometricamente quantificada no sobrenadante da cultura celular por
meio do reagente de Griess, os resultados foram expressos em pmol de NO»
(Tabela 3 e Gréfico 3).

Foi investigada neste ensaio, a possibilidade de inibicdo da produgéo de
NO pela G-hesperidina e pelos pré-tratamentos, quando LPS, um potente
estimulador da produgéo de NO foi adicionado a cultura celular. As células do
cultivadas em meio RPMI-C que nao produziram NO foram aquelas tratadas
previamente com GH, que por sua vez nao diferiram das células que
receberam SS. Houve uma baixa producao de NO nas células tratadas com SL

e SL-GH e ambos os tratamentos nao foram diferentes.
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Tabela 2. Produgdo de NO por macréfagos murinos tratados com G-
hesperidina + LPS, LPS e RPMI-C

Inibicdo da producao de NO em macrofagos (umol NO™,)

Grupos de Animais RPMI-C G-hesperidina + LPS LPS

Solugao Salina 40+10° 83+20° 82.2+3.0°
G-hesperidina 0.0+0.0° 0.0+0.0° 321+3.0°
Suco de Laranja 38.0+4.3° 774+24° 73.4+£23°
Suco + G-hesperidina 340+4.0° 92.0+23° 107.0+6.0"

% Letras iguais indicam nao haver diferengas estatistica entre os dados;

abedel) etras diferentes representam diferencgas estatisticamente significativas, p<0,05.
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% Letras iguais indicam nao haver diferengas estatistica entre os dados;

abedel) etras diferentes representam diferengas estatisticamente significativa, p<0,05.

Grafico 3. Inibicdo da produgcdo de o&xido nitrico por macrofagos murinos
tratados com G-hesperidina + LPS, LPS e RPMI-C. Os macréfagos foram
obtidos de grupos de animais tratados previamente com solugédo salina (SS),
G-hesperidina (GH), suco de laranja (SL) ou suco de laranja + G-hesperidina

(SL-GH) por meio de gavage durante quatorze dias.
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6.4. Liberagao de IL-10

A liberagdo da citocina IL-10 foi avaliada em cultura de macréfagos
murinos tratados com G-hesperidina, LPS e RPMI-C. Os macréfagos foram
obtidos de grupos de animais tratados com solugdo salina como veiculo
(0,5mL), G-hesperidina (100mg/kg/0,5mL), suco de laranja (0,5mL) ou suco de
laranja + G-hesperidina (100mg/Kg/0,5mL) por meio de gavage durante
quatorze dias. A producéao de IL-10 foi quantificada no sobrenadante da cultura
de macroéfagos por meio do teste imunoenzimatico ELISA e os resultados foram

expressos em pg/mL (Tabela 4 e Grafico 4).

Tabela 3. Liberacao da citocina IL-10 por macréfagos murinos tratados com G-
hesperidina, LPS e RPMI-C.

Liberagéo de IL-10 em macroéfagos (pg/mL)

Grupos de Animais RPMI-C G-hesperidina LPS
Solugéo Salina 0.0+0.0° 182+4.3° 51.0+9.0°
G-hesperidina 0.0+0.0° 0.0+0.0° 0.0+£0.0°
Suco de Laranja 0.0+0.0° 23.3+4.0° 125.0+12.0 ¢
Suco + G-hesperidina 0.0+0.0° 0.0+0.0° 112.0+18.0 ¢

?etras iguais indicam nao haver diferencas estatistica entre os dados;

abed) etras diferentes representam diferengas estatisticamente significativa, p<0,05.

Objetivou-se com este teste verificar o possivel papel dos pré-
tratamentos e do tratamento com G-hesperidina, LPS e RPMI-C sobre a
liberagao da citocina IL-10 em cultura de macrofagos. Células pré-tratadas e
cultivadas com RPMI-C nao houve liberagdo de IL-10 em nenhum dos

tratamentos prévios. Na presenga de G-hesperidina in vitro, foi observada
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moderada liberagdo de IL-10 no pré-tratamento com SL, entretanto essa
liberacao foi semelhante as células que receberam SS. Células pré-tratadas

com GH e SL-GH n&o promoveram a liberagéo de IL-10.
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% Letras iguais indicam nao haver diferengas estatistica entre os dados;

abed | etras diferentes representam diferencgas estatisticamente significativa, p<0,05.

Grafico 4. Liberagao da citocina IL-10 por macréfagos murinos tratados com G-
hesperidina, LPS e RPMI-C. Os macréfagos foram obtidos de grupos de
animais tratados previamente com solugdo salina (SS), G-hesperidina (GH),
suco de laranja (SL) ou suco de laranja + G-hesperidina (SL-GH) por meio de

gavage durante quatorze dias.

Com a administracdo de LPS foi observado que as células pré-tratadas
com GH diminuiram a producao de IL-10, enquanto que o SL e SL-GH
potencializaram semelhantemente a liberagdo de IL-10 pelos macréfagos

quando comparada as células que receberam SS.

6.5. Liberagao de IL-12
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A liberagdo da citocina IL-12 foi avaliada em cultura de macréfagos
murinos tratados com G-hesperidina, LPS e RPMI-C. Os macréfagos foram
obtidos de grupos de animais tratados com solugdo salina como veiculo
(0,5mL), G-hesperidina (100mg/kg/0,5mL), suco de laranja (0,5mL) ou suco de
laranja + G-hesperidina (100mg/Kg/0,5mL) por meio de gavage durante
quatorze dias. A producédo de IL-12 foi quantificada no sobrenadante da cultura
de macroéfagos por meio do teste imunoenzimatico ELISA e os resultados foram
expressos em pg/mL (Tabela 5 e Grafico 5).

Foi verificada neste ensaio, a liberacdo da citocina IL-12 de acordo com
os tratamentos prévios, e do tratamento in vitro com G-hesperidina, LPS e

RPMI-C.

Tabela 4. Liberacao da citocina IL-12 por macréfagos murinos tratados com G-
hesperidina, LPS e RPMI-C.

Liberagéo de IL-12 em macrofagos (pg/mL)

Grupos de Animais RPMI-C G-hesperidina LPS

Solugéo Salina 404.3+12.0° 446.0£104° 813.0+494°
G-hesperidina 790.0+9.3¢ 408.2+13.0° 1149.0+10.3°
Suco de Laranja 610.3 + 100.0° 488.0+13.0° 925.0+61.2°
Suco + G-hesperidina 918.0+51.2¢ 757.0+31.0° 961.0+22.4°

?etras iguais indicam nao haver diferencas estatistica entre os dados;

abede | etras diferentes representam diferengas estatisticamente significativa, p<0,05.

Nas células cultivadas com RPMI-C e tratadas previamente com GH e
SL-GH houve maior liberacédo de IL-12 em relacdo, aquelas tratadas com SL,
que por sua vez liberou significativamente mais IL-12 quando comparada as

células que receberam SS.
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Células que receberam G-hesperidina in vitro, foram observadas
diferengas significativas na liberagcao de IL-12, somente naquelas pré-tratadas
com SL-GH.

Nas células desafiadas com LPS, foi verificado que aquelas pré-tratadas
com GH, liberaram mais IL-12 do que os outros tratamentos, os quais nao

foram diferentes das células que receberam SS.
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% Letras iguais indicam nao haver diferencas estatistica entre os dados;

abed) etras diferentes representam diferengas estatisticamente significativa, p<0,05.

Grafico 5. Liberagao da citocina IL-12 por macréfagos murinos tratados com G-
hesperidina, LPS e RPMI-C. Os macréfagos foram obtidos de grupos de
animais tratados previamente com solugdo salina (SS), G-hesperidina (GH),
suco de laranja (SL) ou suco de laranja + G-hesperidina (SL-GH) por meio de

gavage durante quatorze dias.

6.6. Liberagcao de TNF-a
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A liberagdo do TNF-a foi avaliada em cultura de macréfagos murinos
tratados com G-hesperidina, LPS e RPMI-C. Os macrofagos foram obtidos de
grupos de animais tratados com solugéo salina como veiculo (0,5mL), G-
hesperidina (100mg/kg/0,5mL), suco de laranja (0,5mL) ou suco de laranja + G-
hesperidina (100mg/Kg/0,5mL) por meio de gavage durante quatorze dias. A
producdo de TNF-a foi quantificada no sobrenadante da cultura de macréfagos
por meio do teste imunoenzimatico ELISA e os resultados foram expressos em

pg/mL (Tabela 6 e Figura 6).

Tabela 5. Liberagao da citocina TNF-a por macréfagos murinos tratados com
G-hesperidina, LPS e RPMI-C.

Liberagdo de TNF-a em macrofagos (pg/mL)

Grupos de Animais RPMI-C G-hesperidina LPS
Solugéo Salina 0.0+0.0° 0.0+0.0° 425.0+88.0°
G-hesperidina 0.0+0.0° 0.0+£0.0° 336+714°
Suco de Laranja 0.0x0.0° 0.0x0.0° 0.0x0.0°
Suco + G-hesperidina 0.0£0.0° 0.0+0.0° 0.0+0.0°

?etras iguais indicam nao haver diferencas estatistica entre os dados;

ab¢ | etras diferentes representam diferencas estatisticamente significativa, p<0,05.

Neste ensaio, foi analisada a liberagdo da citocina TNF-a apds os
tratamentos prévios e a adicdo da G-Hesperidina e do LPS. Nao houve
liberacdo de TNF-a em nenhum dos tratamentos prévios quando as células
foram cultivadas em meio RPMI-C. Na presenca de G-hesperidina in vitro,
também né&o houve liberagdo de TNF-a em nenhum dos pré-tratamentos. Nas

células desafiadas com LPS, foi observado liberagdo de TNF-a pelas células



95

que receberam SS e naquelas tratadas com GH, houve liberacdo de TNF-a em

menor quantidade. Nao houve liberacdo desta citocina nos pré-tratamentos

com SL e SL-GH.
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% Letras iguais indicam nao haver diferengas estatistica entre os dados;
ab,c

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativa, p<0,05.

Grafico 6. Liberagao da citocina TNF-a por macréfagos murinos tratados com
G-hesperidina, LPS e RPMI-C. Os macréfagos foram obtidos de grupos de
animais tratados previamente com solugdo salina (SS), G-hesperidina (GH),
suco de laranja (SL) ou suco de laranja + G-hesperidina (SL-GH) por meio de
gavage durante quatorze dias.
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7. DISCUSSAO

A hesperidina tem sido foco de muitas pesquisas envolvendo modulagcao
da resposta imune por meio da ativacao de diferentes tipos celulares e fatores
de transcricdo, liberagédo de citocinas e mediadores quimicos (MANTHEY et al.,
1999; YEH et al., 2007; CHOI et al., 2007). O papel da hesperidina também tem
sido estudado em muitas doencas como o cancer, artrite reumatoide, infecgcao
pulmonar, que apresentam caracteristicas de doencas que acometem o
sistema imune (BERKARDA et al., 1998; SILALAHI et al., 2002; LI et al., 2007,
YEH et al., 2007). Neste estudo foi investigada a agédo do suco de laranja (SL),
da glicosil hesperidina (GH) e da mistura de ambos (SL-GH) sobre o sistema
imune inato de camundongos. Posteriormente foi avaliado o efeito do
tratamento da G-hesperidina e do LPS in vitro sobre os macréfagos que
receberam os pré-tratamentos supracitados.

A produgédo de NO testada em macrofagos, mostrou que no controle
negativo, células pré-tratadas com SL e SL-GH produziram significativamente
mais NO do que aquelas tratadas somente com GH ou SS, que por sua vez
nao produziram NO. Na presenca de LPS, o maior estimulo na producio de
NO, foi promovido pelas células pré-tratadas com SL, entretanto, as células
pré-tratadas com GH diminuiram a producdo de NO, quando comparada as
células que receberam SS. Este resultado indicou que o suco de laranja atuou
no sistema imune inato, ao estimular a produgédo de NO pelos macrofagos, que
se tornaram ativos produzindo ROS e RNS. A produgdo moderada (~60umol
de NO%) destes radicais livres apresenta carater benéfico principalmente no
combate a agentes infecciosos (GARCIA e STEIN, 2006). Contudo, quando

liberados em altas concentracdes podem promover danos celulares, tais como
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peroxidagao lipidica, agresséao as proteinas dos tecidos e das membranas, as
enzimas e principalmente ao DNA, além de serem apontados como os
principais responsaveis pela causa de algumas doengas (HALLIWELL, 1996).

As atividades favoraveis exercidas pelo suco de laranja no sistema
imune podem ser devido a combinagcdo de seus nutrientes ou ao sinergismo
que ocorre entre a vitamina C e os flavondides citricos, porém os mecanismos
envolvidos nessa interagdo ainda permanecem pouco esclarecidos (VINSON e
JANG, 2001; SANCHEZ-MORENO et al., 2003). Ghanim et al. (2007),
investigaram a a expressao do NF-kB e a produgdo de ROS e da proteina C
reativa (PRC). Além disso também foi investigado possivel efeito que os
flavondides hesperitina, naringenina e a vitamina C poderiam apresentar sobre
a producao de ROS em cultura de monécitos humanos, tratados in vivo com:
suco de laranja, solugao de glicose, solugédo de frutose e agua adogada com
sacarina (como controle).

Os resultados do estudo de Ghanim et al. (2007) mostraram que tanto o
suco de laranja quanto a frutose, carboidrato presente em grandes quantidades
no suco de laranja, ndo causaram stress oxidativo e inflamacé&o, ao contrario da
glicose, que atua como indutor de espécies reativas de oxigénio e do fator de
transcricdo NF-kB. Os dois flavondides hesperitina e naringenina apresentaram
efeitos supressores na producao de ROS in vitro, entretanto 0 mesmo resultado
nao foi observado com relacido ao acido ascérbico. Além disso, o suco de
laranja diminuiu a concentracdo da PRC, um importante marcador de
inflamacgéao de fase aguda (YOUNG et al., 1991). Os autores concluiram que ha
varias maneiras de promover inflamacao e stress oxidativo pés-prandial e que

escolhas alimentares adequadas, tais como, alto consumo de frutas e baixo
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consumo de agucares simples e gorduras saturadas (WHO, 2003) podem
prevenir os danos causados pela produgao excessiva de radicais livres.

A atividade inibitéria na producao de NO, foi analisada neste estudo em
macrofagos pré-tratados com SS, SL, GH e SL-GH e posteriormente com os
tratamentos, G-hesperidina + LPS, LPS e RPMI-C. Nao houve producao de NO
nas células pré-tratadas com GH e SS, enquanto que nas células pré-tratadas
com SL e SL-GH houve baixa producdo de NO quando estas foram cultivadas
somente com RPMI-C. Na presenca de G-Hesperidina + LPS in vitro foi
observado inibicdo total da produgao de NO nas células previamente tratadas
com GH, indicando que a G-hesperidina, foi capaz de inibir a excessiva
producdo de NO promovida pelo LPS. As células tratadas com SL, SL-GH e SS
nao inibiram a produgcdo de NO, porém o tratamento que menos inibiu foi
aquele com SL-GH. Nas células estimuladas com LPS, foi observada inibicao
da produgao de NO pelo pré-tratamento com GH, confirmando que a G-
hesperidina atua baixando ou inibindo a producdo de NO. O pré-tratamento
com SL inibiu moderadamente a producado de NO e foi semelhante as células
que receberam SS, ja as células que receberam tratamento prévio com SL-GH
nao inibiram a producao de NO.

Este resultado sugere que a G-hesperidina pode atuar como um
composto anti-inflamatério, pois inibiu completamente a producdo de NO,
mesmo na presenga de LPS. A produgédo excessiva de oxido nitrico tem sido
implicada em uma variedade de condigdes patofisioldgicas incluindo
inflamacgéao, carcinogénese, aterosclerose e diabetes (BUTTERY et al., 1996;
GALLO et al., 1998; HOBBS et al., 1999; YAGIHASHI et al., 2000). Os resultados

observados no presente estudo, corroboram com o estudo de Sakata et al.
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(2003), que investigaram os efeitos modulatérios da hesperidina na expressao
das enzimas inflamatdrias ciclooxigenase (COX-2) e Oxido nitrico sintase
induzivel (INOS) e também na produgdo de NO e prostaglandina E; (PGE>)
induzida por LPS em macréfagos. O qual mostrou que o tratamento com
hesperidina suprimiu a producao de NO e PGE; e os niveis de expressao das
enzimas iINOS e COX-2, sugerindo que a inibicdo destas enzimas pode
promover acdo anti-inflamatéria em condi¢bes sistémicas e localizadas
(SALVEMINI et al., 1993). Resultados semelhantes também foram encontrados
por Choi et al. (2007), quanto a atividade inibitéria da produgédo de NO por uma
variedade de flavondides citricos, incluindo a hesperidina, entretanto, a maior
atividade inibitéria da produgdo de NO, foi promovida pela nobelitina seguida
pela tangeritina.

Em relacdo a liberacdo de citocinas, os resultados observados
mostraram que nas células controle negativo ndo houve liberagdo de IL-10 em
nenhum dos tratamentos prévios. As células cultivadas na presenca de G-
hesperidina in vitro que liberaram IL-10 de forma moderada, foram aquelas pré-
tratadas com SL, entretanto essa liberacdo foi semelhante ao V. Células pré-
tratadas com GH e SL-GH nao promoveram a liberacao de IL-10. Na presenca
de LPS, as células pré-tratadas com GH diminuiram a produg¢do de IL-10,
enquanto que o SL e SL-GH potencializaram semelhantemente, a liberagao de
IL-10 pelos macréfagos quando comparado ao V.

Este resultado indica que o tratamento prévio com SL promoveu a
liberagdo da citocina IL-10 no tratamento com G-hesperidina in vitro e na

presenca de LPS, potencializou ainda mais a liberacao. Foi observado também
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que o pré-tratamento com G-hesperidina diminuiu a producao desta citocina em
ambos os tratamentos in vitro.

A IL-10 é uma potente citocina anti-inflamatéria que contribui de forma
benéfica na imunoterapia de algumas doencgas, além disso exerce inibigdo nos
processos inflamatérios mediados pelo perfil de células Th1, uma vez que este
evento € realizado pela regulagao da sintese de citocinas pré-inflamatérias (IL-
18, TNF-a, IL-6, IL-12) (LYNCH et al., 2003; GOODMAN et al., 2003).
Resultados interessantes também foram observados na liberagao de TNF-q,
pois nao houve produgdo desta citocina nas células do controle negativo e
também naquelas tratadas com G-hesperidina in vitro, em nenhum dos pré-
tratamentos. Entretanto, os pré-tratamentos com SL e SL-GH na presenca de
LPS, diminuiram completamente a liberagédo de TNF-a, sugerindo que o suco
de laranja pode ser considerado um alimento com caracteristicas anti-
inflamatérias, uma vez que o TNF- a, esta associado a processos inflamatérios
(MANTHEY et al., 1999). Ao contrario, houve expressiva liberagdo de TNF-a
pelas células pré-tratadas com GH, mas em menor quantidade, quando
comparada ao V. Manthey et al. (1999), investigaram a habilidade de diferentes
flavondides citricos em afetar a resposta inflamatéria ao inibir a expressao de
TNF-a em monécitos humanos induzidos por LPS. Os resultados mostraram
que a hepmetoxiflavona, um tipo de flavona polimetoxilada, inibiu a producao
de TNF, enquanto que os outros flavondides citricos testados, incluindo a
hesperidina, ndao foram capazes de promover este efeito, semelhante aos
resultados obtidos no presente estudo, no qual somente o pré-tratamento com

SL e SL-GH promoveu a diminuigdo desta citocina.
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A IL-12 é uma citocina relacionada com estimulo da resposta imune
inata a microorganismos intracelulares e atua como um indutor da imunidade
mediada por células, ou seja, a resposta adaptativa contra esses
microorganismos (BIRON e GAZZINELLI, 1995). No presente estudo, estudo
foi observado que no controle negativo os pré-tratamentos com GH e SL-GH
liberaram mais IL-12 em relagao, aquelas tratadas com SL, que por sua vez
liberou significativamente mais IL-12 comparada ao V. Nas células que
receberam  G-hesperidina in  vitro, foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na liberacdo de IL-12, somente naquelas
tratadas com SL-GH. Nas células desafiadas com LPS, foi verificado que o
pré-tratamento com GH liberou mais IL-12, do que os outros tratamentos, que
nao foram estatisticamente diferentes do V. Estes resultados sugerem que o
pré-tratamento com GH, pode estar envolvido com a ativacido do sistema
imune, devido a liberacdo da citocina IL-12, que quando liberada em
quantidades moderadas pode desempenhar papel benéfico ao direcionar a
resposta imunolégica para um perfil Th1 pré-inflamatério, a fim de combater
patégenos intracelulares (MOSMANN et al.,, 1986; MOSMANN e COFFMAN,
1989).

Estudo conduzido por Yeh et al. (2007), mostrou que a hesperidina
atuou na modulacéo da resposta imune em um modelo de inflamag¢ao aguda de
pulmao, por meio da diminuicdo da expressao de TNF-a, IL-1B, IL-6, e IL-12
induzida por LPS e pelo aumento da produgao das citocinas anti-inflamatérias
IL-4 e IL-10. Além disso, houve diminuicao da expressao da enzima iNOS e da
producédo de Oxido nitrico. Apesar da semelhanga de alguns resultados

observados no presente estudo com o estudo de Yeh et al. (2007),
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especialmente em relacdo a IL-12, o qual foi observado um aumento na sua
liberagdo no grupo que recebeu G-hesperidina, este resultado divergente
provavelmente se deve as diferentes metodologias encontradas em ambos os
estudos.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado a fim de investigar a
possibilidade da G-hesperidina em atuar como um composto citotéxico capaz
de promover morte celular. De acordo com os resultados, foi verificado que a
G-hesperidina ndo apresenta carater citotoxico, uma vez que houve viabilidade
celular de 80%.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho podemos
concluir que o consumo da hesperidina em sua forma natural, ndo isolada,
incorporada ao suco de laranja, € provavelmente a maneira mais segura e

adequada para se obter os efeitos funcionais desejaveis ao organismo.
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8. CONCLUSOES

O pré-tratamento com suco de laranja estimulou o sistema imune por
meio da producao de NO e pela liberagcao da citocina anti-inflamatadria IL-
10 e diminuiu a producéao da citocina pré-inflamatéria TNF-a na presenca

de LPS.

O pré-tratamento com G-hesperidina aumentou a produgao da citocina

IL-12, diminuiu a produgao da citocina IL-10 e inibiu a produg&o de NO.

N&o foram obtidos resultados conclusivos em relagdo ao suco de laranja
+ G-hesperidina, necessitando de maiores investigagdes e diferentes

metodologias.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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