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RESUMO

ANACLETO, S. L. Flavanonas de Citrus - mecanismos de protecio de células -
pancreaticas submetidas ao estresse oxidativo. 2020. 95f. Dissertacdo (mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

O colesterol esta entre os fatores que induzem o estresse oxidativo nas células -
pancredticas, gerando aumento de espécies reativas de oxigénio tais como o anion
superoxido, acarretando em prejuizo na sintese e secrecdo de insulina. Uma maior oferta
dietética de compostos bioativos, como as flavanonas da laranja, através de suas
propriedades anti-inflamatoria e antioxidante, poderiam reduzir o estresse oxidativo nas
células B, melhorando sua fungdo. Assim, o objetivo deste trabalho consiste em avaliar
o efeito de metabolitos de flavanonas na protecdo a funcgdo de células B-pancreaticas
submetidas ao estresse oxidativo. Os metabolitos de flavanonas de fase-1l avaliados
foram naringenina 7-O-glucuronideo, hesperetina 3’-O-glucuronideo e hesperetina 7-O-
glucuronideo e também dois catabodlitos produzidos pela microbiota intestinal, o &cido
hipurico e o &cido 3-(4-hidroxifenil)propiénico, principais compostos circulantes apés a
ingestdo da flavanona naringenina. As células foram analisadas quanto & viabilidade
celular e modulacdo do estresse oxidativo. Inicialmente, foi padronizado as condicdes
de 320 uM de colesterol e 6 h de incubacdo para a inducdo do estresse oxidativo nas
células p da linhagem Min6. Os metabdlitos de flavanonas ndo afetaram a viabilidade
celular nas concentracdes testadas (2 uM, 5 uM, 10 uM e 100 uM). O colesterol
reduziu significativamente a viabilidade celular (em até 40%) em dose e tempo
dependente, com melhora significativa na presenca dos metabolitos. Ademais, 0s
metabdlitos de flavanonas reduziram o estresse oxidativo observado pela redugédo
significativa (p<0,05) da peroxidacdo lipidica, &nion superdxido e perdxido de
hidrogénio. Em resposta a reducdo de espécies reativas de oxigénio, observou-se
reducdo na atividade superoxido dismutase (55% a 82%) e glutationa peroxidase (10% a
53%), valores estes encontrados elevados com o colesterol. Ainda, a funcdo
mitocondrial e secrecdo de insulina foi melhorada com o tratamento com todos o0s
metabdlitos, além da reducdo na apoptose. Desta forma, observa-se que a melhora na
funcdo celular das células B-pancredticas foi devido a acdo antioxidante direta dos
metabdlitos de fase Il e catabolitos de flavanonas, o que é reforcado pelo fato de
deteccdo destes no interior da celula, com excessdo do &cido 3-(4-hidroxifenil)
propidnico, o qual ndo foi encontrado no meio e interior da célula. Assim, estes
resultados demonstraram que os metabolitos de flavanonas protegeram as células -
pancreaticas contra o estresse oxidativo induzido pelo colesterol, mitigando os efeitos
em cadeia sobre a funcdo das células f.

Palavras-chave: citrus; células Min6; estresse oxidativo; colesterol; funcdo de células
[-pancredticas; metabolitos de flavanonas.



ABSTRACT

ANACLETO, S. L. Citrus Flavanones - mechanisms of protection of pancreatic-f
cells under oxidative stress. 2020. 95p. Dissertation (Master degree). School of
Pharmaceutical Science, University of Sdo Paulo. Sdo Paulo, 2020.

Cholesterol is one of the trigger of the oxidative stress in the pancreatic-f cell,
generating high level of reactive oxygen species, such as the superoxide anion, which
leads to impairment of insulin synthesis and secretion. Currently, the intake of bioactive
compounds, such as citrus flavanones, which present anti-inflammatory and antioxidant
activities, could reduce oxidative stress in B cells improving its function. Thus, the
purpose of this project is evaluating the protection effect of flavanones on pancreatic-3
cells under oxidative stress. The phase Il metabolites of flavanones evaluated were
naringenin  7-O-glucuronide, hesperetin  3'-O-glucuronide, and hesperetin 7-O-
glucuronide and also two catabolites produced from intestinal microbiota, hippuric acid
and 3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid, major circulating compounds after flavanone
naringenin intake. Cells were analyzed for cell viability and modulation of oxidative
stress. Initially, conditions of 320 puM cholesterol and 6 h of incubation were
standardized for the induction of oxidative stress in the B cells of the Min6 line. The
flavanone metabolites did not affect cell viability at concentrations tested (2 uM, 5 uM ,
10 uM e 100 pM). Cholesterol significantly reduced the cell viability (by up to 40%) in
dose and time-dependent, with significant improvement in the presence of metabolites.
Moreover, flavanone metabolites attenuated the oxidative stress by significantly
reducing lipid peroxidation, superoxide anion, and hydrogen peroxide. In response to
the reduction of reactive oxygen species, a decrease in superoxide dismutase (55% to
82%) and glutathione peroxidase (10% a 53%) activities was observed, which these
values are found high with cholesterol. Moreover, mitochondrial function and insulin
secretion was improved with treatment with all flavanone metabolites, in addition to a
reduction in apoptosis. This way, the improvement in the cellular function of
pancreatic-p cells was observed, due to the direct antioxidant action of phase Il
metabolites and flavanone catabolites, which is reinforced by the fact that they are
detected inside the cell, with the exception of 3-(4-hydroxyphenyl) propionic acid,
which was not found neither in the middle nor inside of cell. The phase Il metabolites
were detected after 6 h of incubation, whereas the phenolic acids were not detected,
indicating possible absorption by the cells. Thus, these results demonstrated that
flavanone metabolites protected pancreatic-f3 cells against oxidative stress and harmful
effects induced by cholesterol, mitigating their effect, acting as direct antioxidant down-
stream a positive effects observed by the improvement of oxidative stress and pancreatic
[-cell function.

Key Words: citrus; Min6 cells; oxidative stress; cholesterol; pancreatic g-cell function;
flavanone metabolites.
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1.  INTRODUCAO

A resisténcia insulinica (RI) e a dislipidemia podem resultar em alteracéo e
disfuncdo de células B-pancreaticas, devido ao aumento do processo inflamatério e do
estresse oxidativo (Sharma et al., 2011; Araujo et al., 2006). Este cenéario acarreta em
prejuizo na sintese e secre¢do de insulina e redu¢do da massa de células B, devido a
apoptose celular, e consequente reducdo do nimero de ilhotas (Aradjo et al., 2006; Li et
al., 2006; Zhou et al., 2014; Fujimoto et al., 2009). Sendo assim, 0Ss compostos
bioativos, como os flavonoides, presentes em vegetais e frutas, como a laranja,
poderiam melhorar o estado fisiologico, atraves da reducdo do estresse oxidativo e do
processo inflamatorio pela sua atividade anti-inflamatoria e antioxidante (Harvey et al.,
2012). A laranja, é a fruta de maior consumo pelo brasileiro e a maior fonte de
flavanonas, o que pode ter um impacto significativo na satde (Anacleto et al., 2019).
Estudos demonstram que o consumo de suco de laranja ou de seus flavonoides isolados
melhoram vérios pardmetros inflamatdrios e de estresse oxidativo, nos diversos tecidos,
observados em quadros de RI e Diabetes tipo Il (Ribeiro et al., 2017; Azzini et al.,

2017).
Entretanto, os mecanismos que relacionam a sintese e a secrecéo de insulina sob
a acdo de um agente estressor, bem como a atuacéo dos compostos bioativos na melhora
da funcdo pancreatica ainda sdo desconhecidos. Diante disso, propde-se avaliar 0s
efeitos protetores de metabdlitos de flavanonas de laranja em células B-pancreéticas
submetidas ao estresse oxidativo induzidas por colesterol. Neste estudo serdo
considerados os metabolitos de flavanonas, uma vez que as flavanonas da laranja séo
extensivamente metabolizadas e encontradas circulantes principalmente em sua forma
conjugada ao acido glicurdnico e/ou grupamento sulfato, ou como &cidos fendlicos,

catabolitos decorrentes da degradacédo pela microbiota intestinal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Colesterol e estresse oxidativo em célula -pancreatica

Além da RI, a dislipidemia, fatores inflamatdrios e altos niveis de colesterol
estdo entre os causadores do estresse oxidativo nas células B-pancreaticas (Carrasco-
Pozo et al., 2015). Os mecanismos pelos quais o colesterol induz o estresse oxidativo
nestas células ainda ndo estdo bem elucidados. Observou-se que altas concentracdes de
colesterol diminuiu a secrecdo de insulina em ilhotas de ratos, fornecendo um novo
mecanismo na rela¢do entre hiperlipidemia e disfungdo de células B-pancreéaticas (Hao
et al., 2007). Outros lipideos, como o palmitato, também foram capazes de elevar o
estresse oxidativo, levando a disfun¢do das células B-pancreaticas (Inoguchi et al.,
2005).

O colesterol aumentou a producdo de anion superéxido (O,™) mitocondrial pela
inibicdo enzimética do complexo I, como observado para as drogas rotenona e a
indometacina, impedindo a passagem de elétrons para a coenzima Q (ubiquinona)
(Figura 1), gerando acumulo de elétrons na matriz mitocondrial, promovendo a
producdo de O,", devido ao aumento na concentracdo de doadores de elétrons (Zhao et
al., 2010; Carrasco-Pozo et al., 2015).

Além disso, quando o fluxo de elétrons através da cadeia de transporte de
elétrons diminui, o efluxo de prétons através da membrana mitocondrial interna cessa,
diminuindo o potencial de membrana. Na auséncia deste gradiente, 0 movimento de H”
através da ATP sintase cessa, assim como a formacdo de ATP, induzindo a abertura do
poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial, levando a apoptose mediada pela
liberacdo de citocromo c (Carrasco-Pozo et al., 2015; Latz et al., 2013; Giorgio et al.,
2013). O aumento de colesterol nas membranas também mostrou aumentar a producéo

de O," " pelo aumento da concentracdo de NADPH oxidases (Henriksen et al., 2011).
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Além disso, houve uma associacdo entre a administracdo oral de colesterol a longo
prazo e diminuicdo na atividade enzimatica das deidrogenases mitocondriais, como a
succinato deidrogenase e glicerofosfato deidrogenase, comprometendo sua fungéo

(Mikaelin et al., 1983).
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Figura 1. Acdo do colesterol e da rotenona no complexo I da cadeia respiratoria de
elétrons na mitocondria. (Adaptado de Tahara et al., 2009).

A alteracéo do potencial redox da célula ativa a via de sinalizagdo Keap1-Nrf2-
ARE, o qual modula a expressao de diversas enzimas do sistema de defesa antioxidante,
tais como a superdxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), para atenuar
assim, o estresse oxidativo no interior da célula (Kitamura et al., 2007; Santos, 2014),
reduzindo o efeito deletério das EROs sobre proteinas, lipideos, carboidratos e DNA
(Birben et al, 2012; Figueira et al., 2013; Kowaltowski et al., 2009).

O estresse oxidativo interfere na sintese de insulina, diminuindo a fosforilagédo
da via Isl 1/PDX-1, prejudicando e diminuindo a sintese de insulina pelas células -
pancreéticas (Figura 2) (Zhou et al., 2014; Fujimoto et al., 2009). Ainda, mudancas
metabolicas nas células B-pancreaticas também podem ocorrer como resposta a diversos

agentes estressores. Em apoptose de células B primarias, além de insulina, onze novas



25

proteinas foram secretadas, entre elas a alfa-1- glicoproteina acida (AGP), enzima
aldolase frutose 1,6 bifosfato, STAM-binding protein, Interleukin-1-receptor-like 1
(IL1RL1) e brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2-like protein 1
(BAIAP2L1) (Gezginci-Oktayoglu et al., 2018). Ainda, em ilhotas pancreaticas
apresentando disfuncdo na secregdo de insulina e comprometimento da atividade
oxidoredutase, identificou-se 262 proteinas secretadas, incluindo a AGP e a enzima
aldolase frutose 1,6 bifosfato, bem como proteina ligadora de &cidos graxos, anexina A5
e glutationa peroxidase 1 (Kuo et al., 2016). A AGP é uma proteina de fase aguda
secretada por diversos tecidos em resposta a um agente estressor, inflamagdo ou
infeccdo e seu aumento no plasma geralmente esta associado a sintese hepaética.
Contudo, sua expressdo também foi observada em modelos de cancer de pancreas, o que
poderia ser considerado um possivel biomarcador de dano pancreatico (Fournier et al.,

2000).
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Figura 2. Regulacéo e ativacdo da via de sinalizacdo Keapl-Nrf2-ARE sob condicGes de
estresse oxidativo e ativacdo da PI 3-quinase pela glicose em célula B-pancreatica. A Pl
3-quinase é ativada indiretamente pela glicose, que ativa a via Isl 1/PDX-1. A proteina
Isl 1 ativa a PDX-1 que regula a expressdo génica para a sintese de insulina. Em
condicdes de estresse oxidativo, o Nrf2 € ativado apds degradacdo da Keapl pela Sens2,
com posterior fosforilacdo e translocacdo para o nucleo. O Nrf2 interage com o
elemento de resposta antioxidante (ARE) e em coordenacdo com diversos co-fatores
(Maf) induz a expresséo de genes antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD) e
a glutationa peroxidase (GPx). (Adaptado de Santos, 2014).

2.2 Mecanismos protetores de flavonoides de citrus

A reducdo do peso corpoéreo, atividade fisica e uma maior oferta dietética de
alimentos vegetais estdo entre os métodos para atenuar as alteracBes e desordens
causadas pela RI e dislipidemia (Harvey et al., 2012). Os vegetais possuem, além de
nutrientes, compostos bioativos que podem auxiliar na promoc¢do a salde através de
diversos mecanismos protetores, tais como atividade anti-inflamatoria, acgéo

antiproliferativa, antioxidante e inibicdo da apoptose. Alguns compostos bioativos,
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principalmente os flavonoides, podem melhorar alguns pardmetros da R1 e dislipidemia,
reduzindo o estresse oxidativo das células e aumentando a sintese de insulina, além de
reduzir a apoptose (Sharma et al., 2011).

Os flavonoides, por terem acgdo antioxidante, podem ter um efeito direto como
antioxidante e indireto modulando a expressdo de enzimas antioxidantes. Alguns
estudos mostraram que o flavonoide quercetina, um dos principais flavonoides
encontrado em boa parte dos alimentos como a cebola e maca, além de reduzir o
estresse oxidativo na célula, também melhorou a sintese de insulina (Li et al., 2013;
Hossain et al., 2016; Cerf, 2013). Entretanto, ha outros compostos bioativos dentro da
classe de flavonoides que podem exercer acdes semelhantes, dentre eles destacam-se 0s
compostos pertencentes a subclasse flavanonas, que séo encontrados principalmente em
citrus como a laranja (Hossain et al., 2016).

A laranja é o citrus de maior producdo, de menor custo e 0 mais consumido
pelo brasileiro (BRASIL, 2016), com uma prevaléncia de consumo médio de homens e
mulheres de 7,1%, sendo a regido sul a maior consumidora (~ 9,1%) (IBGE, 2011). A
subclasse flavanona contribui com aproximadamente 32% da ingestdo diaria de
flavonoides pela populacdo brasileira, sendo a hesperidina e a narirutina 0s principais
compostos dessa subclasse, fornecida principalmente pela laranja Péra (91% do total)
(Anacleto et al., 2019). Além da hesperidina e da narirutina, a neohesperidina e
naringina sdo flavonoides minoritarios encontrados em citrus (Ho et al., 2014).

A naringenina mostrou aumentar significativamente a secrecéo de insulina e a
expressdao do transportador Glut2 de células B da linhagem INS-1, aumentando a
sensibilidade a glicose, ap0s exposi¢cdo aguda e cronica a niveis elevados de glicose e
sob condicgdes glicotoxicas (Bhattacharya et al., 2014). Considerando que o estresse

oxidativo € um dos fatores envolvidos na etiologia da RI, foi observado também que o
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flavonoide quercetina, em células INS-1 e Min6, controlaram 0s niveis de estresse
oxidativo modulando a expressdo de Nrf2 e aumentando a sintese de insulina via Isl
1/PDX-1 (Carrasco-Pozo et al., 2015; Fu et al.,, 2013). Além disso, a naringenina
modulou a expressdo de diversos genes envolvidos na funcdo e sobrevivéncia celular,
tais como Caspase 3, proteina Bax e BCI2, estas duas ultimas conhecidas como anti e
pré-apoptoticas, respectivamente (Bhattacharya et al., 2014). A laranja, fonte de
flavanonas, também reduziu o estresse oxidativo em cultura de células de figado
(HepG2) pela sua atividade antioxidante e pela inducdo de enzimas de fase I, como a
glutationa peroxidase 1 (Jannat et al., 2016).

A modulagdo da via Keapl-Nrf2-ARE poderia aumentar a expressédo de
enzimas antioxidantes reduzindo o estresse oxidativo. Neste caso, o proprio bioativo
pode harmonizar o sistema, sendo ele proprio atuando como antioxidante direto. Ainda,
a reducgdo do estresse oxidativo em célula B pelas flavanonas, pode favorecer e estimular
avia Isl 1/PDX-1 aumentando a sintese e secre¢do de insulina, melhorando a funcéo das
células B (Fu et al., 2013; Zhou et al., 2014).

Carrasco-Pozo et al. (2015) relataram que o catabélito da quercetina oriundo da
acdo da microbiota intestinal, o acido 3,4 dihidroxifenilacético, minimizou o estresse
oxidativo induzido pelo colesterol em células da linhagem Min6 via Nrf2,
reestabelecendo a secrecdo de insulina, prejudicada em 40% pelo estimulo do colesterol.
Por outro lado, a quercetina também preservou a integridade das células pancreéticas
em linhagem de células INS-1, potencializando a secrecdo de insulina e protegendo a
fungdo das células B contra o dano oxidativo, diminuindo a inducdo de H,O, na célula

(Youl et al., 2010).



29

2.2.1 Biodisponibilidade dos flavonoides

Quando consideramos os flavonoides como potencial bioativo, sua estrutura
nativa na matriz alimentar deve ser considerada uma vez que influencia sua
biodisponibilidade, metabolizacdo e impacto sobre a microbiota intestinal. De maneira
geral, as principais flavanonas da laranja, a hesperitina 7-glucoramnosideo (hesperidina)
e a naringenina 7-glucoramnosideo (narirutina) ndo sao transportadas pelo transportador
de glicose SGLT1 ou hidrolisadas pelas [-glicosidases intestinais, devido a
especificidade destes por flavonoides-hexosideos e ndo glucoramnosideos. Desta forma,
as flavanonas de laranja sé@o transportadas majoritariamente para o intestino grosso onde
sdo hidrolisadas por B-ramnosidases bacterianas, liberando as respectivas agliconas que
séo entdo absorvidas. A naringenina e a hesperetina sdo entdo conjugadas por enzimas
de fase Il formando principalmente a naringenina 7-O-glucuronideo, hesperetina 3’-O-
glucuronideo e hesperetina 7-O-glucuronideo através da acdo da uridine-5 -diphosphate
glucuronosyltransferases (UGT) nos enterdcitos e/ou colondcitos ou no figado (Crozier,
2009; Pereira-Caro et al., 2014 e Del Rio et al., 2013).

Além disso, a naringenina e a hesperetina, localizadas no lumen intestinal,
podem ser degradadas pela microbiota intestinal formando diversos &cidos fendlicos,
principalmente o 3-(4-hidroxifenil) propidnico, que sdo absorvidos pelos colondcitos,
podendo ser conjugados com a glicina, formando outros compostos como o &cido

hiparico (Rechner et al., 2004; Pereira-Caro et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema da biotransformacdo pela microbiota intestinal das principais
flavanonas da laranja. uridine-5 -diphosphate glucuronosyltransferases (UGT),
sulfotransferases (SULT). (Adaptado de Kemperman et al., 2010; Del Rio et al., 2013 e
Rechner et al., 2004).

As flavanonas em sua forma glucuronidada correspondem de 5 a 15% de sua
ingestdo (Vallejo et al., 2010; Tomaéas-Navarro et al., 2014). A hesperetina O-
glucuronideo, um metabdlito da hesperetina, foi encontrado circulante na corrente
sanguinea com concentracdo de 922 nmmol, 50 vezes maior quando comparado a
quercetina 3-O-rutinosideo (Jaganath et al., 2006). Ainda, a concentragdo de hesperetina
O-glucuronideo-O-sulfato na urina de 24 h foi de 1,6 pmol, equivalente a 3,5% da
ingestdo, e excregdo de 61 + 7 umol de metabdlitos de hesperetina e um total de 21 + 2

pumol de metabdlitos de naringenina (Pereira-Caro et al., 2014). A concentracdo dos
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acidos fendlicos provenientes da ingestdo de suco de laranja, dentre eles o acido 3-(4-
hidoxifenil)propidnico, foi de 62 umol (urina de 24 h), o que foi equivalente a 37% das
flavanonas ingeridas apds o consumo de suco de laranja (Del Rio et al., 2013). Assim,
considerando o potencial das flavanonas e sua relacdo com a atividade bioldgica, a
microbiota intestinal exerce papel fundamental na biodisponibilidade, tanto na formacao
de metabdlitos de fase Il, quanto na formacdo de compostos potencialmente ativos nao
presentes inicialmente na matriz alimentar, tais como os catabdlitos oriundos de sua
metabolizacéo.

Diante disso, considerando que as flavanonas s&o (1) os principais flavonoides da
dieta do brasileiro e que a laranja é a principal fonte deste flavonoide; (2) que as
flavanonas podem atenuar o estresse oxidativo das células B-pancreaticas e assim
modular a sintese e secrecdo de insulina; (3) que a laranja em diversos modelos in vivo
demonstram uma melhora no quadro de resisténcia a insulina; propdem-se avaliar o0s
efeitos protetores in vitro de metabdlitos de flavanonas e de seus catabolitos oriundos da
microbiota intestinal em células B-pancreaticas submetidas ao estresse oxidativo. Deste
modo, o consumo de laranja, poderia auxiliar na melhora das func@es fisiologicas do

pancreas em relacdo a sintese e secrecdo de insulina (Bhattacharya et al., 2014).
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3. JUSTIFICATIVA

O aumento do estresse oxidativo, observado em algumas desordens metabolicas,
pode resultar na disfungdo das células B-pancreaticas (Sharma et al., 2011), acarretando
em alteragdo na secrec¢do de insulina e redugdo da massa de células B, devido a apoptose
celular, e consequentemente reducdo do nimero de ilhotas (Araujo et al., 2006; Li et al.,
2006). Os compostos bioativos, como os flavonoides, presentes em vegetais e frutas,
como a laranja, poderiam melhorar a funcdo pancreética, através da reducgédo do estresse
oxidativo e do processo inflamatorio de leve intensidade observada em sindromes
metabolicas, como a RI (Harvey et al., 2012). A laranja, é a fruta de maior consumo
pelo brasileiro e maior fonte de flavanonas (Anacleto et al., 2019), o que pode ter
impacto significativo na saude. Estudos demonstram que o consumo de suco de laranja
ou de seus flavonoides isolados melhoram varios parametros inflamatorios e de estresse
oxidativo observados em quadros de RI e Diabetes tipo Il nos diversos tecidos (Ribeiro
etal., 2017; Azzini et al., 2017).

Entretanto, os mecanismos estressores que promovem a disfun¢do de células -
pancreaticas, e como 0s compostos bioativos da dieta podem atuar na melhora da funcéo
pancreatica ainda sdo desconhecidos. Diante disso, propBe-se avaliar os efeitos
protetores de metabolitos de flavanonas em linhagem de células B-pancreéticas
submetidas ao estresse oxidativo induzidas por colesterol, bem como mecanismos
envolvidos. Neste estudo serdo considerados os metabdlitos de flavanonas, uma vez que
as flavanonas da laranja sé@o extensivamente metabolizadas e encontradas circulantes
principalmente em sua forma conjugada a acido glicurénico ou como &cidos fendlicos,
catabdlitos oriundos da degradagdo pela microbiota intestinal. As flavanonas em sua
estrutura nativa ndo sdo encontradas circulantes, portanto ndo serdo consideradas neste

estudo. Assim, trés metabdlitos principais, naringenina 7-glucuronideo (Nar7),
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hesperetina 3’-glucuronideo (Hsp3’) e hesperetina 7-glucuronideo (Hsp7), e dois &cidos
fenodlicos, catabdlitos oriundos da microbiota intestinal, os acidos fenolicos acido 3-(4-
hidroxifenil)propiénico (AHPP) e acido hipurico (AH) serdo avaliados. As células da
linhagem Min6 foram selecionadas para este estudo por apresentarem capacidade de
secretar insulina sob concentracbes de glicose fisiologicas e por apresentar
susceptibilidade a glicotoxicidade, tal como se encontram nas células -pancreéticas in
Vivo.

Este estudo permitirdA uma compreensdo mais ampla e detalhada de como as
flavanonas decorrentes da ingestdo de suco de laranja podem exercer efeito protetor
sobre as células B-pancredticas e aliadas a outros parametros bioquimicos e fisiol6gicos
podem auxiliar no entendimento dos mecanismos de protecdo no desenvolvimento de

doencgas cronicas, tais como a RI e Diabetes.



34

4. HIPOTESE DO ESTUDO

Niveis elevados de colesterol induzem o estresse oxidativo em células -
pancreaticas, gerando aumento de espécies reativas de oxigénio, como 0 anion
superdxido, acarretando em prejuizo na sintese e secrecdo de insulina e reducdo da
massa de células B, devido a apoptose celular. Entretanto, os metabdlitos de flavanonas
de fase Il naringenina 7-glucuronideo, hesperetina 3’-glucuronideo e hesperetina 7-
glucuronideo e seus catabolitos &cido hipurico e acido 3-(4-hidroxifenil)propidnico
provenientes da laranja podem ter um efeito protetor no quadro de estresse oxidativo em

células B-pancreéticas, atenuando os efeitos danosos induzidos pelo colesterol.
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5. OBJETIVO GERAL

5.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito protetor de flavanonas de citrus em células B-pancreaticas

submetidas ao estresse oxidativo.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Material

As células da linhagem Min6 da espécie Mus musculus foram adquiridas pelo
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) na cidade de Duque de Caxias, RJ (Anexo
1). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 modificado contendo 2 mM de L-
glutamina, 10 mM de HEPES, 1 mM de piruvato de sddio, 4500 mg/L de glucose e
1500 mg/L de bicarbonato de s6dio, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(FBS), 100 Ul/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina em uma atmosfera
humidificada a 95% e 5% de CO,. O ciclo de renovacdo do meio de cultura foi

realizado de 2 a 3 vezes por semana.

O colesterol utilizado foi um complexo de metil-B-ciclodextrina (Sigma
C4951), um "colesterol solivel em &gua" de acordo com o Certificado de Analise
(proporcéo molar, 1:6 colesterol/metil-p-ciclodextrina) e foi tratado nas células.

Os flavonoides naringenina 7-glucuronideo, hesperetina 3’-glucuronideo,
hesperetina 7-glucuronideo foram gentilmente fornecidos pelos pesquisadores Dr. Paul
Kroon e Dr. Paul Needs do Quadram Institute, UK. Os &cidos fendlicos &cido 3-(4-

hidroxifenil)propidnico e &cido hiparico foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

6.2 Inducéo do estresse oxidativo em células g-pancreaticas induzido por colesterol

As células Min6 foram cultivadas em frasco de 75 cm? e atingindo 70% de
confluéncia foram plaqueadas em diferentes densidades de células, de acordo com cada
ensaio, e incubadas durante 24 h para adesdao. Apo6s lavagem com PBS, as células foram
incubadas na auséncia (0 uM de colesterol) e/ou presenca de colesterol (320 uM) e na

auséncia de FBS para inducdo do estresse oxidativo juntamente com as flavanonas
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naringenina 7-glucuronideo, hesperetina 3’-glucuronideo, hesperetina 7-glucuronideo, e
de seus catabolitos &cido 3-(4-hidroxifenil)propionico e acido hiparico em diferentes
concentragdes (2 uM, 5 uM, 10 uM e 100 uM) por 6h (5% CO,, 37 °C), de acordo com
Zhao et al (2010). Os ensaios foram realizados em triplicata para as diferentes

concentracdes dos metabolitos de flavanonas, em duas diferentes passagens.

6.3 Analise de viabilidade de células
A viabilidade celular foi medida através do ensaio MTT
(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) e pela quantificagdo de LDH (lactate

dehydrogenase).

6.3.1 Viabilidade celular pelo ensaio MTT

As células Min6 foram plaqueadas em uma placa de 96 pocos a uma densidade
de 5 x 10* células/poco e tratadas de acordo com o item 6.2. A viabilidade celular
também foi medida em células Min6 tratadas de acordo com o item 6.2. em 12 he 24 h
de incubacdo. Apb6s o tratamento, os sobrenadantes foram recolhidos para a
quantificacdo de LDH no meio de cultura. A analise de MTT baseia-se na conversao do
MTT pela desidrogenase mitocondrial das celulas a uma coloragdo formazan de cor azul
escuro. A habilidade das células de converterem o MTT foi analisada em 540 nm em
leitor de microplaca (Synergy HT, BioTek). As células tratadas com Triton X-100
serviram como controle positivo. As analises foram realizadas em triplicata. Os

resultados foram expressos como porcentagem de reducdo do MTT.
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6.3.2 Viabilidade celular pela quantificacdo de LDH

A quantificacdo de LDH, que é uma enzima intracelular ubiqua que € utilizada
como um marcador de danos na membrana celular e toxicidade celular (Carrasco-Pozo
et al, 2012), foi analisada nos sobrenadantes no tempo de 6 h de incubacdo. O LDH foi
quantificado no meio de cultura utilizando o CytoTox-ONE™, que se baseia na
conversdo da resazurina em resorufina fluorescente (Agx 560 nm e Agm 590 nm). As
analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como

porcentagem de liberacdo de LDH.

6.4 Contagem celular

As células Min6 foram cultivadas em frasco de 75 cm? e atingindo 70% de
confluéncia foram plaqueadas em placas de 48 pocos a uma densidade de 1 x 10°
células/poco e incubadas durante 24 h para adesdo. Em seguida, foram incubadas na
presenca das flavanonas naringenina 7-glucuronideo, hesperetina 3’-glucuronideo,
hesperetina 7-glucuronideo, e de seus catabdlitos acido 3-(4-hidroxifenil)propidnico e
acido hipurico em diferentes concentragdes (2 uM, 5 uM, 10 uM e 100 uM) por 6h, 12h
e 24h (5% CO,, 37 °C), de acordo com Zhao et al (2010). Em seguida, a contagem total
de células viaveis foi realizada nos diferentes tratamentos utilizando solugdo azul de
tripan para a coloracéo das células e contador de células automético (BioRad TC20™).
Os ensaios foram realizados em triplicata e em duas diferentes passagens. Os resultados

foram expressos como numero de células/ml.
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6.5 Avaliacao do status redox celular

6.5.1 Peroxidacao lipidica

As células foram plaqueadas em placas de 48 po¢os a uma densidade de 2 x
10" células/poco e tratadas de acordo com o item 6.2. A peroxidacdo lipidica foi
avaliada utilizando um kit TBARS (Cayman Chemical). O malondialdeido (MDA) foi
utilizado como padrdo. As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram

expressos como nmol MDA/mg de proteina.

6.5.2 Peroxido de hidrogénio

As células foram plaqueadas em placas de 48 pocos a uma densidade de 2 x 10°
células/pogo e foram tratadas de acordo com o item 6.2. A producdo de perdxido de
hidrogénio foi medida utilizando um meio de reacdo contendo glicose, glutamina, Fenol
red, éster de forbol acetato (PMA) e peroxidase. Apds o tratamento, as células foram
incubadas com o meio de reagdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 1 h. A
absorbancia foi medida em 600 nm em leitor de microplaca (Synergy HT, BioTek). As
analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como nmol

H,O,/L/mg de proteina.

6.5.3 Quantificacdo de anion superoxido

As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos a uma densidade de 2 x
10° células/poco. Apds 24 h as células foram incubadas a 37 °C por 30 min com 5 uM
de MitoSox™ Red. Apés lavagem com PBS, as células foram tratadas de acordo com o
item 6.2. A fluorescéncia foi medida em Agx 510 nm e Agm 580 nm em leitor de

microplaca (Synergy HT, BioTek). O MitoSox'™ Red é um indicador de superéxido
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mitocondrial. A producdo de O,* mitocondrial foi avaliada através da oxidacdo do
MitoSox™ Red, um fluorocromo lipofilico catidnico, que acumula na matriz
mitocondrial (Li et al., 2007). As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados

foram expressos como RFU/mg de proteina.

6.6 Enzimas antioxidantes
As células foram plaqueadas em placas de 48 pogos a uma densidade de 2 x
10" células/pogo e tratadas de acordo com o item 6.2 e foram analisadas quanto a

atividade das enzimas SOD, CAT e GPx e quantificacdo de proteina.

6.6.1 Quantificacdo de proteina

O conteddo de proteinas das células Min6é ap6s o tratamento foram
quantificadas, a partir do preparo de homogenato das amostras, contendo o material
bioldgico acrescido de tampéo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4, na propor¢do 1:2, em
banho de gelo. A quantificacdo foi realizada utilizando o kit BCA Protein Assay da
Thermo Fisher Scientific. As analises foram realizadas em triplicata. Este homogenato

foi utilizado para a determinacéo da atividade de enzimas antioxidantes.

6.6.2 Atividade de GPx

A determinacdo da atividade glutationa peroxidase (GPx) foi realizada de
acordo com Floheé e Gunzler (1984). O método baseia-se na oxidacdo da glutationa
reduzida pelo peroxido de terbutila, catalisada pela GPx, gerando GSSG. Na presenca
da enzima e do cofator NADPH, a GSSG é imediatamente convertida a forma reduzida
(GSH) pela glutationa redutase, com a oxida¢do concomitante do NADPH em NADP+

(Donadio, 2011; Nogueira, 2004). A leitura da absorbancia foi realizada a 37°C, durante
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quatro minutos, a 340 nm, em leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek Instruments,
Winooski, VT, USA). As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram

expressos como U/mg de proteina.

6.6.3 Atividade de SOD

A determinacdo da atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD) foi
realizada segundo Ewing e Janero (1995) que se baseia em uma reacdo aerdbia entre
NADH e metossulfato de fenazina, gerando o radical O, sob pH ndo acido. O nitroazul
de tetrazdlio (NBT) é utilizado como detector para avaliar dismutacdo do anion
superdxido através da reducdo do produto. A andlise foi realizada a 26°C, com leitura a
cada 60 segundos a 560 nm, durante cinco minutos, em leitor de microplaca Synergy
H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT, USA). As andlises foram realizadas em

triplicata. Os resultados foram expressos como U/mg de proteina.

6.6.4 Atividade de CAT

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de acordo com
metodologia proposta por Bonaventura et al. (1972). O método consiste, basicamente,
na medida de decomposicdo de H,O, pela CAT, através da leitura de absorbancia a 240
nm. Amostras de homogenato de células Min6 na concentracdo de 0,05 pg/uL de
proteina foram adicionadas aos pocos da placa de microtitulacdo de quartzo contendo
140 pL de tampéo de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,4 com 10% de EDTA 1 mM e 40
pL da solucdo de H,O, 30mM. A analise foi realizada a 30 °C, com leitura a cada 45
segundos a 240 nm, durante oito minutos, em leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek
Instruments, Winooski, VT, USA). Os resultados foram expressos em UA por

miligrama de proteina, a partir da curva padréo utilizando concentragfes conhecidas de
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CAT (14,17 a 0,44375 U CAT/mg de proteina) (Sigma, Cod. C9322). As analises foram

realizadas em triplicata.

6.7 Analise de apoptose

As células Min6 foram plaqueadas em placas de 48 pocos a uma densidade de
2 x 107 células/poco e tratadas de acordo com o item 6.2. Ap6s o tratamento, a apoptose
foi avaliada através da coloracdo de anexina V-FITC e iodeto de propidio (PI),
utilizando kit de deteccdo de apoptose FITC Annexin V Apoptosis detection kit (BD
PharmingenTM, San José, CA, USA). A deteccdo de apoptose foi analisada por
citometria de fluxo (BD FACSVerse Flow Cytometer, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como

% de células.

6.8 Analise da funcdo mitocondrial

A fungdo mitocondrial foi analisada pela medicdo do Potencial de Membrana
Mitocondrial (PMM) utilizando rodamina 123, um fluorocromo lipofilico catidnico, que
acumula na matrix mitocondrial. As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos a
uma densidade de 2 x 10° células/poco e foram tratadas de acordo com o item 6.2. Ap6s
lavagem com PBS, as células foram incubadas com 1 pg/ml de rodamina 123 a 37 °C
por 10 min. O acimulo de rodamina na mitocondria foi avaliada utilizando como
controle 3 uM de trifeniltina, um indicador de poros de transicdo de permeabilidade da
membrana mitocondrial (Halestrap, 2009). A fluorescéncia foi medida em Agx 500 nm e
Aem 530 nm em leitor de microplaca (Synergy HT, BioTek). As andlises foram

realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como RFU/mg de proteina.
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6.9 Analise de secrecdo de insulina

Células Min6 foram plaqueadas a uma densidade de 1 x 10° células/poco em
placas de 48 pocos e foram incubadas a 5% CO;, e 37 °C em meio RPMI 1640
modificado. Apds 24h, as células foram incubadas na auséncia (0 UM de colesterol)
e/ou presenca de colesterol (320 uM) para inducdo do estresse oxidativo juntamente
com as flavanonas naringenina 7-glucuronideo, hesperetina 3’-glucuronideo,
hesperetina 7-glucuronideo, e de seus catabolitos acido 3-(4-hidroxifenil)propibnico e
acido hipurico em diferentes concentracées (2 uM, 5 uM, 10 uM e 100 uM) por 6h (5%
CO,, 37 °C) em meio DMEM suplementado com 2 mM L-glutamina e 25 mM HEPES,
pH 7,4 sem soro e glicose (Cultilab, Sdo Paulo, SP). Em seguida, o sobrenadante foi
coletado para analise de secrecdo de insulina basal sob 0 mM de glicose. As células
foram entdo lavadas com PBS duas vezes e imediatamente foi adicionado meio DMEM
com alta concentracdo de glicose (25 mM) sem soro por 1 h. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado para andlise de secrecdo de insulina apos estimulo com
glicose. Os niveis de insulina no sobrenadante foram analisados utilizando kit ELISA
(Rat Ultrasensitive Insulin ELISA kit) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
As andlises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como ng/mg

de proteina.

6.10 Uptake dos metabdlitos de flavanonas

6.10.1 Uptake celular e estabilidade no meio celular dos metabdlitos de flavanonas
As células Min6 foram plagueadas em uma placa de 48 pogos a uma densidade
de 1 x 10° células/poco e tratadas de acordo com o item 6.2 somente nas concentracdes

de 5 UM e 10 uM dos metabolitos de flavanonas. Apos o tratamento, as células foram
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centrifugadas a 1.500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi recolhido para a quantificagéo
de metabdlitos de flavanonas no meio celular e as células foram recolhidas e lavadas
duas vezes com PBS para anélise de uptake celular. As células foram extraidas com 2
ml de metanol 70% com 0,1% acido férmico. O meio celular (400 pL) foi adicionada
com 1.600 pL de metanol 100%. A célula e o meio celular foram passadas em vortex e
colocadas no gelo por 15 min. Em seguida, a célula e o meio celular foram entdo
centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min e 10 min, respectivamente. Os sobrenadantes
foram coletados, filtrados em filtro millex PVDF 0,45 um (Millipore) para anélise por
LC-MS. As anélises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como

porcentagem de recuperacao.

6.10.2 Parametros do LC-MS (Liquid chromatography-mass spectrometry)

A quantificacdo dos metabdlitos de flavanonas foi realizada em equipamento
composto de espectrometro de massa tipo EVOQ Elite triplo quadrupolo (Bruker
Daltonics, Alemanha), acoplado a um cromatografo liquido modelo Nexera X2
(Shimadzu, Japdo) e interface de ionizacdo por electron spray (ESI). Os metabolitos de
flavanonas foram separados utilizando coluna Poroshell 2,7 p (100 x 3 mm)
(Phenomenex Ltd., Reino Unido). A coluna foi mantida a 25 °C. O Sistema de fase
moével do solvente A (0,5% acido férmico em &gua) e do solvente B (0,5% écido
férmico em acetonitrila) com fluxo de 0,5 ml/min proporcionou a separacdo dos
metabolitos de flavanonas utilizando o seguinte gradiente: 5-18% de B de 0-7 min, 18-
28% de 7-17 min, 90% em 17,01-20 min, 5% em 20,1-26 min. O volume de injecdo das
amostras foi de 5 ul. Apds a separacdo, 0s compostos foram ionizados para detecgédo por
espectrometria de massa com ESI em modo negativo. A quantificacdo foi realizada

usando modo MRM. A analise MS foi realizada segundo os parametros: Tipo de fonte
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ionizacdo por elétron spray, voltage do spray de 3.500 V, temperatura do cone de 350
°C, fluxo de gés do probe de 40 e do nebulizador de 50. A energia de colisdo foi
ajustada entre 10-15 V de acordo com o analito. O MRM de transi¢cdo para a
quantificacdo foi de m/z 446,8—271,10 para Nar7; m/z 476,90—113,0 para Hsp3’ e

Hsp7; 178,0—~134,10 para o AH.

6.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism, versdo 7.0
utilizando ANOVA one way, seguido de pos-teste Tukey. Os dados foram expressos
como média e desvio padrdo (+ DP). Foram marcados em *, #, @ e $ valores com

significancia estatistica (p<0,05).
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7. RESULTADOS

7.1 Efeito do colesterol sobre a viabilidade celular

O colesterol reduziu significativamente a viabilidade celular em dose e tempo
dependente em células Min6 quando comparado ao controle (Figura 4). A viabilidade
celular foi significativamente reduzida em cerca de 13% e 45% quando tratadas com
160 uM e 320 uM de colesterol, respectivamente, apds 6 h de incubacdo (Figura. 4A).
Ja em células incubadas durante 12 h e 24 h, a reducdo na viabilidade celular ocorreu
em concentragdes acima de 80 UM e 40 uM de colesterol, respectivamente (Figura 4B e
4C), de no méximo 45%, na maior concentracdo de colesterol (320 uM) (Figura 4C).
Assim, de acordo com estes resultados, foi estabelecido a concentragdo de 320 uM de
colesterol e tempo de incubacao de 6h, necessaria para inducao do estresse oxidativo em

células Min6.

Reducio do MTT (%)

Controle 40uM  80uM  160uM  320uM Tritonx Controle 40uM  S0uM  160uM 3204M Tritons Controle 40;11\[ 80,11\1 160uM 320uM Tritom

Colesterol Colesterol Colesterol

Figura 4. Efeito do colesterol na viabilidade de células Min6. A viabilidade celular foi
analisada por ensaio de MTT. Tempo de incubagdo (A) 6 h, (B) 12 h e (C) 24 h.
*p<0,05 em relagéo ao controle (n = 6).
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7.2 Efeito dos metabolitos de flavanonas na viabilidade celular

Observou-se aumento significativo na viabilidade celular nas células tratadas
com o AH, em diferentes concentragdes (5 uM, 10 pM e 100 pM) nos tempos de
incubacdo de 12h e 24 h (Figura 5A e C) em relacdo ao controle. Por outro lado,
observou-se um aumento superior a 130% (p<0,05), a partir de 100 pM, para o0 AHPP,
principalmente em 6 h e 12 h de incubacéo (Figura 5).

Além disso, nas células tratadas com os metabdlitos glucuronidados observou-
se aumento superior a 140% na viabilidade celular em comparacao ao controle em 12 h
de incubacdo, na concentracdo de 100 uM (Figura 6), alcancando viabilidade superior a

200% ap0s 24 h de incubacao.

160 (A) 1601 (B) 160 (C)

=
8

Reducao do MTT (%)
&

Comtrole 2,M  SuM 10uM 100uM TritorX  Controle 2uM  SuM  10uM 100uM TrtoiX  Congale 2pM  5uM 10 M 100 uM TritonX

Acido hipurico Acido hipirico

Acido hipirico

Reducio do MTT (%)

Comrole 24M — SuM 104M 100 M TritonX  Controle 2uM  5uM 10.M 100 M TritonX  Coptrole 2 uM  5uM 10 iM 100 M TritonX

Acido 3-(4-hidroxifenil)propidnico Acido 3-(4-hidroxifenil)propi énico Acido 3-(4- hidroxifenil)propiénico

Figura 5. Efeito dos acidos hipurico e 3-(4-hidroxifenil)propidnico na viabilidade de
células Min6. A viabilidade celular foi analisada por ensaio de MTT. Tempo de
incubacdo (A) e (A)’ 6 h, (B) e (B)’ 12 h e (C) e (C)’ 24 h. *p<0,05 em relacdo ao
controle (n = 6).
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controle (n = 6).
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7.3 Efeito dos metabolitos de flavanonas na viabilidade celular de células Min6

tratadas com colesterol

A exposicéo de células Min6 ao colesterol em 6 h de incubagdo diminuiu para
47% a capacidade de reducdo de MTT e aumentou 35% a liberagcdo de LDH para o
meio, quando comparado ao controle (Figuras 7 e 8). Tais alteragGes foram atenuadas
pela exposicao aos acidos fenolicos e compostos glucuronidados.

Em ensaio de MTT, o AH e a Nar7, j& na menor concentragdo, atenuaram
significativamente (p<0,05) a diminuicdo da viabilidade celular induzida por colesterol
em torno de 12% e 7%, respectivamente (Figuras 7A e 8A). Os demais metabdlitos
glucuronidados e o0 AHPP atenuaram (p<0,05) a reducédo da viabilidade celular induzida
por colesterol a partir de 100 uM (Figuras 7 e 8).

Todos os metabdlitos reduziram (p<0,05) a liberagdo de LDH em concentracdo
acima de 100 uM, com excessdo da Hsp7 que ja apresenta efeito a 2 UM, em torno de

5% (Figura 8C).
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Figura 7. Efeito dos acidos fenolicos na diminuicdo da viabilidade celular induzida por
colesterol em células Min6 com 6 h de incubacdo. A viabilidade celular foi analisada
por ensaio de MTT e LDH. (A) e (A)’ &cido hipdrico, (B) e (B)’ acido 3-(4-hidroxifenil)
propidnico. #p<0,05 em relacéo ao controle e *p<0,05 em relacdo ao colesterol 320 uM
na auséncia do metabdlito (n = 6).
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Figura 8. Efeito dos metabdlitos de flavanonas glucuronidados na diminuicdo da
viabilidade celular induzida por colesterol em células Min6 com 6 h de incubacdo. A
viabilidade celular foi analisada por ensaio de MTT e LDH. (A) e (A)’ naringenina 7-
glucuronideo, (B) e (B)’ hesperetina 3’-glucuronideo e (C) e (C)’ hesperetina 7-
glucuronideo. #p<0,05 em relacdo ao controle e *p<0,05 em relacdo ao colesterol 320

UM na auséncia do metabdlito (n = 6).
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7.4 Efeito dos metabdlitos de flavanonas na viabilidade celular avaliada pela

contagem de células

N&o foi observado aumento significativo no nimero de células nos grupos
tratados com as diferentes concentracGes dos metabolitos de flavanonas em relacdo ao
controle nos diferentes tempos de incubagédo (Figuras 9 e 10). Entretanto, no tempo de
incubacdo de 12h, foi observado uma diminuicdo significativa (p<0,05) no ndmero
celular entre 68% e 87% em células tratadas com AH nas concentragdes testadas em
relacdo ao controle (Figura 9). Também foi observado uma diminuicdo significativa no
numero celular em células tratadas com AHPP (10 uM e 100 uM) e Hsp7 (2 uM, 5 pM,

10 uM e 250 puM) em 12h de incubacdo (Figuras 9 e 10).
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Figura 9. Contagem de células Min6 ap6s tratamento dos &cidos hipdrico e 3-(4-
hidroxifenil)propiénico. A contagem celular foi analisada por Contador de células
automatico TC 10 BioRad. Tempo de incubacgdo (A) e (A)’ 6 h, (B) e (B)’ 12he (C) e
(C)’ 24 h. *p<0,05 em relagdo ao controle (n = 6).
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7.5 Efeito dos metabolitos de flavanonas sobre o estresse oxidativo em células Min6

tratadas com colesterol

7.5.1 Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica € um dos parametros analisados na ocorréncia de
estresse oxidativo. A alta concentragdo de malondialdeido (MDA) nas células € um
biomarcador conhecido de dano oxidativo. Células Min6 tratadas com colesterol
apresentaram niveis elevados de MDA (7 nmol de MDA/mg de proteina) quando
comparadas ao controle (0,31 nmol de MDA/mg de proteina) (Figuras 11 e 12). Entre
os metabolito de flavanonas, o AHPP apresentou o maior efeito antioxidante a partir de
5 UM (reducdo de 38%). No entanto, os metabolitos AH, Nar7 ¢ Hsp3’ atenuaram
significativamente (p<0,05) a peroxidacdo lipidica (Figuras 11A, 12A e 12B), entre

40% a 66%, a partir de 100 uM.
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Figura 11. Efeito dos acidos fendlicos na peroxidacéo lipidica em células Min6 tratadas
com 320 puM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A) acido hipdrico, (B) acido 3-(4-
hidroxifenil) propidnico. A peroxidagéo lipidica foi expressa como nM de MDA/mg de
proteina. #p<0,05 em relagdo ao controle e *p<0,05 em relacdo ao colesterol 320 uM na
auséncia do metabolito (n = 6).
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Figura 12. Efeito dos metabolitos de flavanonas glucuronidados na peroxidagdo lipidica
em células Min6 tratadas com 320 pM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A)
naringenina 7-glucuronideo, (B) hesperetina 3’-glucuronideo e (C) hesperetina 7-
glucuronideo. A peroxidagao lipidica foi expressa como nM de MDA/mg de proteina.
#p<0,05 em relagdo ao controle e *p<0,05 em relagdo ao colesterol 320 UM na auséncia

do metabdlito (n = 6).
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7.5.2 Peroxido de hidrogénio

A gquantificacdo da formacdo de peroxido de hidrogénio € um outro parametro
analisado na ocorréncia de estresse oxidativo. Observou-se que células Min6 tratadas
com colesterol apresentaram niveis aumentados de perdxido de hidrogénio (28 nmol
H.O,/L/mg proteina) quando comparadas ao controle (5 nmol H,O,/L/mg proteina)
(Figuras 13 e 14). Entretanto, todos os metabolitos de flavanonas reduziram
significativamente (p<0,05) a formacdo de perdxido de hidrogénio de forma
concentracdo-dependente a partir da menor concentracdo (2 uM). Entre os metabdlitos,

0 AH mostrou efeito antioxidante maior, apresentando reducdo de 40% na concentracdo

de 2 uM (Figura 13).
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Figura 13. Efeito dos acidos fendlicos na formacdo de perdxido de hidrogénio em
células Min6 tratadas com 320 uM de colesterol em 6 h de incubagdo. (A) &cido
hiparico, (B) acido 3-(4-hidroxifenil) propiénico. A formacdo de perdxido de
hidrogénio foi expressa como nmol H,O,/L/mg proteina. #p<0,05 em relacdo ao
controle e *p<0,05 em relacdo ao colesterol 320 UM na auséncia do metabdlito (n = 6).
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Figura 14. Efeito dos metabolitos de flavanonas glucuronidados na formacdo de
peroxido de hidrogénio em células Min6 tratadas com 320 uM de colesterol em 6 h de
incubagdo. (A) naringenina 7-glucuronideo, (B) hesperetina 3’-glucuronideo e (C)
hesperetina 7-glucuronideo. A formacao de perdxido de hidrogénio foi expressa como
nmol H,O,/L/mg proteina. #p<0,05 em relacdo ao controle e *p<0,05 em relacdo ao
colesterol 320 UM na auséncia do metabdlito (n = 6).
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7.5.3 Quantificacdo de anion superoxido

Células B-pancredticas tratadas com colesterol apresentaram aumento de anion
superdxido mitocondrial em 40% em comparacgdo ao controle (Figuras 15 e 16). Todos
0s metabdlitos de flavanonas protegeram contra a oxidacdo da MitoSox™ na

mitocondria ja a partir de 2 uM (entre 30% a 34%) (Figuras 15 e 16).
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Figura 15. Efeito dos 4cidos fenélicos na oxidagdo do MitoSox ™ Red em células Min6
tratadas com 320 uM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A) acido hipurico, (B) acido
3-(4-hidroxifenil)propionico. A oxidacdo do MitoSox'™ Red foi expressa como
RFU/mg de proteina. #p<0,05 em relacdo ao controle e *p<0,05 em relacdo ao
colesterol 320 UM na auséncia do metabolito (n = 6).
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Figura 16. Efeito dos metabolitos de flavanonas glucuronidados na oxidagdo do
MitoSox™ Red em células Min6 tratadas com 320 puM de colesterol em 6 h de
incubacdo. (A) naringenina 7-glucuronideo, (B) hesperetina 3’-glucuronideo e (C)
hesperetina 7-glucuronideo. A oxidacdo do MitoSox™ Red foi expressa como RFU/mg
de proteina. #p<0,05 em relacdo ao controle e *p<0,05 em relacdo ao colesterol 320 uM

na auséncia do (n = 6).
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7.5.4 Atividades de enzimas antioxidantes

O colesterol aumentou as atividades de SOD e GPx em 3 e 1,9 vezes,
respectivamente, quando comparado ao controle (Figuras 17, 18, 19 e 20). Os
metabolitos AHPP, Hsp3’ e Nar7 diminuiram a atividade de SOD a partir de 2 uM
(Figuras 17 e 18). Além disso, 0 AHPP, Hsp7 e Nar7 também diminuiram a atividade
de GPx a partir de 2 uM (Figuras 19 e 20). Entre os metabolitos, a Nar7 apresentou
diminuicdo maior das enzimas antioxidantes (em torno de 50% na concentracdo de 2
uM) (Figuras 18 e 20). Ao contrario dos outros metabdlitos, 0 AH aumentou a atividade
de GPx a partir da menor concentracao testada (Figura 19). Néo foi detectado atividade

da enzima catalase (CAT) nas células controle e tratadas.
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Figura 17. Efeito dos &cidos fenolicos na atividade de SOD em células Min6 tratadas
com 320 puM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A) acido hipdrico, (B) acido 3-(4-
hidroxifenil) propidnico. A atividade da SOD foi expressa como U/mg de proteina.

#p<0,05 em relacdo ao controle e *p<0,05 em relagdo ao colesterol 320 UM na auséncia
do metabdlito (n = 6).
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Figura 18. Efeito dos metabdlitos de flavanonas glucuronidados na atividade de SOD
em células Min6 tratadas com 320 pM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A)
naringenina 7-glucuronideo, (B) hesperetina 3’-glucuronideo e (C) hesperetina 7-
glucuronideo. A atividade da SOD foi expressa como U/mg de proteina. #p<0,05 em
relagdo ao controle e *p<0,05 em relagdo ao colesterol 320 UM na auséncia do

metabolito (n = 6).
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Figura 19. Efeito dos &cidos fendlicos na atividade de GPx em células Min6 tratadas
com 320 uM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A) acido hipdrico, (B) acido 3-(4-
hidroxifenil) propidnico. A atividade da GPx foi expressa como U/mg de proteina.
#p<0,05 em relagdo ao controle e *p<0.05 em relagéo ao colesterol 320 UM na auséncia

do metabolito (n = 6).
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Figura 20. Efeito dos metabdlitos de flavanonas glucuronidados na atividade de GPx em
ceélulas Min6 tratadas com 320 uM de colesterol em 6 h de incubagdo. (A) naringenina
7-glucuronideo, (B) hesperetina 3’-glucuronideo e (C) hesperetina 7-glucuronideo. A
atividade da GPx foi expressa como U/mg de proteina. #p<0,05 em relacdo ao controle
e *p<0.05 em relagdo ao colesterol 320 uM na auséncia do metabolito (n = 6).
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7.6 Efeito dos metabolitos de flavanonas na apoptose e necrose em células Min6

tratadas com colesterol

O tratamento com colesterol (320 pM) induziu a apoptose e necrose em 8% e
2%, respectivamente, em comparagdo ao controle (Figuras 21 e 22). A apoptose foi
prevenida de forma concentragdo-dependente a partir de 5 uM, em torno de 20%, a 50%
em 100 uM na presenca dos &cidos fenodlicos e dos metabdlitos de fase-I1 (Figuras 21 e
22). Além disso, os acidos fendlicos e os metabolitos glucuronidados Hsp3’ e Hsp7

preveniram a necrose ja a partir da menor concentracao.

(A) 2 Apoptose ( B) 1 Apoptose
10+ [ Necrose 10+ [ Necrose
# #
T -
8

= 1 ]
= 4 4 *
2y : 4
S B , B

2 $ s $ 2 R s S

1 2 L s L 1
0 Z |—| |_| |_| [—I 0 : I_l .l_l .[_1 Iﬁ

& N N N N N NS D D D D
\@\ \§ A § L\\§ § § & Q " /‘} AN N N
S S SIS & & & g & N
3
- v v v S > N S S & &
? > R R
Colesterol 320 pM ——— ——— Colesterol 320 uM

Figura 21. Efeito dos &cidos fendlicos na apoptose de células Min6 induzidas por
colesterol. Apoptose foi determinada pela analise de Anexina V. Os valores foram
expressos em porcentagem de células. (A) Acido hipdrico e (B) é&cido 3-(4-
hidroxifenil)propionico. #p<0.05 em relagdo ao controle, *p<0,05 em relagdo a
apoptose em células tratadas com 320 uM de colesterol na auséncia dos acidos
fendlicos, $p<0,05 em relacdo a necrose em células tratadas com 320 uM de colesterol
na auséncia dos acidos fenolicos. (n = 6).
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Figura 22. Efeito dos metabolitos de flavanonas na apoptose de células Min6 induzidas
por colesterol. Apoptose foi determinada pela anélise de Anexina V. Os valores foram
expressos em porcentagem de células. (A) Naringenina 7-glucuronideo, (B) Hesperetina
3’-glucuronideo, (C) Hesperetina 7-glucuronideo. #p<0.05 em relacdo ao controle,
*p<0,05 em relacdo a apoptose em células tratadas com 320 uM de colesterol na
auséncia dos acidos fendlicos, $p<0,05 em relacdo a necrose em células tratadas com
320 UM de colesterol na auséncia dos acidos fendlicos. (n = 6).
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7.7 Efeito dos metabolitos de flavanonas na funcdo mitocondrial em células Min6

tratadas com colesterol

O colesterol diminuiu em 40% o Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)
nas células Min6 (Figuras 23 e 24). A disfun¢do mitocondrial induzido por colesterol

foi prevenida pelos &cidos fendlicos e metabolitos glucuronidados em todas as

concentracgdes testadas (Figuras 23 e 24).
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Figura 23. Efeito dos acidos fendlicos na funcdo mitocondrial em células Min6 tratadas
com 320 uM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A) acido hipurico, (B) acido 3-(4-
hidroxifenil)propidnico. Os resultados do Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)
foram expressos como RFU/mg de proteina. #p<0,05 em relacdo ao controle e *p<0,05
em relacdo ao colesterol 320 pM na auséncia do metabdlito (n = 6).
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Figura 24. Efeito dos metabolitos de flavanonas glucuronidados na fungcdo mitocondrial
em células Min6 tratadas com 320 pM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A)
naringenina 7-glucuronideo, (B) hesperetina 3’-glucuronideo e (C) hesperetina 7-
glucuronideo. Os resultados do Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) foram
expressos como RFU/mg de proteina. #p<0,05 em relacdo ao controle e *p<0,05 em
relacdo ao colesterol 320 UM na auséncia do metabdlito (n = 6).
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7.8 Efeito dos metabolitos de flavanonas na secrecdo de insulina em células Min6
tratadas com colesterol
O efeito da glicose (25 mM) na secrecédo de insulina foi avaliado pelas células
no meio de cultura. Foi observado um aumento significativo em 4 vezes na secregéo de
insulina quando estimulado com glicose em compara¢do com células Min6 néo
estimuladas com glicose (insulina basal) (Figuras 25 e 26). O tratamento com colesterol
diminuiu a secrecdo de insulina basal e estimulado com glicose em 30% e 40%,
respectivamente. Entretanto, células tratadas com AHPP e Hsp7, na concentracdo de 5
UM, aumentaram a secrecdo de insulina ap6s estimulo com glicose em 12% quando
comparadas com células tratadas com colesterol (Figuras 25 e 26). Os acidos fendlicos e
o0s metabolitos de flavanonas, a partir da concentragdo de 2 uM, tiveram efeito positivo
na secrecdo de insulina basal, atingindo concentracdo de secrecdo de insulina

semelhante as células controle (ndo tratadas com colesterol).
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Figura 25. Efeito dos &cidos fenolicos na secrec¢do de insulina em células Min6 tratadas
com 320 uM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A) acido hipurico, (B) acido 3-(4-
hidroxifenil)propidnico. Os resultados de secrecdo de insulina foram expressos como
ng/mg proteina. #p<0,05 em relacdo ao controle apos estimulo com glicose (25 mM),
*p<0,05 em relacdo ao colesterol 320 uM na auséncia do metabolito apos estimulo com
glicose (25 mM), @<0,05 em relagdo ao controle na insulina basal, $<0,05 em relacéo
ao colesterol 320 M na auséncia do metabolito na insulina basal (n = 6).
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Figura 26. Efeito dos metabdlitos de flavanonas glucuronidados na secrecdo de insulina
em células Min6 tratadas com 320 pM de colesterol em 6 h de incubacdo. (A)
naringenina 7-glucuronideo, (B) hesperetina 3’-glucuronideo e (C) hesperetina 7-
glucuronideo. Os resultados de secre¢do de insulina foram expressos como ng/mg
proteina. #p<0,05 em relacdo ao controle apds estimulo com glicose (25 mM), *p<0,05
em relacdo ao colesterol 320 UM na auséncia do metabolito ap6s estimulo com glicose
(25 mM), @<0,05 em relagdo ao controle na insulina basal, $<0,05 em relacdo ao
colesterol 320 UM na auséncia do metabdlito na insulina basal (n = 6).
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7.9 Uptake celular dos metabolitos de flavanonas

Apo6s 6 h de incubacdo, nas concentracbes de 5 UM e 10 puM, todos os
metabolitos de fase-1I e o AH foram recuperados no meio celular e nas células . As
porcentagens de recuperacdo dos metabolitos detectados no interior da célula foram
15%, 19%, 0,17% e 0,22% para o AH, Nar7, Hsp3’ e Hsp7, respectivamente, na menor
concentracdo (Figura 27). Por outro lado, o AHPP nao foi identificado no meio celular e

na célula.
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Figura 27. Uptake celular e concentracdo no meio celular dos metabolitos de flavanonas
apos tratamento de 6 h de incubacdo na auséncia de colesterol. O uptake celular e
concentragdo no meio celular foi analisada por LC-MS. Acido hipurico (AH),
Naringenina 7-glucuronideo (Nar7), Hesperetina 3’-glucuronideo (Hsp3’), Hesperetina
7-glucuronideo (Hsp7) (n = 6).
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8. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito protetor in vitro dos principais
metabolitos das flavanonas, naringenina 7-glucuronideo, hesperetina 3'-glucuronideo e
hesperetina 7-glucuronideo e de seus principais catabdlitos, acido hipurico e acido 3-(4-
hidroxifenil) propiénico contra o estresse oxidativo induzido por colesterol nas células
[-pancredticas.

O colesterol é um dos fatores que desencadeiam 0 estresse oxidativo e
disfungdo na célula B-pancreéatica, gerando aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROs), como anion superoxido e peroxido de hidrogénio. O aumento das EROs
acarreta em comprometimento da funcdo celular, incluindo sintese e secrecdo de
insulina (Ishikawa et al., 2008; Dirkx et al., 2012). O estresse oxidativo € uma via
comum para varios tipos de danos, incluindo glucotoxicidade, lipotoxicidade e apoptose
celular (Li et al., 2013). No presente trabalho, os metabolitos de flavanonas e seus
catabolitos mostraram proteger as células B-pancreaticas in vitro contra a disfungéo
induzida pelo colesterol, e esse efeito pode estar associado as propriedades anti-
apoptoticas e antioxidantes desses compostos, além de sua capacidade de prevenir a
disfuncdo mitocondrial.

A linhagem celular de insulinoma INS-1 e Min6 tem sido utilizada como um
modelo experimental pela sua capacidade de secretar insulina sob concentracdes de
glicose fisioldgicas e a sua susceptibilidade a glicotoxicidade, tal como se encontra nas
células B-pancreaticas in vivo (Hohmeier et al., 2000; Skelin et al., 2010). No presente
estudo, as condi¢des para a indugdo do estresse oxidativo nas células B-pancredticas da
linhagem Min6 foi padronizado em 320 uM de colesterol e 6 h de incubagéo. Esta
concentracdo, apesar de induzir o estresse oxidativo, é fisioldgica e encontrada em

niveis circulantes, uma vez que valores de até 52 mM no plasma humano sdo
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considerados normais (Rauchhaus et al., 2003). Resutados semelhantes também foram
encontrados em outros estudos utilizando a mesma linhagem celular (Zhao et al., 2010 e
Carrasco-Pozo et al., 2015).

O estresse oxidativo induzido pelo colesterol acarretou em reducdo da
viabilidade celular, evidenciado pelo aumento de liberagdo de LDH e diminui¢do da
reducdo de MTT pela enzima mitocondrial succinato dehidrogenase no interior da
mitocondria (Fang et al., 2019), mostrando um comprometimento da fungéo celular e
mitocondrial. O efeito danoso do colesterol na funcdo mitocondrial também foi
estudado. Os resultados mostraram que o colesterol diminuiu o PMM, diminuindo a
capacidade de reter a rodamina 123, confirmando os resultados encontrados por
Carrasco-Pozo et al. (2015). Além disso, o colesterol aumentou o estresse oxidativo das
células Min6, promovendo a producdo de EROs e peroxidacéo lipidica. O radical &nion
superoxido € um precursor para a geracdo de outras EROs, que possui potencial elétrico
necessario para desencadear uma reacdo em cadeia oxidativa, como a peroxidagao
lipidica, tendo efeito danoso para a membrana celular e mitocondrial (Bogan et al.,
2012; Silvius 2003). De fato, as EROs podem induzir a peroxidacéo lipidica e romper o
arranjo da bicamada lipidica da membrana que pode inativar receptores de membrana e
enzimas, aumentando a permeabilidade do tecido (Birben et al., 2012).

Em resposta a alteracdo no potencial redox em nosso modelo, observou-se um
aumento da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e da glutationa
peroxidase (GPx), diminuindo assim a reatividade das EROs geradas (Tahara et al.,
2009), possivelmente pela ativacdo da via Keapl-Nrf2-ARE (Abdel-Magied et al.,
2019). Assim, a reducdo da viabilidade celular e da fungdo mitocondrial em celulas
tratadas com colesterol pode ser decorrente do aumento de anion superoxido e peroxido

de hidrogénio ocasionado pelo estresse oxidativo, como mostrado neste estudo,
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provavelmente pela inibi¢cdo enzimética do complexo | da cadeia de transporte de
elétrons | (Turrens, 2003). Este mecanismo foi proposto para rotenona e indometacina
que inibiram o complexo | na mitocdndria, aumentando anion superdxido (Murphy,
2009).

A diminuigdo da capacidade de reter a rodamina 123, ap6s o tratamento com
colesterol, confirma a alteracdo da fungdo mitocondrial, que por sua vez pode levar a
apoptose (Zhao et al., 2010). Essa disfuncdo mitocondrial pode induzir uma alteracdo no
poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial, um principal efeito para desencadear
a via da apoptose celular mediada pela liberacdo do citocromo c (Giorgio et al., 2013).
Além disso, o colesterol pode induzir a apoptose nas células p promovendo o estresse
oxidativo e a ativagdo da sinalizagdo de p38 MAPK (Lu et al., 2011). O efeito do
colesterol no status redox das células B causou degradacdo tanto na membrana
mitocondrial quanto na membrana plasmatica, podendo ter ativado assim a apoptose via
mitocondrial, 0 que explica o aumento da apoptose celular no grupo tratado com
colesterol, conforme observado neste estudo. Portanto, o tratamento com colesterol
diminuiu a viabilidade celular e aumentou a apoptose celular, sugerindo que a
mitocondria desempenha um papel vital na apoptose celular induzida por colesterol.

Considerando que a insulina € uma molécula chave em relagdo a homeostase
da glicose, o efeito do colesterol na secrecdo de insulina foi estudado, especificamente
em resposta a glicose. O colesterol prejudicou a capacidade dos granulos secretores de
insulina de responder a estimulos, alterando o tra4fico de membranas devido ao seu
efeito na rigidez de membrana, resultando em diminuicdo na secrecdo de insulina
(Bogan et al., 2012). O efeito danoso do colesterol na secregdo de insulina também foi
descrito em ilhotas de Langerhans isoladas de camundongos C57BL/6J e em células 3

pancreaticas INS-1, mostrando que o colesterol interage com dominios lipidicos da



73

membrana celular (Dirkx et al., 2012; Hao et al., 2007). Este dano na secrecdo de
insulina pode ter resultado em niveis elevados de superéxido e diminuicdo da
sensibilidade a insulina, causando um comprometimento da capacidade da secrecdo de
insulina pelas células p em suportar a homeostase de glicose (Miranda et al., 2005). As
alteracOes na acdo da insulina podem levar a condi¢éo de resisténcia insulinica. Ha uma
comprometimento a tolerancia a glicose a medida que os niveis de glicose no sangue
aumentam, podendo desencadear diabetes tipo 2 (Jellinger, 2007).

A hesperetina e a naringenina sdo polifendis encontrados em frutas citricas.
Elas sdo encontradas na corrente sanguinea principalmente como metabdlitos
conjugados de fase Il e &cidos fendlicos produzidos a partir da microbiota intestinal,
podendo reduzir o estresse oxidativo nas células B, melhorando sua fungdo (Crozier,
2009). Os metabdlitos da hesperetina alcancam concentracdo plasmatica méaxima (Cmax)
entre 0,2 a 1,6 umol/L ap6s 4-5 h da ingestdo de suco de laranja, enquanto que 0 Cpax
para a naringenina € bem menor (0,015 a 0,20 pmol/L) (Manach et al., 2003; Pascual-
Teresa et al., 2007; Mullen et al., 2008; Vallejo et al., 2010; Schér et al., 2015). J& para
os acidos fendlicos oriundos da acdo da microbiota sobre as flavanonas, foi encontrado
Cmax de 13 pumol/L, com o acido hipurico respondendo por 54% do total circulante
(Schér et al., 2015). Desta forma, do ponto de vista fisiologico, os acidos fendlicos e os
metabdlitos da fase Il das flavanonas sdo compostos biologicamente ativos em relacdo a
salde humana. Em nosso trabalho foi possivel observar que os metabdlitos de fase Il e
os &cidos fenolicos foram detectados no interior da célula, o que indica possivel
absorcao.

Neste estudo, os metabolitos de flavanonas e seus catabolitos protegeram as
células Min6 contra a perda da viabilidade celular induzida pelo colesterol. Efeito

semelhante foi observado em células Min6 tratadas com acido 3,4-dihidroxifenilacético,
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um metabolito de quercetina derivado da microbiota intestinal, atenuando a reducéo da
viabilidade celular induzida pelo colesterol (Carrasco-Pozo et al., 2015). Além disso, a
atenuacdo do estresse oxidativo, apoptose e disfuncdo mitocondrial por todos os
metabolitos foi evidenciada pela melhoria da viabilidade celular, fungdo mitocondrial,
reducdo das atividades de SOD e GPx, reducdo da peroxidacdo lipidica, &nion
superoxido e formagéo de peroxido de hidrogénio e melhora da secre¢éo de insulina.

E possivel que o efeito protetor dos metabdlitos das flavanonas contra a
peroxidacdo lipidica, anion superoxido e a queda das atividades das enzimas
antioxidantes possam estar relacionadas com sua capacidade de neutralizacdo de
radicais livres, atuando como antioxidantes direto no sequestro de radicais livres,
oriundos da peroxidacdo lipidica ou outras EROs, tais como o anion superoxido e
radical hidroxila geradas pela indugcdo do colesterol (Birben et al., 2012). Neste
contexto, a presenca dos metabdlitos no interior da célula reforca esta hipotese. Apesar
disso, a taxa de uptake celular de flavanonas in vitro pode nédo ser semelhante ao uptake
celular in vivo. In vitro, as células crescem na forma de monocamada. Por isso, elas
podem ser mais expostas aos metabolitos de flavanonas no meio de cultura. J& in vivo, a
quantidade dos metabolitos expostos as células pode ndo ser tdo alta quanto in vitro,
devido a superficie de crescimento limitada no ambiente celular (Pham, 2012).

De outra forma, os metabdlitos podem ter minimizado os efeitos do colesterol
sobre as enzimas do complexo | na mitocondria, agindo na protecdo mitocondrial,
diminuindo a producdo do anion superoxido. Esse mecanismo foi proposto para a
quercetina e a cianidina, o qual atenuaram a inibicdo da atividade do complexo |
mitocondrial, induzido por hipoxia e pela rotenona em linhagens celulares de coracao e
figado, respectivamente (Zholobenko et al., 2017 e Khailova et al., 2017), eventos

fortemente ligados a formacdo de EROs mitocondriais (Carrasco-Pozo et al., 2015).
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Ambos os mecanismos poderiam reduzir a geracdo de EROs, peroxidacdo lipidica e
apoptose nas células e, consequentemente, menor ativacdo da via Nrf2, evidenciada
pela reducdo da atividade das enzimas antioxidantes.

A reducdo no estresse oxidativo induzida pelos metabdlitos de flavanonas
provavelmente refletiu na melhora significativa da secregdo de insulina nas células 3-
pancreaticas, comprometida pelo estresse oxidativo. A naringina, um metabolito de
flavanona, também mostrou uma capacidade de prevenir a disfungdo e diabetes em
ilhotas de Langerhans, diminuindo a hiperglicemia e melhorando a disfuncéo das ilhotas
em camundongos diabéticos com deficiéncia de insulina (Lim et al., 2018).

Além do efeito protetor contra o estresse oxidativo, um outro fator observado
foi 0 aumento de mais de 100% na viabilidade celular em relacdo ao controle em células
tratadas com a maioria dos metabdlitos de flavanonas, nos maiores tempos de incubacao
e na auséncia de colesterol. O mecanismo deste efeito ainda é desconhecido. No
entanto, uma vez que néo foi observado aumento significativo na proliferacdo celular, o
aumento da viabilidade celular pode ser em decorréncia de aumento no nimero de
mitocdndrias celulares, o qual € analisado pelo método MTT. Varios polifendis, como o
resveratrol e a quercetina, demonstraram uma capacidade de ativar a Sirtuin 1 (SIRT1)
in vitro, que esta relacionado com a biogénese mitocondrial através da ativacdo da PGC-
1o mediada por deacetilagdo (Santos et al., 2018; Park et al., 2012). Deste modo, um
possivel aumento no nimero de mitocondrias nas células  pode estar relacionado com

melhora na fungéo celular.
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9. CONCLUSAO

Em conclusdo, os metabdlitos de flavanonas protegeram as células f-
pancreaticas contra o estresse oxidativo induzido pelo colesterol e reduziram os efeitos
em cadeia sobre a sua funcdo. O &cido 3-(4-hidroxifenil)propiénico e a hesperetina 7-
glucuronideo apresentaram efeito significativo reduzindo o estresse oxidativo induzido
pelo colesterol e aumentando a secrecdo de insulina ja nas menores concentracoes (2
UM e 5 uM), mostrando maior eficiéncia em comparacdo aos demais metabolitos. Além
disso, os metabdlitos de fase Il e seus catabolitos provenientes das flavanonas da
laranja, que s3o encontrados circulantes, apresentam acdo protetora nas células B,

podendo contribuir para reduzir as comorbidades.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - PROEX e também com apoio da
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP n° Processo

2018/03965-0 e 2018-26584-2).
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ANEXO 1. Aquisicdo de células da linhagem Min6 da espécie Mus musculus pelo
BCRJ

TERMO DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL BIOLOGICO
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TERMO DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL BIOLOGICO

Este Termo de Transferéncia de Material Biolégico (TTM) foi instituido para a remessa de material

biolégico com base nas seguintes premissas:

* O reconhecimento de que o intercdmbio do material biolégico realizado entre instituicdes de pesquisa
nas areas biolégicas e afins, sediadas no Brasil e no exterior, & fundamental para o avanco do

conhecimento.

* A garantia do cumprimento do disposto na legislagio nacional, em especial, no consentimento prévio

fundamentado e a reparticéo de beneficios, decorrentes do uso do material biolégico em questao.

* O cumprimento as exigéncias e/ou restrices estabelecidas pelo depositante do material a ser remetido,

quando houver.

Dados do Material Transferido
Célula: MIN-6
Cédigo BCRJ: 0293

Instituicdo Remetente

Nome: Banco de Células do Rio de Janeiro - BCRJ

Endereco: Rua Nossa Senhora das Gragas 50 — Parque Tecnoldgico de Xerém — Prédio 32
Xerém — Duque de Caxias, RJ — Brasil — CEP 25.250-020

Dados do Representante da Instituicdo Remetente
Nome: Antonio Martins Monteiro
Cargo: Curador

Instituicdo Destinataria
Nome: Universidade de S&o Paulo

Enderego completo: Av. Professor Lineu Prestes, 580, bloco 14. Bairro: Butanta. CEP:05508-000. Sao

Paulo-SP

Dados do Representante da Instituicdo Destinataria
Nome: Neuza Mariko Aymoto Hassimotto

Cargo: Docente

CPF: 759.809.759-34

As instituicoes signatérias, acima qualificadas, por meio de seus representantes devidamente
constituidos, comprometem-se a utilizar as amostras transferidas entre si de acordo com as seguintes

condigbes:

1. O material acima descrito & mantido no BCRJ sob a forma de depésito aberto, sem restricbes de
repasse ou utilizagdo por parte do depositante, e, portanto, podera ser utilizado pela instituicdo
destinatéria para o desenvolvimento de pPesquisa cientifica, assim como para potencial de uso econémico,

sendo que jamais ser4 utilizada para aplicagdo em humanos.
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2. Caso haja interesse em solicitagéo de patente a partir de amostra remetida com base neste Termo, a
instituicdo destinataria obriga-se a comunicar o fato a instituicdo remetente.

3. E vedado o inicio das atividades mencionadas no item anterior sem a observancia ao disposto na
legislagdo vigente, em especial, a obtengo das autorizagées especificas e da autorizagdo, por escrito,
emitida e assinada pelo representante legal do BCRJ.

4. As amostras somente poderéo ser repassadas a terceiros pela instituicdo destinataria com a assinatura
de novo TTM, firmado entre a instituicdo remetente original e a nova instituicdo destinataria.

5. A instituicdo destinatéria devera respeitar os termos deste TTM e nao sera considerada provedora do
material recebido.

6. Qualquer publicagdo advinda de utilizagéo ou de estudo da amostra remetida devera reconhecer
eXpressamente a origem do material, e conter créditos a instituicio remetente.

7. Séo de inteira responsabilidade da instituicdo remetente a identificacao e embalagem adequada do
material, e a realizagdo dos procedimentos de remessa segundo as regulamentagdes pertinentes a
classificagdo de risco biolégico e de contengdo do material a ser transferido, observando-se as
recomendagdes dos érgdos competentes, normas internacionais e legislagéo especifica do pais
destinatario.

8. Alinstituicao destinataria compromete-se a manter registros de toda a informagao associada ao material
remetido a partir do momento de seu recebimento, e responsabiliza-se pela veracidade e manutencgéo
adequada da rastreabilidade destas informagdes.

9. As instituigdes destinataria e remetente se isentam da responsabilidade em cumprir com os termos de
qualquer outro TTM associado ao material transferido que tenha sido acordado e assinado pelo
depositante antes de seu depésito no BCRJ.

10. O descumprimento do disposto neste TTM implicara a aplicagcéo das sangdes previstas na legislagéo
vigente.

11. O foro competente para a solugéo de controvérsias entre as instituicGes envolvidas neste TTM sera o]
da sede da instituicio remetente.

N |
7 b (@,
v 0

RepreLentante da Instituicdo Destinataria

Antonio Martins Monteiro
Representante da Instituicido Remetente
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DADOS DA CULTURA ENVIADA

0S: C.4138.17
Célula: MIN-6 Codigo BCRJ: 0293

-| Lote: 000652 Passagem: 44 Nivel de Biosseguranga: 2
CONTROLE DE QUALIDADE |

Teste microbiolégico: Negativo
Teste para avaliagéo da presenca de micoplasma: Negativo

Para maiores informagdes sobre o cultivo dessas células, consulte a ficha de dados (Data Sheet) em
nosso site (www.bcrj.org.br). Essa ficha foi enviada ao seu e-mail quando informamos sobre a entrega das
células.

DADOS DO TRANSPORTE

Data de saida: 01/08/2017 Validade do transporte: 04/08/2017 Apresentagéo: garrafa de 25 cm?

Meio de transporte: RPMI 1640 com Soro Fetal Bovino 5 %

PROCEDIMENTOS NECESSARIOS AO RECEBER A CULTURA

Ao receber as células, o operador deve fazer uma avaliagéo da garrafa por visualizagéo a olho nu. Turvagéo do
meio de cultivo pode indicar presenca de agentes contaminantes. Se isto ocorrer, entre em contato o mais breve
possivel com o BCRJ. No microscopio invertido deve-se avaliar as condicées da cultura. Se possivel, antes de
qualquer procedimento recomenda-se que as células sejam colocadas na estufa para repouso por 1a 2 horas.

E possivel que algumas linhagens celulares aderentes apresentem a ndo ades&o da monocamada devido aos

procedimentos de transporte. Caso isso ocorra, o cliente deve dissociar mecanicamente os grumos celulares, i

centrifugar e refazer o plaqueamento em outra garrafa que ficara na estufa por 1 — 2 horas e verificar a ades&o e
posterior proliferagéo.

Ap6s este periodo, proceder a tripsinizag&o ou troca do meio. No caso de troca do meio, como a tampa encontra-
se molhada, recomenda-se a substituigio da tampa a fim de evitar contaminagdes. Néo utilizar o meio de envio
no cultivo, este meio é somente para o transporte da célula.

O BCRJ prepara e mantém uma contraprova da cultura por aproximadamente 15 dias Uteis para qualquer

eventualidade que venha ocorrer com a cultura enviada. Em caso de perda da cultura, o cliente pode requisitar |

esta contraprova que sera entregue apenas com o custo de frete.

No caso de qualquer duvida, favor entrar em contato com o Banco de Células.




ANEXO 2. Ficha do aluno gerada pelo sistema administrativo da pés-graduacao

Fanus - Sistema Administrativo da Pés-Graduagao

ONOEDE

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

v FICHA DO ALUNO
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9131 - 8035091/1 - Sara Lima Anacleto

Email: sara.lima@usp.br

Data de Nascimento: 12/09/1991

Cédula de Identidade: RG - 36.444.877-5 - SP

Local de Nascimento: Estado de S&o Paulo

Nacionalidade: Brasileira

Graduagéo: Bacharela em Nutrigéo - Faculdade de Saude Publica - Universidade de S&o Paulo - S&o Paulo - Brasil
- 2017

Curso: Mestrado

Programa: Ciéncia dos Alimentos

Area: Bromatologia

Data de Matricula: 15/05/2017

Inicio da Contagem de Prazo: 15/05/2017

Data Limite para o Depésito: 18/11/2019

Orientador: Prof(a). Dr(a). Neuza Mariko Aymoto Hassimotto - 15/05/2017 até o presente. Email: aymoto@usp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 15/05/2017

Data de Aprovagédo no Exame de

Qualificagdo: Aprovado em 06/07/2018
Data do Depésito do Trabalho:

Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da

Banca:

Data de Aprovacao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 15/05/2017

Aluno matriculado no Regimento da Pds-Graduagao USP (Resolugéo n® 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 15/07/2019
Impresso em: 03/10/2019 21:16:47
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

Ny
one®

9131 - 8035091/1 - Sara Lima Anacleto

S i 2 Carga
Nome da Disciplina Inicio Término Horéaria Cred. Freq. Conc. Exc.
Bases Moleculares das Fun¢des Celulares (Instituto de Ciéncias Matricula
ICB5702-10/3 i medicas - Universidade de Sao Paulo) 07/08/2017  20/11/2017 225 0 . ) N cancelada

Introducéo a Espectrometria de Massas (Instituto de Quimica -

Universidade de S&o Paulo) 17/08/2017 18/10/2017 90 6 90 B N Concluida

QFL5727-3/3

. . . ? o . g Pré-
BMHs77g-1/1 Biologia Molecular: Concetos € Aplicagdes (Instituto de Ciéncias 150912917 1611012017 60 0 - - N matricula

Biomédicas - Universidade de Sao Paulo) ; :
indeferida

3 Minerais em Nutrigao: Distribuicdo Compartimental e Mecanismos . . Turma

FBAS5751-2/2 de Regulacao de sua Homeostase 07/11/2017  27/11/2017 30 0 N cancelada
FBA5896-7/2 Topicos em Ciéncia dos Alimentos e Nutrigao Il 17/11/2017 25/01/2018 30 2 100 A N Concluida
FBAS5870-8/1 Topicos em Ciéncia dos Alimentos e Nutriao | 26/02/2018 07/05/2018 30 0 - - N c“"a:‘c’;f:('j:\
FBA5728-4/6 Aprimoramento Pedagdgico 03/04/2018  30/04/2018 60 4 100 A N Concluida
FBA5756-1/2 Alergia Alimentar 21/05/2018 27/05/2018 30 2 100 A N Concluida

Nanotecnologia de Alimentos: Fundamentos e Avancos Recentes

QFLEA70:1/1 (Instituto de Quimica - Universidade de Séo Paulo)

23/07/2018 29/07/2018 30 2 100 A N Concluida

Métodos para Avaliacéo do Estado Nutricional de Populacoes Matricula

HINTS707:1/3 (Faculdade de Saude Publica - Universidade de Sao Paulo) S0iG2015  Delbazms S0 0 ’ ’ N cancelada

Aplicacao de Alimentos Probiodticos na Modulacao de Imunidade de
Mucosas
FBA5754-2/1 Atualizacao em Ciéncias Farmacéuticas 22/10/2018 28/10/2018 30 2 100 A N Concluida

Nutrigendmica e Programacao das Doencas Cronicas Nao-
Transmissiveis

FBT5788-1/3 06/08/2018  26/08/2018 60 4 100 A N Concluida

FBA5753-2/1 05/11/2018  11/11/2018 30 2 100 A N Concluida
Publicacao de trabalho original intitulado "Estimation of dietary

flavonoid intake of the Brazilian population: A comparison between

the USDA and Phenol-Explorer Databases Journal of Food

Atvidade do. composition and Analysis” publicado no Journal of Food 230012019 2300112019 - 2 - - - :
J Composition and Analysis em 23 de janeiro de 2019
(https://authors.elsevier.com/c1YV4-3AAyUShZv). Article reference
YJFCA3176 (1)
Créditos minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de Para depésito da
qualificagao dissertagao
Disciplinas: 0 25 26
|Estagios:
(Total: 0 25 26
Créditos Atribuidos a Dissertagédo: 71
Observacgoes:

1) Créditos atribuidos de acordo com o disposto no Artigo 65 do Regimento de Pds-Graduagao e aprovados pela Comissao de Pés-Graduagao,
em Sesséo de 13/03/2019.

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 15/07/2019
Impresso em: 03/10/2019 21:19:43
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ANEXO 3. Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes

Sara Lima Anacleto

@
@

Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/2115050440584733
Ultima atualizacao do curriculo em 05/10/2019

Resumo informado pelo autor

Mestranda em Ciéncia dos Alimentos pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-USP. Possui graduagao em Nutrigao
pela Universidade de Sao Paulo (2016). Possui certificado em Iniciagao Cientifica pela Faculdade de Ciéncias
Farmaceéuticas-USP (2013-2014), habilitagao em Tecnica de Nutrigao e Dietética pela ETEC Parque Belem (2011).
(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome

Sara Lima Anacleto

Dados pessoais

Nascimento

12/09/1991 - Sao Paulo/SP - Brasil

Formagdo académica/titulacéo

2017

2012 - 2016

2010-2011

Mestrado em Ciéncias dos Alimentos.

Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

com periodo sanduiche em University of California, Davis (Orientador: Dragan Milenkovic)

Titulo: Flavanonas de Citrus - mecanismos de prote¢ao de células B-pancreaticas submetidas ao estresse oxidativo

Orientador: Neuza Mariko Aymoto Hassimotto G
Bolsista do(a): Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo

Graduagao em Nutricao.

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Estimativa de Ingestéo de Flavonoides avaliada a partir de dados da POF e de Preparacdes Alimentares
Oferecidos em uma Unidade de Alimentacéo e Nutrigdo

Orientador: Neuza Mariko Aymoto Hassimotto

Ensino Profissional de nivel técnico . )
Etec Parque Belém - Centro Paula Souza, ETEC PQ BELEM, Brasil

Atuacgao profissional

1. Instituto da Crianca - Hospital das Clinicas da FMUSP - ICR-HC FMUSP

Vinculo
institucional

2016 - 2016

2016 - 2016

Vinculo: Estagiéria de nutricdo , Enquadramento funcional: Estagiaria de nutricdo na area de Nutricdo CI , Carga
horéria: 30, Regime: Parcial

Outras informacdes:

Atividades desenvolvidas: avaliacao nutricional inicial e sequencial dos bebés internados; participacao de reunides
clinicas e de pais com a equipe médica; verificacdo das prescricbes em cada leito; fechamento de indicadores e
estatistica mensal.

Vinculo: Estagiaria de nutricao , Enquadramento funcional: Estagiana nutricdo na area de Saude Publica , Carga
horaria: 30, Regime: Parcial

Qutras informagoes:

Atividades desenvolvidas: orientacao e atendimento nutricional para maes de recem-nascidos intemados no Centro
de Terapia Intensiva 1; orientacao para as maes sobre aleitamento materno e ordenha de leite matermo no Banco de
Leite Humano para estas maes; prescricao de dieta para os bebés recem-nascidos internados; supervisao da
administracao dos leites feita pela equipe de enfermagem; supervisao dos servicos e execucao das Boas Praticas no
Banco de Leite Humano; orientagao nutricional no momento da alta hospitalar.



2. GR Servicos e Alimentacao LTDA - GRSA
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Vinculo
institucional

2016 - 2016 Vinculo: Estagiaria de nutricdo , Enquadramento funcional: Estagiaria na area de Alimentacao Coletiva , Carga
horaria: 30, Regime: Parcial
Outras informacdes:
Atividades desenvolvidas: gestao e superviséo dos processos de producao de alimentacao e refeicdo do almogo e
jantar nos setores da cozinha; planejamento de cardapio; pedido de compra e controle de estoque; supervisao de
procedimentos de sanitizacao, temperatura de coc¢ao e de exposicao dos alimentos servidos no balcédo de
distribuigéo.

3. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP - FCF-USP

Vinculo
institucional

2013 -2014 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Atividade de Iniciac@o Cientifica , Carga horaria: 20, Regime:
Dedicacao exclusiva
QOutras informacoes:
Iniciagdo Cientifica em Ciéncias dos Alimentos com Projetos intitulados: "Efeitos do consumo materno e/ou patemo
de extrato de amora preta (Rubus spp.) nos marcadores antioxidantes da prole feminina submetida a carcinogénese
mamaria quimicamente induzida”; e "Efeito da radiacao ionizante no contetdo de fendlicos e capacidade
antioxidante de espinafre (Tetragonia expansa) minimamente processado”. Orientadora: Prof. Dra. Neuza Mariko
Aymoto Hassimotto. Bolsista pelo Programa Institucional de Bolsas de Iniciacéao Cientifica (PIBIC-CNPq)

4. Faculdade de Saude Publica - USP - FSP-USP

Vinculo
institucional

2016 - 2016 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Monitora pelo Programa Aluno Monitor , Carga horaria: 12, Regime:
Parcial
Outras informacdes:
Atividades desenvolvidas na disciplina HNT — 210 Avaliacé@o do Estado Nutricional - Noturno: orientag@o aos alunos
quanto as duvidas dos assuntos ministrados em aula; elaboracdo e tabulagao das listas de chamadas; tabula¢édo das
notas; suporte a distancia em atividades de ensino e aprendizagem da disciplina ministrada.

2016 - 2016 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Monitora pelo Programa Aluno Monitor , Carga horéria: 12, Regime:
Parcial
Outras informacdes:
Atividades desenvolvidas na disciplina HSA — 0125 Estrutura Fisica e Ergonomia para Produgéo de Refeigdes -
Notumo: orientaca@o aos alunos quanto as duividas dos assuntos ministrados em aula; elaboracao e tabulacao das
listas de chamadas; suporte presencial e a distancia em atividades de ensino e aprendizagem da disciplina
ministrada.

2012-2012 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Monitora pelo Programa Aluno Monitor , Carga horaria: 12, Regime:
Parcial
Qutras informacdes:
Atividades desenvolvidas na disciplina HNT — 203 Educacéo Nutricional - Noturno: orientacé&o aos alunos quanto as
davidas dos assuntos ministrados em aula; elaboracéo e tabulacgéo das listas de chamadas; suporte presencial e &
distancia em atividades de ensino e aprendizagem da disciplina ministrada.

5. Casa Civil do Estado de Sao Paulo - Centro de Convivéncia Infantil - CCI

Vinculo
institucional

2010 - 2011 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Estagiaria de técnica de nutricdo e dietética , Carga horaria: 30,
Regime: Parcial
Outras informacdes:
Atividades desenvolvidas: planejamento de cardapios; realizacao de encontros de nutricao e Oficinas Culinarias;
supervisao das Boas Praticas quanto a higiene e desinfeccdo do ambiente e dos utensilios; acompanhamento da
preparacao e distribuicao das refei¢cdes da cozinha e lactario; controle de temperatura de freezeres e geladeiras;
auxilio na organizagao de festas e eventos.



6. Atento Brasil SIA - ATENTO
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Vinculo
institucional

2010 - 2010

Enquadramento funcional: Teleoperadora , Carga horaria: 30, Regime: Parcial

Outras informacodes:

Atividades desenvolvidas: atendimento e venda de seguros de acidentes pessoais e carndes adicionais aos clientes
do banco Unibanco e Itau.

7. Etapa Educacional - ETAPA

Vinculo
institucional

2012 -2012

Idiomas
Inglés

Espanhol

Producao

Vinculo: Freelancer , Enquadramento funcional: Fiscal de prova no Curso ETAPA , Carga horéria: 12, Regime:
Parcial

Outras informacdes:

Atividades desenvolvidas: aplicacdo e fiscalizacéo de simulados, provas e atividades para alunos do curso ETAPA
preparatorio para o vestibular.

Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem

Compreende Razoavelmente , Fala Pouco , Escreve Pouco , Lé Razoavelmente

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos
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o ANACLETO, SARA L.; LAJOLO, FRANCO M.; HASSIMOTTO, NEUZA M.A.
Estimation of dietary flavonoid intake of the Brazilian population: A comparison between the USDA and Phenol-
Explorer databases. JOURNAL OF FOOD COMPOSITION AND ANALYSIS. =3, v.78, p.1 - 8, 2019.

Apresentacdo de trabalho e palestra

1

@ Anacleto, S. L.; Lajolo, F.M.; Hassimotto, N. A.
Estimation of dietary flavonoid intake from food preparations offered in a food service and the foodstuffs from
national demographic census, 2018. (Simpésio. Apresentacao de Trabalho)

. % Anacleto, S.L.; Kroon, P.; Needs, P.; Lajolo, F.M.; Hassimotto, N M.A.

Flavanone metabolites protect Pancreatic- cells Min6 line against oxidative stress induced by cholesterol,
2018. (Conferéncia ou palestra, Apresentacéo de Trabalho)

. @ Anacleto, S. L.; Lajolo, FM.; Hassimotto, N. A.

Estimation of dietary flavonoid intake from food preparations offered in a food service and the foodstuffs from
National Demographic Census, 2017. (Simpésio,Apresentacao de Trabalho)

. @ Anacleto, S. L.; Hassimotto, N. A.

Estimativa de ingestao de flavonoides avaliada a partir de dados da POF e de preparacdes alimentares
oferecidos em uma Unidade de Alimentacao e Nutricao, 2017. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

Anacleto, S. L.; Hassimotto, N. A.
Estimativa de Ingestao de Flavonoides avaliada a partir de dados da POF e de Preparacoes Oferecidas em
uma Unidade de Alimentacao e Nutricao, 2016. (Outra, Apresentacéo de Trabalho)

Anacleto, S. L.; Pires, V. C.; Ong, T. P,; Hassimotto, N. A.
Efeito do consumo materno e paterno de extrato de amora preta (Rubus spp.) nos marcadores antioxidantes
da prole feminina, 2014. (Simpdsio,Apresentacao de Trabalho)

Anacleto, S. L.; Lajolo, FM.; Hassimotto, N. A.
Acido protocateciico é extensamente metabolizado e atravessa a barreira hematoencefalica em modelo
animal, 2013. (Simpésio Apresentacao de Trabalho)

Anacleto, S. L.; LLORCA, C. R.; REZENDE, A. C. B.; LANDGRAF, M.; Hassimotto, N. A.
Efeito da radiacdo ionizante sobre o conteudo de flavonoides e capacidade antioxidante em espinafre
(Tetragonia expansa), 2013. (Simposio Apresentacao de Trabalho)
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Producao técnica

Demais producdes técnicas

1. Anacleto, S. L.; Milenkovic, D.; Hassimotto, N M.A.
Effect of citrus flavanones in Min6 cells under oxidative stress: Proteomic approach, 2019. (Relatério de
pesquisa)

2. Anacleto, S. L.; Hassimotto, N M.A.
Flavanonas de Citrus - mecanismos de protecao de células B-pancreaticas submetidas ao estresse oxidativo,
2018. (Relatorio de pesquisa)

3. Anacleto, S.L.; Pires, V.C.; Ong, T. P.; Hassimotto, N. A.
Efeitos do Consumo Materno e/ou Paterno de Extrato de Amora Preta (Rubus spp.) nos Marcadores
Antioxidantes da Prole Feminina Submetida a Carcinogénese Mamaria Quimicamente Induzida, 2014. (Relatorio
de pesquisa)

4. Anacleto, S.L.;LLORCA, C.R.;REZENDE, A. C. B.; Hassimotto, N. A.
Efeito da Radiacao lonizante no Contetido de Fendlicos e Capacidade Antioxidante de Espinafre (Tetragonia
expansa) Minimamente Processado, 2013. (Relatério de pesquisa)

Totais de produgao

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periodico
Apresentacdes de trabalhos (Conferéncia ou palestra)
Apresentacdes de trabalhos (Congresso)

Apresentacdes de trabalhos (Simpdsio)

[N RS

Apresentacdes de trabalhos (Outra)

Producao técnica

Relatorio de pesquisa 4

Eventos

Participagdes em eventos (congresso)
Participacdes em eventos (seminario)
Participacdes em eventos (Simpasio)

Participagdes em eventos (encontro)

AN N RW

Participacdes em eventos (outra)
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