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RESUMO 

ANACLETO, S. L. Flavanonas de Citrus - mecanismos de proteção de células β-

pancreáticas submetidas ao estresse oxidativo. 2020. 95f. Dissertação (mestrado) – 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

 

O colesterol está entre os fatores que induzem o estresse oxidativo nas células β-

pancreáticas, gerando aumento de espécies reativas de oxigênio tais como o ânion 

superóxido, acarretando em prejuízo na síntese e secreção de insulina. Uma maior oferta 

dietética de compostos bioativos, como as flavanonas da laranja, através de suas 

propriedades anti-inflamatória e antioxidante, poderiam reduzir o estresse oxidativo nas 

células β, melhorando sua função. Assim, o objetivo deste trabalho consiste em avaliar 

o efeito de metabólitos de flavanonas na proteção à função de células β-pancreáticas 

submetidas ao estresse oxidativo. Os metabólitos de flavanonas de fase-II avaliados 

foram naringenina 7-O-glucuronídeo, hesperetina 3’-O-glucuronídeo e hesperetina 7-O-

glucuronídeo e também dois catabólitos produzidos pela microbiota intestinal, o ácido 

hipúrico e o ácido 3-(4-hidroxifenil)propiônico, principais compostos circulantes após a 

ingestão da flavanona naringenina. As células foram analisadas quanto à viabilidade 

celular e modulação do estresse oxidativo. Inicialmente, foi padronizado as condições 

de 320 µM de colesterol e 6 h de incubação para a indução do estresse oxidativo nas 

células β da linhagem Min6. Os metabólitos de flavanonas não afetaram a viabilidade 

celular nas concentrações testadas (2 µM, 5 µM, 10 µM e 100 µM). O colesterol 

reduziu significativamente a viabilidade celular (em até 40%) em dose e tempo 

dependente, com melhora significativa na presença dos metabólitos. Ademais, os 

metabólitos de flavanonas reduziram o estresse oxidativo observado pela redução 

significativa (p<0,05) da peroxidação lipídica, ânion superóxido e peróxido de 

hidrogênio. Em resposta à redução de espécies reativas de oxigênio, observou-se 

redução na atividade superóxido dismutase (55% a 82%) e glutationa peroxidase (10% a 

53%), valores estes encontrados elevados com o colesterol. Ainda, a função 

mitocondrial e secreção de insulina foi melhorada com o tratamento com todos os 

metabólitos, além da redução na apoptose. Desta forma, observa-se que a melhora na 

função celular das células β-pancreáticas foi devido a ação antioxidante direta dos 

metabólitos de fase II e catabólitos de flavanonas, o que é reforçado pelo fato de 

detecção destes no interior da célula, com excessão do ácido 3-(4-hidroxifenil) 

propiônico, o qual não foi encontrado no meio e interior da célula. Assim, estes 

resultados demonstraram que os metabólitos de flavanonas protegeram as células β-

pancreáticas contra o estresse oxidativo induzido pelo colesterol, mitigando os efeitos 

em cadeia sobre a função das células β.  

 

 

Palavras-chave: citrus; células Min6; estresse oxidativo; colesterol; função de células 

β-pancreáticas; metabólitos de flavanonas.  

   



 
 

ABSTRACT 

ANACLETO, S. L. Citrus Flavanones - mechanisms of protection of pancreatic-β 

cells under oxidative stress. 2020. 95p. Dissertation (Master degree). School of 

Pharmaceutical Science, University of São Paulo. São Paulo, 2020. 

 

Cholesterol is one of the trigger of the oxidative stress in the pancreatic-β 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 β cells improving its function. Thus, the 

purpose of this project is evaluating the protection effect of flavanones on pancreatic-β 

cells under oxidative stress. The phase II 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 μM cholesterol and 6 h of incubation were 

standardized for the induction of oxidative stress in the β cells of the Min6 line. The 

flavanone metabolites did not affect cell viability at concentrations tested (2 µM, 5 µM , 

10 µM  e 100 µM). 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-β cells was observed, due to the direct antioxidant action of phase II 

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 II 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-β 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 

β-cell function. 

 

 

Key Words: citrus; Min6 cells; oxidative stress; cholesterol; pancreatic β-cell function; 

flavanone metabolites. 
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1. INTRODUÇÃO 

A resistência insulínica (RI) e a dislipidemia podem resultar em alteração e 

disfunção de células β-pancreáticas, devido ao aumento do processo inflamatório e do 

estresse oxidativo (Sharma et al., 2011; Araújo et al., 2006). Este cenário acarreta em 

prejuízo na síntese e secreção de insulina e redução da massa de células β, devido a 

apoptose celular, e consequente redução do número de ilhotas (Araújo et al., 2006; Li et 

al., 2006; Zhou et al., 2014; Fujimoto et al., 2009). Sendo assim, os compostos 

bioativos, como os flavonoides, presentes em vegetais e frutas, como a laranja, 

poderiam melhorar o estado fisiológico, através da redução do estresse oxidativo e do 

processo inflamatório pela sua atividade anti-inflamatória 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 saúde (Anacleto et al., 2019). 

Estudos demonstram que o consumo de suco de laranja ou de seus flavonoides isolados 

melhoram vários parâmetros inflamatórios e de estresse oxidativo, nos diversos tecidos, 

observados em quadros de RI e Diabetes tipo II (Ribeiro et al., 2017; Azzini et al., 

2017). 

Entretanto, os mecanismos que relacionam a síntese e a secreção de insulina sob 

a ação de um agente estressor, bem como a atuação dos compostos bioativos na melhora 

da função pancreática ainda são desconhecidos. Diante disso, propõe-se avaliar os 

efeitos protetores de metabólitos de flavanonas de laranja em células β-pancreáticas 

submetidas ao estresse oxidativo induzidas por colesterol. Neste estudo serão 

considerados os metabólitos de flavanonas, uma vez que as flavanonas da laranja são 

extensivamente metabolizadas e encontradas circulantes principalmente em sua forma 

conjugada ao ácido glicurônico e/ou grupamento sulfato, ou como ácidos fenólicos, 

catabólitos decorrentes da degradação pela microbiota intestinal.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Colesterol e estresse oxidativo em célula β-pancreática  

Além da RI, a dislipidemia, fatores inflamatórios e altos níveis de colesterol 

estão entre os causadores do estresse oxidativo nas células β-pancreáticas (Carrasco-

Pozo et al., 2015). Os mecanismos pelos quais o colesterol induz o estresse oxidativo 

nestas células ainda não estão bem elucidados. Observou-se que altas concentrações de 

colesterol diminuiu a secreção de insulina em ilhotas de ratos, fornecendo um novo 

mecanismo na relação entre hiperlipidemia e disfunção de células β-pancreáticas (Hao 

et al., 2007). Outros lipídeos, como o palmitato, também foram capazes de elevar o 

estresse oxidativo, levando a disfunção das células β-pancreáticas (Inoguchi et al., 

2005). 

O colesterol aumentou a produção de ânion superóxido (O2
•-
) mitocondrial pela 

inibição enzimática 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 acúmulo de elétrons na matriz mitocondrial, promovendo a 

produção de O2
•-
, devido ao aumento na concentração 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 prótons através da membrana mitocondrial interna cessa, 

diminuindo o potencial de membrana. Na ausência deste gradiente, o movimento de H
+
 

através da ATP sintase cessa, assim como a formação de ATP, induzindo a abertura do 

poro de transição de permeabilidade mitocondrial, levando a apoptose mediada pela 

liberação 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 produção 

de O2
• -

 pelo aumento da concentração de NADPH oxidases (Henriksen et al., 2011). 
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Além disso, houve uma associação entre a administração oral de colesterol a longo 

prazo e diminuição na atividade enzimática das deidrogenases mitocondriais, como a 

succinato deidrogenase e glicerofosfato deidrogenase, comprometendo sua função 

(Mikaelin et al., 1983). 

 

Figura 1. Ação do colesterol e da rotenona no complexo I da cadeia respiratória de 

elétrons na mitocôndria. (Adaptado de Tahara et al., 2009). 

 

A alteração do potencial redox da célula ativa a via de sinalização Keap1-Nrf2-

ARE, o qual modula a expressão de diversas enzimas do sistema de defesa antioxidante, 

tais como a superóxido 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 proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA 

(Birben et al, 2012; Figueira et al., 2013; Kowaltowski et al., 2009).  

O estresse oxidativo interfere na síntese de insulina, diminuindo a fosforilação 

da via Isl 1/PDX-1, prejudicando e diminuindo a síntese de insulina pelas células β-

pancreáticas (Figura 2) (Zhou et al., 2014; Fujimoto et al., 2009). Ainda, mudanças 

metabólicas nas células β-pancreáticas também podem ocorrer como resposta a diversos 

agentes estressores. Em apoptose de células β primárias, além de insulina, onze novas 

Cholesterol 
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proteínas foram secretadas, entre elas a alfa-1- glicoproteína ácida (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 pancreáticas 

apresentando disfunção na secreção de insulina e comprometimento da atividade 

oxidoredutase, identificou-se 262 proteínas secretadas, incluindo a AGP e a enzima 

aldolase frutose 1,6 bifosfato, bem como proteína ligadora de ácidos graxos, anexina A5 

e glutationa peroxidase 1 (Kuo et al.,  2016). A AGP é uma proteína de fase aguda 

secretada por diversos tecidos em resposta a um agente estressor, inflamação ou 

infecção e seu aumento no plasma geralmente está associado à síntese hepática. 

Contudo, sua expressão também foi observada em modelos de câncer de pâncreas, o que 

poderia ser considerado um possível biomarcador de dano pancreático (Fournier et al., 

2000). 
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Figura 2. Regulação e ativação da via de sinalização Keap1-Nrf2-ARE sob condições de 

estresse oxidativo e ativação da PI 3-quinase pela  glicose em célula β-pancreática. A PI 

3-quinase é ativada indiretamente pela glicose, que ativa a via Isl 1/PDX-1. A proteína 

Isl 1 ativa a PDX-1 que regula a expressão gênica para a síntese de insulina. Em 

condições de estresse oxidativo, o Nrf2 é ativado após degradação da Keap1 pela Sens2, 

com posterior fosforilação e translocação para o núcleo. O Nrf2 interage com o 

elemento de resposta antioxidante (ARE) e em coordenação com diversos co-fatores 

(Maf) induz a expressão de genes antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD) e 

a glutationa peroxidase (GPx). (Adaptado de Santos, 2014).   

 

2.2 Mecanismos protetores de flavonoides de citrus 

A redução do peso corpóreo, atividade física e uma maior oferta dietética de 

alimentos vegetais estão entre os métodos para atenuar as alterações e desordens 

causadas pela RI e dislipidemia (Harvey et al., 2012). Os vegetais possuem, além de 

nutrientes, compostos bioativos que podem auxiliar na promoção à saúde através de 

diversos mecanismos protetores, tais como atividade anti-inflamatória, ação 

antiproliferativa, antioxidante e inibição da apoptose. Alguns compostos bioativos, 
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principalmente os flavonoides, podem melhorar alguns parâmetros da RI e dislipidemia, 

reduzindo o estresse oxidativo das células β e aumentando a síntese de insulina, além de 

reduzir a apoptose (Sharma et al., 2011). 

Os flavonoides, por terem ação antioxidante, podem ter um efeito direto como 

antioxidante e indireto modulando a expressão de enzimas antioxidantes. Alguns 

estudos mostraram que o flavonoide quercetina, um dos principais flavonoides 

encontrado em boa parte dos alimentos como a cebola e maçã, além de reduzir o 

estresse oxidativo na célula, também melhorou a síntese de insulina (Li et al., 2013; 

Hossain et al., 2016; Cerf, 2013). Entretanto, há outros compostos bioativos dentro da 

classe de flavonoides que podem exercer ações semelhantes, dentre eles destacam-se os 

compostos pertencentes à subclasse flavanonas, que são encontrados principalmente em 

citrus como a laranja (Hossain et al., 2016).   

A laranja é o citrus de maior produção, de menor custo e o mais consumido 

pelo brasileiro (BRASIL, 2016), com uma prevalência de consumo médio de homens e 

mulheres de 7,1%, sendo a região sul a maior consumidora (~ 9,1%) (IBGE, 2011). A 

subclasse flavanona contribui com aproximadamente 32% da ingestão diária de 

flavonoides pela população brasileira, sendo a hesperidina e a narirutina os principais 

compostos dessa subclasse, fornecida principalmente pela laranja Pêra (91% do total) 

(Anacleto et al., 2019). Além da hesperidina e da narirutina, a neohesperidina e 

naringina são flavonoides minoritários encontrados em citrus (Ho et al., 2014).  

A naringenina mostrou aumentar significativamente a secreção de insulina e a 

expressão do transportador Glut2 de células β da linhagem INS-1, aumentando a 

sensibilidade a glicose, após exposição aguda e crônica a níveis elevados de glicose e 

sob condições glicotóxicas (Bhattacharya et al., 2014). Considerando que o estresse 

oxidativo é 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 os níveis de estresse 

oxidativo modulando a expressão de Nrf2 e aumentando a síntese de insulina via Isl 

1/PDX-1 (Carrasco-Pozo et al., 2015; Fu et al., 2013). Além disso, a naringenina 

modulou a expressão de diversos genes envolvidos na função e sobrevivência celular, 

tais como Caspase 3, proteína Bax e BCl2, estas duas últimas conhecidas como anti e 

pró-apoptóticas, respectivamente (Bhattacharya et al., 2014). A laranja, fonte de 

flavanonas, também reduziu o estresse oxidativo em cultura de células de fígado 

(HepG2) pela sua atividade antioxidante e pela indução de enzimas de fase II, como a 

glutationa peroxidase 1 (Jannat et al., 2016).  

A modulação da via Keap1-Nrf2-ARE poderia aumentar a expressão de 

enzimas antioxidantes reduzindo o estresse oxidativo. Neste caso, o próprio bioativo 

pode harmonizar o sistema, sendo ele próprio atuando como antioxidante direto. Ainda, 

a redução do estresse oxidativo em célula β pelas flavanonas, pode favorecer e estimular 

a via Isl 1/PDX-1 aumentando a síntese e secreção de insulina, melhorando a função das 

células β (Fu et al., 2013; Zhou et al., 2014).  

Carrasco-Pozo et al. (2015) relataram que o catabólito da quercetina oriundo da 

ação da microbiota intestinal, o ácido 3,4 dihidroxifenilacético, minimizou o estresse 

oxidativo induzido pelo colesterol em células da linhagem Min6 via Nrf2, 

reestabelecendo a secreção de insulina, prejudicada em 40% pelo estímulo do colesterol. 

Por outro lado, a quercetina também preservou a integridade das células pancreáticas 

em linhagem de células INS-1, potencializando a secreção de insulina e protegendo a 

função das células β contra o dano oxidativo, diminuindo a indução de H2O2 na célula 

(Youl et al., 2010).   
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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, metabolização e impacto sobre a microbiota intestinal. De maneira 

geral, as principais flavanonas da laranja, a hesperitina 7-glucoramnosídeo (hesperidina) 

e a naringenina 7-glucoramnosídeo (narirutina) não são transportadas pelo transportador 

de glicose SGLT1 ou hidrolisadas pelas β-glicosidases intestinais, devido a 

especificidade destes por flavonoides-hexosídeos e não glucoramnosídeos. Desta forma, 

as flavanonas de laranja são transportadas majoritariamente para o intestino grosso onde 

são hidrolisadas por β-ramnosidases bacterianas, liberando as respectivas agliconas que 

são então absorvidas. A naringenina e a hesperetina são então conjugadas por enzimas 

de fase II formando principalmente a naringenina 7-O-glucuronídeo, hesperetina 3’-O-

glucuronídeo e hesperetina 7-O-glucuronídeo através da ação da uridine-5’-diphosphate 

glucuronosyltransferases (UGT) nos enterócitos e/ou colonócitos ou no fígado (Crozier, 

2009; Pereira-Caro et al., 2014 e Del Rio et al., 2013).   

Além disso, a naringenina e a hesperetina, localizadas no lúmen intestinal, 

podem ser degradadas pela microbiota intestinal formando diversos ácidos fenólicos, 

principalmente o 3-(4-hidroxifenil) propiônico, que são absorvidos pelos colonócitos, 

podendo ser conjugados com a glicina, formando outros compostos como o ácido 

hipúrico (Rechner et al., 2004; Pereira-Caro et al., 2014) (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema da biotransformação 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 

ingestão (Vallejo et al., 2010; Tomás-Navarro et al., 2014). A hesperetina O-

glucuronídeo, um metabólito da hesperetina, foi encontrado circulante na corrente 

sanguínea com concentração de 922 ηmol, 50 vezes maior quando comparado à 

quercetina 3-O-rutinosídeo (Jaganath et al., 2006). Ainda, a concentração de hesperetina 

O-glucuronídeo-O-sulfato na urina de 24 h foi de 1,6 µmol, equivalente a 3,5% da 

ingestão, e  excreção de 61 ± 7 µmol de metabólitos de hesperetina e um total de 21 ± 2 

µmol de metabólitos de naringenina (Pereira-Caro et al., 2014). A concentração dos 
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ácidos fenólicos provenientes da ingestão de suco de laranja, dentre eles o ácido 3-(4-

hidoxifenil)propiônico, foi de 62 μmol (urina de 24 h), o que foi equivalente a 37% das 

flavanonas ingeridas após o consumo de suco de laranja (Del Rio et al., 2013). Assim, 

considerando o potencial das flavanonas e sua relação com a atividade biológica, a 

microbiota intestinal exerce papel fundamental na biodisponibilidade, tanto na formação 

de metabólitos de fase II, quanto na formação de compostos potencialmente ativos não 

presentes inicialmente na matriz alimentar, tais como os catabólitos oriundos de sua 

metabolização.  

Diante disso, considerando que as flavanonas são (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 β-pancreáticas e assim 

modular a síntese e secreção de insulina; (3) que a laranja em diversos modelos in vivo 

demonstram uma melhora no quadro de resistência à insulina; propõem-se avaliar os 

efeitos protetores in vitro de metabólitos de flavanonas e de seus catabólitos oriundos da 

microbiota intestinal em células β-pancreáticas submetidas ao estresse oxidativo. Deste 

modo, o consumo de laranja, poderia auxiliar na melhora das funções fisiológicas do 

pâncreas em relação à síntese e secreção de insulina (Bhattacharya et al., 2014). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O aumento do estresse oxidativo, observado em algumas desordens metabólicas, 

pode resultar na disfunção das células β-pancreáticas (Sharma et al., 2011), acarretando 

em alteração na secreção de insulina e redução da massa de células β, devido a apoptose 

celular, e consequentemente redução do número de ilhotas (Araújo et al., 2006; Li et al., 

2006). Os compostos bioativos, como os flavonóides, presentes em vegetais e frutas, 

como a laranja, poderiam melhorar a função pancreática, através da redução do estresse 

oxidativo e do processo inflamatório de leve intensidade observada em síndromes 

metabólicas, 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 saúde. Estudos demonstram que o consumo de suco de laranja 

ou de seus flavonoides isolados melhoram vários parâmetros inflamatórios e de estresse 

oxidativo observados em quadros de RI e Diabetes tipo II nos diversos tecidos (Ribeiro 

et al., 2017; Azzini et al., 2017).  

Entretanto, os mecanismos estressores que promovem a disfunção de células β-

pancreáticas, e como os compostos bioativos da dieta podem atuar na melhora da função 

pancreática ainda são desconhecidos. Diante disso, propõe-se avaliar os efeitos 

protetores de metabólitos de flavanonas em linhagem de células β-pancreáticas 

submetidas ao estresse oxidativo induzidas por colesterol, bem como mecanismos 

envolvidos. Neste estudo serão considerados os metabólitos de flavanonas, uma vez que 

as flavanonas da laranja são extensivamente metabolizadas e encontradas circulantes 

principalmente em sua forma conjugada a ácido glicurônico ou como ácidos fenólicos, 

catabólitos oriundos da degradação pela microbiota intestinal. As flavanonas em sua 

estrutura nativa não são encontradas circulantes, portanto não serão consideradas neste 

estudo. Assim, três metabólitos principais, naringenina 7-glucuronídeo (Nar7), 
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hesperetina 3’-glucuronídeo (Hsp3’) e hesperetina 7-glucuronídeo (Hsp7), e dois ácidos 

fenólicos, catabólitos oriundos da microbiota intestinal, os ácidos fenólicos ácido 3-(4-

hidroxifenil)propiônico (AHPP) e ácido hipúrico (AH) serão avaliados. As células da 

linhagem Min6 foram selecionadas para este estudo por apresentarem capacidade de 

secretar insulina sob concentrações de glicose fisiológicas e por apresentar 

susceptibilidade à glicotoxicidade, tal como se encontram nas células β-pancreáticas in 

vivo.  

Este estudo permitirá uma compreensão mais ampla e detalhada de como as 

flavanonas decorrentes da ingestão de suco de laranja podem exercer efeito protetor 

sobre as células β-pancreáticas e aliadas a outros parâmetros bioquímicos e fisiológicos 

podem auxiliar no entendimento dos mecanismos de proteção no desenvolvimento de 

doenças crônicas, tais como a RI e Diabetes.  
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4. HIPÓTESE DO ESTUDO 

 

Níveis elevados de colesterol induzem o estresse oxidativo em células β-

pancreáticas, gerando aumento de espécies reativas de oxigênio, como o ânion 

superóxido, acarretando em prejuízo na síntese e secreção de insulina e redução da 

massa de células β, devido a apoptose celular. Entretanto, os metabólitos de flavanonas 

de fase II naringenina 7-glucuronídeo, hesperetina 3’-glucuronídeo e hesperetina 7-

glucuronídeo e seus catabólitos ácido hipúrico e ácido 3-(4-hidroxifenil)propiônico 

provenientes da laranja podem ter um efeito protetor no quadro de estresse oxidativo em 

células β-pancreáticas, atenuando os efeitos danosos induzidos pelo colesterol.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

 
 

5. OBJETIVO GERAL 

 

5.1. Objetivo Geral 

Avaliar o efeito protetor de flavanonas de citrus em células β-pancreáticas 

submetidas ao estresse oxidativo.   
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6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

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 sódio, 4500 mg/L de glucose e 

1500 mg/L de bicarbonato de sódio, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino 

(FBS), 100 UI/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina em uma atmosfera 

humidificada a 95% e 5% de CO2. O ciclo de renovação do meio de cultura foi 

realizado de 2 a 3 vezes por semana. 

O colesterol utilizado foi um complexo de metil-β-ciclodextrina (Sigma 

C4951), um "colesterol solúvel em água" de acordo com o Certificado de Análise 

(proporção molar, 1:6 colesterol/metil-β-ciclodextrina) e foi tratado nas células.  

Os flavonoides naringenina 7-glucuronídeo, hesperetina 3’-glucuronídeo, 

hesperetina 7-glucuronídeo foram gentilmente fornecidos pelos pesquisadores Dr. Paul 

Kroon e Dr. Paul Needs do Quadram Institute, UK. Os ácidos fenólicos ácido 3-(4-

hidroxifenil)propiônico e ácido hipúrico foram adquiridos da Sigma-Aldrich. 

 

6.2 Indução do estresse oxidativo em células β-pancreáticas induzido por colesterol 

As células Min6 foram cultivadas em frasco de 75 cm
2 

e atingindo 70% de 

confluência foram plaqueadas em diferentes densidades de células, de acordo com cada 

ensaio, e incubadas durante 24 h para adesão. Após lavagem com PBS, as células foram 

incubadas na ausência (0 µM de colesterol) e/ou presença de colesterol (320 M) e na 

ausência de FBS para indução do estresse oxidativo juntamente com as flavanonas 
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naringenina 7-glucuronídeo, hesperetina 3’-glucuronídeo, hesperetina 7-glucuronídeo, e 

de seus catabólitos ácido 3-(4-hidroxifenil)propiônico e ácido hipúrico em diferentes 

concentrações (2 M, 5 M, 10 M e 100 M) por 6h (5% CO2, 37 ºC), de acordo com 

Zhao et al (2010). Os ensaios foram realizados em triplicata para as diferentes 

concentrações dos metabólitos de flavanonas, em duas diferentes passagens.  

 

6.3 Análise de viabilidade de células 

A viabilidade celular foi medida através do ensaio MTT 

(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) e pela quantificação de LDH (lactate 

dehydrogenase). 

 

6.3.1 Viabilidade celular pelo ensaio MTT 

As células Min6 foram plaqueadas em uma placa de 96 poços a uma densidade 

de 5 x 10
4
 células/poço 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 h e 24 h 

de incubação. Após o tratamento, os sobrenadantes foram recolhidos para a 

quantificação de LDH no meio de cultura. A análise de MTT baseia-se na conversão do 

MTT pela desidrogenase mitocondrial das células a uma coloração 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 análises foram realizadas em triplicata. Os 

resultados foram expressos como porcentagem de redução do MTT.  
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6.3.2 Viabilidade celular pela quantificação de LDH 

A quantificação de LDH, que é uma enzima intracelular ubíqua que é 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 incubação. O LDH foi 

quantificado no meio de cultura utilizando o CytoTox-ONE™, que se baseia na 

conversão da resazurina em resorufina fluorescente (λEx 560 nm e λEm 590 nm). As 

análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como 

porcentagem de liberação de LDH. 

 

6.4 Contagem celular 

As células Min6 foram cultivadas em frasco de 75 cm
2 

e atingindo 70% de 

confluência foram plaqueadas em placas de 48 poços a uma densidade de 1 x 10
5
 

células/poço e incubadas durante 24 h para adesão. Em seguida, foram incubadas na 

presença das flavanonas naringenina 7-glucuronídeo, hesperetina 3’-glucuronídeo, 

hesperetina 7-glucuronídeo, e de seus catabólitos ácido 3-(4-hidroxifenil)propiônico e 

ácido hipúrico em diferentes concentrações (2 M, 5 M, 10 M e 100 M) por 6h, 12h 

e 24h (5% CO2, 37 ºC), de acordo com Zhao et al (2010). Em seguida, a contagem total 

de células viáveis foi realizada nos diferentes tratamentos utilizando solução azul de 

tripan para a coloração das células e contador de células automático (BioRad TC20
TM

). 

Os ensaios foram realizados em triplicata e em duas diferentes passagens. Os resultados 

foram expressos como número de células/ml.  
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6.5 Avaliação do status redox celular 

 

6.5.1 Peroxidação lipídica 

As células foram plaqueadas em placas de 48 poços a uma densidade de 2 x 

10
7
 células/poço e tratadas de acordo com o item 6.2. A peroxidação lipídica foi 

avaliada utilizando um kit TBARS (Cayman Chemical). O malondialdeído (MDA) foi 

utilizado como padrão. As análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram 

expressos como ηmol MDA/mg de proteína. 

 

6.5.2 Peróxido de hidrogênio 

As células foram plaqueadas em placas de 48 poços a uma densidade de 2 x 10
5
 

células/poço e foram tratadas de acordo com o item 6.2. A produção de peróxido de 

hidrogênio foi medida utilizando um meio de reação contendo glicose, glutamina, Fenol 

red, éster de forbol acetato (PMA) e peroxidase. Após o tratamento, as células foram 

incubadas com o meio de reação em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 1 h. A 

absorbância foi medida em 600 nm em leitor de microplaca (Synergy HT, BioTek). As 

análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como ηmol 

H2O2/L/mg de proteína. 

 

6.5.3 Quantificação de ânion superóxido 

As células foram plaqueadas em placas de 24 poços a uma densidade de 2 x 

10
5
 células/poço. Após 24 h as células foram incubadas a 37 ºC por 30 min com 5 µM 

de MitoSox
TM 

Red. Após lavagem com PBS, as células foram tratadas de acordo com o 

item 6.2. A fluorescência foi medida em λEx 510 nm e λEm 580 nm em leitor de 

microplaca (Synergy HT, BioTek). O MitoSox
TM 

Red é um indicador de superóxido 
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mitocondrial. A produção de O2
- 

 mitocondrial  foi avaliada através da oxidação do 

MitoSox
TM 

Red, um fluorocromo lipofílico catiônico, que acumula na matriz 

mitocondrial (Li et al., 2007). As análises foram realizadas em triplicata. Os resultados 

foram expressos como RFU/mg de proteína. 

 

6.6 Enzimas antioxidantes 

As células foram plaqueadas em placas de 48 poços a uma densidade de 2 x 

10
7
 células/poço e tratadas de acordo com o item 6.2 e foram analisadas quanto a 

atividade das enzimas SOD, CAT e GPx e quantificação de proteína.  

 

6.6.1 Quantificação de proteína 

O conteúdo de proteínas das células Min6 após o tratamento foram 

quantificadas, a partir do preparo de homogenato das amostras, contendo o material 

biológico acrescido de tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,4, na proporção 1:2, em 

banho de gelo. A quantificação foi realizada utilizando o kit BCA Protein Assay da 

Thermo Fisher Scientific. As análises foram realizadas em triplicata. Este homogenato 

foi utilizado para a determinação da atividade de enzimas antioxidantes. 

 

6.6.2 Atividade de GPx  

A determinação da atividade glutationa peroxidase (GPx) foi realizada de 

acordo com Flohé e Gunzler (1984). O método baseia-se na oxidação da glutationa 

reduzida pelo peróxido de terbutila, catalisada pela GPx, gerando GSSG. Na presença 

da enzima e do cofator NADPH, a GSSG é imediatamente convertida à forma reduzida 

(GSH) pela glutationa redutase, com a oxidação concomitante do NADPH em NADP+ 

(Donadio, 2011; Nogueira, 2004). A leitura da absorbância foi realizada a 37ºC, durante 
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quatro minutos, a 340 nm, em leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek Instruments, 

Winooski, VT, USA). As análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram 

expressos como U/mg de proteína. 

 

6.6.3 Atividade de SOD 

A determinação da atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD) foi 

realizada segundo Ewing e Janero (1995) que se baseia em uma reação aeróbia entre 

NADH e metossulfato de fenazina, gerando o radical O2
•-
 sob pH não ácido. O nitroazul 

de tetrazólio (NBT) é utilizado como detector para avaliar dismutação do ânion 

superóxido através da redução do produto. A análise foi realizada a 26ºC, com leitura a 

cada 60 segundos a 560 nm, durante cinco minutos, em leitor de microplaca Synergy 

H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT, USA). As análises foram realizadas em 

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

 

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 decomposição de H2O2 pela CAT, através da leitura de absorbância a 240 

nm. Amostras de homogenato de células Min6 na concentração de 0,05 µg/µL de 

proteína foram adicionadas aos poços da placa de microtitulação de quartzo contendo 

140 µL de tampão de fosfato de potássio 50 mM, pH 7,4 com 10% de EDTA 1 mM e 40 

µL da solução de H2O2 30mM.  A análise foi realizada a 30 ºC, 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 proteína, a partir da curva padrão utilizando concentrações conhecidas de 
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CAT (14,17 a 0,44375 U CAT/mg de proteína) (Sigma, Cód. C9322). As análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

6.7 Análise de apoptose 

As células Min6 foram plaqueadas em placas de 48 poços a uma densidade de 

2 x 10
7
 células/poço e tratadas de acordo com o item 6.2. Após o tratamento, a apoptose 

foi avaliada através da coloração de anexina V-FITC e iodeto de propídio (PI), 

utilizando kit de detecção de apoptose FITC Annexin V Apoptosis detection kit (BD 

PharmingenTM, San José, CA, USA). A detecção de apoptose foi analisada por 

citometria de fluxo (BD FACSVerse Flow Cytometer, BD Biosciences, San José, CA, 

USA). As análises foram realizadas em triplicata.  Os resultados foram expressos como 

% de células. 

 

6.8 Análise da função mitocondrial 

 A função mitocondrial foi analisada pela medição do Potencial de Membrana 

Mitocondrial (PMM) utilizando rodamina 123, um fluorocromo lipofílico catiônico, que 

acumula na matrix mitocondrial. As células foram plaqueadas em placas de 24 poços a 

uma densidade de 2 x 10
5
 células/poço e foram tratadas de acordo com o item 6.2. Após 

lavagem com PBS, as células foram incubadas com 1 µg/ml de rodamina 123 a 37 ºC 

por 10 min. O acúmulo de rodamina na mitocôndria foi avaliada utilizando como 

controle 3 µM de trifeniltina, um indicador de poros de transição de permeabilidade da 

membrana mitocondrial (Halestrap, 2009). A fluorescência foi medida em λEx 500 nm e 

λEm 530 nm em leitor de microplaca (Synergy HT, BioTek). As análises foram 

realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como RFU/mg de proteína. 
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6.9 Análise de secreção de insulina 

Células Min6 foram plaqueadas a uma densidade de 1 x 10
6 

células/poço em 

placas de 48 poços e foram incubadas a 5% CO2 e 37 ºC em meio RPMI 1640 

modificado. Após 24h, as células foram incubadas na ausência (0 µM de colesterol) 

e/ou presença de colesterol (320 M) para indução do estresse oxidativo juntamente 

com as flavanonas naringenina 7-glucuronídeo, hesperetina 3’-glucuronídeo, 

hesperetina 7-glucuronídeo, e de seus catabólitos ácido 3-(4-hidroxifenil)propiônico e 

ácido hipúrico em diferentes concentrações (2 M, 5 M, 10 M e 100 M) por 6h (5% 

CO2, 37 ºC) em meio DMEM suplementado com 2 mM L-glutamina e 25 mM HEPES, 

pH 7,4 sem soro e glicose (Cultilab, São Paulo, SP). Em seguida, o sobrenadante foi 

coletado para análise de secreção de insulina basal sob 0 mM de glicose. As células 

foram então lavadas com PBS duas vezes e imediatamente foi adicionado meio DMEM 

com alta concentração de glicose (25 mM) sem soro por 1 h. Em seguida, o 

sobrenadante foi coletado para análise de secreção de insulina após estímulo com 

glicose. Os níveis de insulina no sobrenadante foram analisados utilizando kit ELISA 

(Rat Ultrasensitive Insulin ELISA kit) de acordo com as recomendações do fabricante. 

As análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como ng/mg 

de proteína. 

 

6.10 Uptake dos metabólitos de flavanonas 

 

6.10.1 Uptake celular e estabilidade no meio celular dos metabólitos de flavanonas 

As células Min6 foram plaqueadas em uma placa de 48 poços a uma densidade 

de 1 x 10
6
 células/poço e tratadas de acordo com o item 6.2 somente nas concentrações 

de 5 µM e 10 µM dos metabólitos de flavanonas. Após o tratamento, as células foram 
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centrifugadas a 1.500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi recolhido para a quantificação 

de metabólitos de flavanonas no meio celular e as células foram recolhidas e lavadas 

duas vezes com PBS para análise de uptake celular. As células foram extraídas com 2 

ml de metanol 70% com 0,1% ácido fórmico. O meio celular (400 µL) foi adicionada 

com 1.600 µL de metanol 100%. A célula e o meio celular foram passadas em vórtex e 

colocadas no gelo por 15 min. Em seguida, a célula e o meio celular foram então 

centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min e 10 min, respectivamente. Os sobrenadantes 

foram coletados, filtrados em filtro millex PVDF 0,45 µm (Millipore) para análise por 

LC-MS. As análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como 

porcentagem de recuperação. 

 

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

A quantificação dos metabólitos de flavanonas foi realizada em equipamento 

composto de espectrômetro de massa tipo EVOQ Elite triplo quadrupolo (Bruker 

Daltonics, Alemanha), acoplado a um cromatógrafo líquido modelo Nexera X2 

(Shimadzu, Japão) e interface de ionização por electron spray (ESI). Os metabólitos de 

flavanonas foram separados utilizando coluna Poroshell 2,7 µ (100 x 3 mm) 

(Phenomenex Ltd., Reino Unido). A coluna foi mantida a 25 ºC. O Sistema de fase 

móvel do solvente A (0,5% ácido fórmico em água) e do solvente B (0,5% ácido 

fórmico em acetonitrila) com fluxo de 0,5 ml/min proporcionou a separação dos 

metabólitos 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 injeção das 

amostras foi de 5 μl. Após a separação, os compostos foram ionizados para detecção por 

espectrometria de massa com ESI em modo negativo. A quantificação foi realizada 

usando modo MRM. A análise MS foi realizada segundo os parâmetros: Tipo de fonte 
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ionização por elétron spray, voltage do spray de 3.500 V, temperatura do cone de 350 

C, fluxo de gás do probe de 40 e do nebulizador de 50. A energia de colisão foi 

ajustada entre 10-15 V de acordo com o analito. O MRM de transição para a 

quantificação foi de m/z 446,8271,10 para Nar7; m/z 476,90113,0 para Hsp3’ e 

Hsp7; 178,0134,10 para o AH.  

      

6.11 Análise estatística 

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism, versão 7.0 

utilizando ANOVA one way, seguido de pós-teste Tukey. Os dados foram expressos 

como média e desvio padrão (± DP). Foram marcados em *, #, @ e $ valores com 

significância estatística (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 µM e 320 µM de colesterol, respectivamente, após 6 h de incubação (Figura. 4A). 

Já em células incubadas durante 12 h e 24 h, a redução na viabilidade celular ocorreu 

em concentrações acima de 80 µM e 40 µM de colesterol, respectivamente (Figura 4B e 

4C), de no máximo 45%, na maior concentração de colesterol (320 µM) (Figura 4C). 

Assim, de acordo com estes resultados, foi estabelecido a concentração de 320 M de 

colesterol e tempo de incubação de 6h, necessária para indução do estresse oxidativo em 

células Min6. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efeito do colesterol na viabilidade de células Min6. A viabilidade celular foi 

analisada por ensaio de MTT. Tempo de incubação (A) 6 h, (B) 12 h e (C) 24 h. 

*p<0,05 em relação ao controle (n = 6). 

 

 

 

 

(A) (B) (C) 
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7.2 Efeito dos metabólitos de flavanonas na viabilidade celular 

Observou-se aumento significativo na viabilidade celular nas células tratadas 

com o AH, em diferentes concentrações (5 µM, 10 µM e 100 µM) nos tempos de 

incubação de 12h e 24 h (Figura 5A e C) em relação ao controle. Por outro lado, 

observou-se um aumento superior a 130% (p<0,05), a partir de 100 µM, para o AHPP, 

principalmente em 6 h e 12 h de incubação (Figura 5). 

Além disso, nas células tratadas com os metabólitos glucuronidados observou-

se aumento superior a 140% na viabilidade celular em comparação ao controle em 12 h 

de incubação, na concentração de 100 µM (Figura 6), alcançando viabilidade superior a 

200% após 24 h de incubação. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito dos ácidos hipúrico e 3-(4-hidroxifenil)propiônico na viabilidade de 

células Min6. A viabilidade celular foi analisada por ensaio de MTT. Tempo de 

incubação (A) e (A)’ 6 h, (B) e (B)’ 12 h e (C) e (C)’ 24 h. *p<0,05 em relação ao 

controle (n = 6). 

 

(A) (B) (C) 

(A)’ (B)’ (C)’ 
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Figura 6. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na viabilidade de células 

Min6. A viabilidade celular foi analisada por ensaio de MTT. Tempo de incubação (A), 

(A)’ e (A)” 6 h, (B), (B)’ e (B)” 12 h e (C), (C)’ e (C)” 24 h. *p<0,05 em relação ao 

controle (n = 6). 

 

 

 

 

(A) (B) (C) 

(A)’ (B)’ (C)’ 

(A)” (B)” (C)” 
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7.3 Efeito dos metabólitos de flavanonas na viabilidade celular de células Min6 

tratadas com colesterol 

A exposição de células Min6 ao colesterol em 6 h de incubação diminuiu para 

47% a capacidade de redução de MTT e aumentou 35% a liberação de LDH para o 

meio, quando comparado ao controle (Figuras 7 e 8). Tais alterações foram atenuadas 

pela exposição aos ácidos fenólicos e compostos glucuronidados.  

Em ensaio de MTT, o AH e a Nar7, já na menor concentração, atenuaram 

significativamente (p<0,05) a diminuição da viabilidade celular induzida por colesterol 

em torno de 12% e 7%, respectivamente (Figuras 7A e 8A). Os demais metabólitos 

glucuronidados e o AHPP atenuaram (p<0,05) a redução da viabilidade celular induzida 

por colesterol a partir de 100 µM (Figuras 7 e 8). 

Todos os metabólitos reduziram (p<0,05) a liberação de LDH em concentração 

acima de 100 µM, com excessão da Hsp7 que já apresenta efeito a 2 µM, em torno de 

5% (Figura 8C).  
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Figura 7. Efeito dos ácidos fenólicos na diminuição da viabilidade celular induzida por 

colesterol em células Min6 com 6 h de incubação. A viabilidade celular foi analisada 

por ensaio de MTT e LDH. (A) e (A)’ ácido hipúrico, (B) e (B)’ ácido 3-(4-hidroxifenil) 

propiônico. #p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em relação ao colesterol 320 µM 

na ausência do metabólito (n = 6). 
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Figura 8. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na diminuição da 

viabilidade celular induzida por colesterol em células Min6 com 6 h de incubação. A 

viabilidade celular foi analisada por ensaio de MTT e LDH. (A) e (A)’ naringenina 7-

glucuronídeo, (B) e (B)’ hesperetina 3’-glucuronídeo e (C) e (C)’ hesperetina 7-

glucuronídeo. #p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em relação ao colesterol 320 

µM na ausência do metabólito (n = 6). 
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7.4 Efeito dos metabólitos de flavanonas na viabilidade celular avaliada pela 

contagem de células  

Não foi observado aumento significativo no número de células nos grupos 

tratados com as diferentes concentrações dos metabólitos de flavanonas em relação ao 

controle nos diferentes tempos de incubação (Figuras 9 e 10). Entretanto, no tempo de 

incubação de 12h, foi observado uma diminuição significativa (p<0,05) no número 

celular entre 68% e 87% em células tratadas com AH nas concentrações testadas em 

relação ao controle (Figura 9). Também foi observado uma diminuição significativa no 

número celular em células tratadas com AHPP (10 µM e 100 µM) e Hsp7 (2 µM, 5 µM, 

10 µM e 250 µM) em 12h de incubação (Figuras 9 e 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Contagem de células Min6 após tratamento dos ácidos hipúrico e 3-(4-

hidroxifenil)propiônico. A contagem celular foi analisada por Contador de células 

automático TC 10 BioRad. Tempo de incubação (A) e (A)’ 6 h, (B) e (B)’ 12 h e (C) e 

(C)’ 24 h. *p<0,05 em relação ao controle (n = 6). 
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Figura 10. Contagem de células Min6 após tratamento dos metabólitos de flavanonas 

glucuronidados. A contagem celular foi analisada por Contador de células automático 

TC 10 BioRad. Tempo de incubação (A), (A)’ e (A)” 6 h, (B), (B)’ e (B)” 12 h e (C), 

(C)’ e (C)” 24 h. *p<0,05 em relação ao controle (n = 6).  
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7.5 Efeito dos metabólitos de flavanonas sobre o estresse oxidativo em células Min6 

tratadas com colesterol 

 

7.5.1 Peroxidação lipídica 

A peroxidação lipídica é um dos parâmetros analisados na ocorrência de 

estresse oxidativo. A alta concentração de malondialdeído (MDA) nas células é um 

biomarcador conhecido de dano oxidativo. Células Min6 tratadas com colesterol 

apresentaram níveis elevados de MDA (7 ηmol de MDA/mg de proteína)  quando 

comparadas ao controle (0,31 ηmol de MDA/mg de proteína) (Figuras 11 e 12). Entre 

os metabólito de flavanonas, o AHPP apresentou o maior efeito antioxidante a partir de 

5 µM (redução de 38%). No entanto, os metabólitos AH, Nar7 e Hsp3’ atenuaram 

significativamente (p<0,05) a peroxidação lipídica (Figuras 11A, 12A e 12B), entre 

40% a 66%, a partir de 100 µM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efeito dos ácidos fenólicos na peroxidação lipídica em células Min6 tratadas 

com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) ácido hipúrico, (B) ácido 3-(4-

hidroxifenil) propiônico. A peroxidação lipídica foi expressa como ηM de MDA/mg de 

proteína. #p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em relação ao colesterol 320 µM na 

ausência do metabólito (n = 6).  
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Figura 12. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na peroxidação lipídica 

em células Min6 tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) 

naringenina 7-glucuronídeo, (B) hesperetina 3’-glucuronídeo e (C) hesperetina 7-

glucuronídeo. A peroxidação lipídica foi expressa como ηM de MDA/mg de proteína. 

#p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em relação ao colesterol 320 µM na ausência 

do metabólito (n = 6). 
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7.5.2 Peróxido de hidrogênio 

A quantificação da formação de peróxido de hidrogênio é um outro parâmetro 

analisado na ocorrência de estresse oxidativo. Observou-se que células Min6 tratadas 

com colesterol apresentaram níveis aumentados de peróxido de hidrogênio (28 ηmol 

H2O2/L/mg proteína)  quando comparadas ao controle (5 ηmol H2O2/L/mg proteína) 

(Figuras 13 e 14). Entretanto, todos os metabólitos de flavanonas reduziram 

significativamente (p<0,05) a formação de peróxido de hidrogênio de forma 

concentração-dependente a partir da menor concentração (2 µM). Entre os metabólitos, 

o AH mostrou efeito antioxidante maior, apresentando redução de 40% na concentração 

de 2 µM (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Efeito dos ácidos fenólicos na formação de peróxido de hidrogênio em 

células Min6 tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) ácido 

hipúrico, (B) ácido 3-(4-hidroxifenil) propiônico. A formação de peróxido de 

hidrogênio foi expressa como nmol H2O2/L/mg proteína. #p<0,05 em relação ao 

controle e *p<0,05 em relação ao colesterol 320 µM na ausência do metabólito (n = 6). 
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Figura 14. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na formação de 

peróxido de hidrogênio em células Min6 tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de 

incubação. (A) naringenina 7-glucuronídeo, (B) hesperetina 3’-glucuronídeo e (C) 

hesperetina 7-glucuronídeo. A formação de peróxido de hidrogênio foi expressa como 

nmol H2O2/L/mg proteína. #p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em relação ao 

colesterol 320 µM na ausência do metabólito (n = 6). 
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7.5.3 Quantificação de ânion superóxido 

Células β-pancreáticas tratadas com colesterol apresentaram aumento de ânion 

superóxido mitocondrial em 40% em comparação ao controle (Figuras 15 e 16). Todos 

os metabólitos de flavanonas protegeram contra a oxidação da MitoSox
TM 

na 

mitocôndria já a partir de 2 µM (entre 30% a 34%) (Figuras 15 e 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Efeito dos ácidos fenólicos na oxidação do MitoSox
TM 

Red em células Min6 

tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) ácido hipúrico, (B) ácido 

3-(4-hidroxifenil)propiônico. A oxidação do MitoSox
TM 

Red foi expressa como 

RFU/mg de proteína. #p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em relação ao 

colesterol 320 µM na ausência do metabólito (n = 6). 
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Figura 16. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na oxidação do 

MitoSox
TM 

Red em células Min6 tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de 

incubação. (A) naringenina 7-glucuronídeo, (B) hesperetina 3’-glucuronídeo e (C) 

hesperetina 7-glucuronídeo. A oxidação do MitoSox
TM

 Red foi expressa como RFU/mg 

de proteína. #p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em relação ao colesterol 320 µM 

na ausência 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 

metabólitos AHPP, Hsp3’ e Nar7 diminuíram a atividade de SOD a partir de 2 µM 

(Figuras 17 e 18). Além disso, o AHPP, Hsp7 e Nar7 também diminuíram a atividade 

de GPx a partir de 2 µM (Figuras 19 e 20). Entre os metabólitos, a Nar7 apresentou 

diminuição maior das enzimas antioxidantes (em torno de 50% na concentração de 2 

µM) (Figuras 18 e 20). Ao contrário dos outros metabólitos, o AH aumentou a atividade 

de GPx a partir da menor concentração testada (Figura 19). Não foi detectado atividade 

da enzima catalase (CAT) nas células controle e tratadas. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efeito dos ácidos fenólicos na atividade de SOD em células Min6 tratadas 

com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) ácido hipúrico, (B) ácido 3-(4-

hidroxifenil) propiônico. A atividade da SOD foi expressa como U/mg de proteína. 

#p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em relação ao colesterol 320 µM na ausência 

do metabólito (n = 6). 
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Figura 18. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na atividade de SOD 

em células Min6 tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) 

naringenina 7-glucuronídeo, (B) hesperetina 3’-glucuronídeo e (C) hesperetina 7-

glucuronídeo. A atividade da SOD foi expressa como U/mg de proteína. #p<0,05 em 

relação ao controle e *p<0,05 em relação ao colesterol 320 µM na ausência do 

metabólito (n = 6). 
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Figura 19. Efeito dos ácidos fenólicos na atividade de GPx em células Min6 tratadas 

com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) ácido hipúrico, (B) ácido 3-(4-

hidroxifenil) propiônico. A atividade da GPx foi expressa como U/mg de proteína. 

#p<0,05 em relação ao controle e *p<0.05 em relação ao colesterol 320 µM na ausência 

do metabólito (n = 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na atividade de GPx em 

células Min6 tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) naringenina 

7-glucuronídeo, (B) hesperetina 3’-glucuronídeo e (C) hesperetina 7-glucuronídeo. A 

atividade da GPx foi expressa como U/mg de proteína. #p<0,05 em relação ao controle 

e *p<0.05 em relação ao colesterol 320 µM na ausência do metabólito (n = 6). 
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7.6 Efeito dos metabólitos de flavanonas na apoptose e necrose em células Min6 

tratadas com colesterol 

O tratamento com colesterol (320 µM) induziu a apoptose e necrose em 8% e 

2%, respectivamente, em comparação ao controle (Figuras 21 e 22). A apoptose foi 

prevenida de forma concentração-dependente a partir de 5 µM, em torno de 20%, a 50% 

em 100 µM na presença dos ácidos fenólicos e dos metabólitos de fase-II (Figuras 21 e 

22). Além disso, os ácidos fenólicos e os metabólitos glucuronidados Hsp3’ e Hsp7 

preveniram a necrose já a partir da menor concentração.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efeito dos ácidos fenólicos na apoptose de células Min6 induzidas por 

colesterol. Apoptose foi determinada pela análise de Anexina V. Os valores foram 

expressos em porcentagem de células. (A) Ácido hipúrico e (B) ácido 3-(4-

hidroxifenil)propiônico. #p<0.05 em relação ao controle, *p<0,05 em relação a 

apoptose em células tratadas com 320 µM de colesterol na ausência dos ácidos 

fenólicos, $p<0,05 em relação a necrose em células tratadas com 320 µM de colesterol 

na ausência dos ácidos fenólicos. (n = 6). 
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Figura 22. Efeito dos metabólitos de flavanonas na apoptose de células Min6 induzidas 

por colesterol. Apoptose foi determinada pela análise de Anexina V. Os valores foram 

expressos em porcentagem de células. (A) Naringenina 7-glucuronídeo, (B) Hesperetina 

3’-glucuronídeo, (C) Hesperetina 7-glucuronídeo. #p<0.05 em relação ao controle, 

*p<0,05 em relação a apoptose em células tratadas com 320 µM de colesterol na 

ausência dos ácidos fenólicos, $p<0,05 em relação a necrose em células tratadas com 

320 µM de colesterol na ausência dos ácidos fenólicos. (n = 6). 
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7.7 Efeito dos metabólitos de flavanonas na função 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 disfunção mitocondrial induzido por colesterol 

foi prevenida pelos ácidos fenólicos e metabólitos glucuronidados em todas as 

concentrações testadas (Figuras 23 e 24).  

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Efeito dos ácidos fenólicos na função mitocondrial em células Min6 tratadas 

com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) ácido hipúrico, (B) ácido 3-(4-

hidroxifenil)propiônico. Os resultados do Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) 

foram expressos como RFU/mg de proteína. #p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 

em relação ao colesterol 320 µM na ausência do metabólito (n = 6).  
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Figura 24. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na função mitocondrial 

em células Min6 tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) 

naringenina 7-glucuronídeo, (B) hesperetina 3’-glucuronídeo e (C) hesperetina 7-

glucuronídeo. Os resultados do Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) foram 

expressos como RFU/mg de proteína. #p<0,05 em relação ao controle e *p<0,05 em 

relação ao colesterol 320 µM na ausência do metabólito (n = 6).   
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7.8 Efeito dos metabólitos de flavanonas na secreção de insulina em células Min6 

tratadas com colesterol 

O efeito da glicose (25 mM) na secreção de insulina foi avaliado pelas células β 

no meio de cultura. Foi observado um aumento significativo em 4 vezes na secreção de 

insulina quando estimulado com glicose em comparação com células Min6 não 

estimuladas com glicose (insulina basal) (Figuras 25 e 26). O tratamento com colesterol 

diminuiu a secreção de insulina basal e estimulado com glicose em 30% e 40%, 

respectivamente. Entretanto, células tratadas com AHPP e Hsp7, na concentração de 5 

µM, aumentaram a secreção de insulina após estímulo com glicose em 12% quando 

comparadas com células tratadas com colesterol (Figuras 25 e 26). Os ácidos fenólicos e 

os metabólitos de flavanonas, a partir da concentração de 2 µM, tiveram efeito positivo 

na secreção de insulina basal, atingindo concentração de secreção de insulina 

semelhante às células controle (não tratadas com colesterol).   

 

 

 

 

 

Figura 25. Efeito dos ácidos fenólicos na secreção de insulina em células Min6 tratadas 

com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) ácido hipúrico, (B) ácido 3-(4-

hidroxifenil)propiônico. Os resultados de secreção de insulina foram expressos como 

ng/mg proteína. #p<0,05 em relação ao controle após estímulo com glicose (25 mM), 

*p<0,05 em relação ao colesterol 320 µM na ausência do metabólito após estímulo com 

glicose (25 mM), @<0,05 em relação ao controle na insulina basal, $<0,05 em relação 

ao colesterol 320 µM na ausência do metabólito na insulina basal  (n = 6).  
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Figura 26. Efeito dos metabólitos de flavanonas glucuronidados na secreção de insulina 

em células Min6 tratadas com 320 µM de colesterol em 6 h de incubação. (A) 

naringenina 7-glucuronídeo, (B) hesperetina 3’-glucuronídeo e (C) hesperetina 7-

glucuronídeo. Os resultados de secreção de insulina foram expressos como ng/mg 

proteína. #p<0,05 em relação ao controle após estímulo com glicose (25 mM), *p<0,05 

em relação ao colesterol 320 µM na ausência do metabólito após estímulo com glicose 

(25 mM), @<0,05 em relação ao controle na insulina basal, $<0,05 em relação ao 

colesterol 320 µM na ausência do metabólito na insulina basal (n = 6).   
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7.9 Uptake celular dos metabólitos de flavanonas 

Após 6 h de incubação, nas concentrações de 5 µM e 10 µM, todos os 

metabólitos de fase-II e o AH foram recuperados no meio celular e nas células β. As 

porcentagens de recuperação dos metabólitos detectados no interior da célula foram 

15%, 19%, 0,17% e 0,22% para o AH, Nar7, Hsp3’ e Hsp7, respectivamente, na menor 

concentração (Figura 27). Por outro lado, o AHPP não foi identificado no meio celular e 

na célula.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Uptake celular e concentração no meio celular dos metabólitos de flavanonas 

após tratamento de 6 h de incubação na ausência de colesterol. O uptake celular e 

concentração no meio celular foi analisada por LC-MS. Ácido hipúrico (AH), 

Naringenina 7-glucuronídeo (Nar7), Hesperetina 3’-glucuronídeo (Hsp3’), Hesperetina 

7-glucuronídeo (Hsp7)  (n = 6). 
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8. DISCUSSÃO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito protetor in vitro dos principais 

metabólitos das flavanonas, naringenina 7-glucuronídeo, hesperetina 3'-glucuronídeo e 

hesperetina 7-glucuronídeo e de seus principais catabólitos, ácido hipúrico e ácido 3-(4-

hidroxifenil) propiônico contra o estresse oxidativo induzido por colesterol nas células 

β-pancreáticas. 

O colesterol é um dos fatores que desencadeiam o estresse oxidativo e 

disfunção na célula β-pancreática, gerando aumento de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), como ânion superóxido e peróxido de hidrogênio. O aumento das EROs  

acarreta em comprometimento da função celular,  incluindo síntese e secreção de 

insulina (Ishikawa et al., 2008; Dirkx et al., 2012). O estresse oxidativo é uma via 

comum para vários tipos de danos, incluindo glucotoxicidade, lipotoxicidade e apoptose 

celular (Li et al., 2013). No presente trabalho, os metabólitos de flavanonas e seus 

catabólitos mostraram proteger as células β-pancreáticas in vitro contra a disfunção 

induzida pelo colesterol, e esse efeito pode estar associado às propriedades anti-

apoptóticas e antioxidantes desses compostos, além de sua capacidade de prevenir a 

disfunção mitocondrial. 

A linhagem celular de insulinoma INS-1 e Min6 tem sido utilizada como um 

modelo experimental pela sua capacidade de secretar insulina sob concentrações de 

glicose fisiológicas e a sua susceptibilidade à glicotoxicidade, tal como se encontra nas 

células β-pancreáticas in vivo (Hohmeier et al., 2000; Skelin et al., 2010). No presente 

estudo, as condições para a indução do estresse oxidativo nas células β-pancreáticas da 

linhagem Min6 foi padronizado em 320 µM de colesterol e 6 h de incubação. Esta 

concentração, apesar de induzir o estresse oxidativo, é fisiológica e encontrada em 

níveis circulantes, uma vez que valores de até 5,2 mM no plasma humano são 
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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 redução da 

viabilidade celular, evidenciado pelo aumento de liberação de LDH e diminuição da 

redução de MTT pela enzima mitocondrial succinato dehidrogenase no interior da 

mitocôndria (Fang et al., 2019), mostrando um comprometimento da função celular e 

mitocondrial. O efeito danoso do colesterol na função 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 produção de EROs e peroxidação lipídica. O radical ânion 

superóxido é um precursor para a geração de outras EROs, que possui potencial elétrico 

necessário para desencadear uma reação em cadeia oxidativa, como a peroxidação 

lipídica, tendo efeito danoso para a membrana celular e mitocondrial (Bogan et al., 

2012; Silvius 2003). De fato, as EROs podem induzir a peroxidação lipídica e romper o 

arranjo da bicamada lipídica da membrana que pode inativar receptores de membrana e 

enzimas, aumentando a permeabilidade do tecido (Birben et al., 2012). 

Em resposta à alteração no potencial redox em nosso modelo, observou-se um 

aumento da atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e da glutationa 

peroxidase (GPx), diminuindo assim a reatividade das EROs geradas (Tahara et al., 

2009), possivelmente pela ativação da via Keap1-Nrf2-ARE (Abdel-Magied et al., 

2019). Assim, a redução da viabilidade celular e da função mitocondrial em células 

tratadas com colesterol pode ser decorrente do aumento de ânion superóxido e peróxido 

de hidrogênio ocasionado pelo estresse oxidativo, como mostrado neste estudo, 
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provavelmente pela inibição enzimática do complexo I da cadeia de transporte de 

elétrons I (Turrens, 2003). Este mecanismo foi proposto para rotenona e indometacina 

que inibiram o complexo I na mitocôndria, aumentando ânion superóxido (Murphy, 

2009). 

A diminuição da capacidade de reter a rodamina 123, após o tratamento com 

colesterol, confirma a alteração da função mitocondrial, que por sua vez pode levar à 

apoptose (Zhao et al., 2010). Essa disfunção mitocondrial pode induzir uma alteração no 

poro de transição da permeabilidade mitocondrial, um principal efeito para desencadear 

a via da apoptose celular mediada pela liberação do citocromo c (Giorgio et al., 2013). 

Além disso, o colesterol pode induzir a apoptose nas células β promovendo o estresse 

oxidativo e a ativação da sinalização de p38 MAPK (Lu et al., 2011). O efeito do 

colesterol no status redox das células β causou degradação tanto na membrana 

mitocondrial quanto na membrana plasmática, podendo ter ativado assim a apoptose via 

mitocondrial, o 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 

mitocôndria desempenha um papel vital na apoptose celular induzida por colesterol. 

Considerando que a insulina é uma molécula chave em relação à homeostase 

da glicose, o efeito do colesterol na secreção de insulina foi estudado, especificamente 

em resposta à glicose. O colesterol prejudicou a capacidade dos grânulos secretores de 

insulina de responder a estímulos, alterando o tráfico de membranas devido ao seu 

efeito na rigidez de membrana, resultando em diminuição na secreção de insulina 

(Bogan et al., 2012). O efeito danoso do colesterol na secreção de insulina também foi 

descrito em ilhotas de Langerhans isoladas de camundongos C57BL/6J e em células β 

pancreáticas INS-1, mostrando que o colesterol interage com domínios lipídicos da 
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membrana celular (Dirkx et al., 2012; Hao et al., 2007). Este dano na secreção de 

insulina pode ter resultado em níveis elevados de superóxido e diminuição da 

sensibilidade à insulina, causando um comprometimento da capacidade da secreção de 

insulina pelas células β em suportar a homeostase de glicose (Miranda et al., 2005). As 

alterações na ação da insulina podem levar à condição de resistência insulínica. Há uma 

comprometimento à tolerância à glicose a medida que os níveis de glicose no sangue 

aumentam, podendo desencadear diabetes tipo 2 (Jellinger, 2007).  

A hesperetina e a naringenina são polifenóis encontrados em frutas cítricas. 

Elas são encontradas na corrente sanguínea principalmente como metabólitos 

conjugados de fase II e ácidos fenólicos produzidos a partir da microbiota intestinal, 

podendo reduzir o estresse oxidativo nas células β, melhorando sua função (Crozier, 

2009). Os metabólitos da hesperetina alcançam concentração plasmática máxima (Cmáx) 

entre 0,2 a 1,6 µmol/L após 4-5 h da ingestão de suco de laranja, enquanto que o Cmáx 

para a naringenina é bem menor (0,015 a 0,20 µmol/L) (Manach et al., 2003; Pascual-

Teresa et al., 2007; Mullen et al., 2008; Vallejo et al., 2010; Schär et al., 2015). Já para 

os ácidos fenólicos oriundos da ação da microbiota sobre as flavanonas, foi encontrado 

Cmáx de 13 µmol/L, com o ácido hipúrico respondendo por 54% do total circulante 

(Schär et al., 2015). Desta forma, do ponto de vista fisiológico, os ácidos fenólicos e os 

metabólitos da fase II das flavanonas são compostos biologicamente ativos em relação à 

saúde humana. Em nosso trabalho foi possível observar que os metabólitos de fase II e 

os ácidos fenólicos foram detectados no interior da célula, o que indica possível 

absorção. 

Neste estudo, os metabólitos de flavanonas e seus catabólitos protegeram as 

células Min6 contra a perda da viabilidade celular induzida pelo colesterol. Efeito 

semelhante foi observado em células Min6 tratadas com ácido 3,4-dihidroxifenilacético, 
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um metabólito de quercetina derivado da microbiota intestinal, atenuando a redução da 

viabilidade celular induzida pelo colesterol (Carrasco-Pozo et al., 2015). Além disso, a 

atenuação do estresse oxidativo, apoptose e disfunção mitocondrial por todos os 

metabólitos foi evidenciada pela melhoria da viabilidade celular, função mitocondrial, 

redução das atividades de SOD e GPx, redução da peroxidação lipídica, ânion 

superóxido e formação de peróxido de hidrogênio e melhora da secreção de insulina. 

É possível que o efeito protetor dos metabólitos das flavanonas contra a 

peroxidação lipídica, ânion superóxido e a queda das atividades das enzimas 

antioxidantes possam estar relacionadas com sua capacidade de neutralização de 

radicais livres, atuando como antioxidantes direto no sequestro de radicais livres, 

oriundos da peroxidação lipídica ou outras EROs, tais como o ânion superóxido e 

radical hidroxila geradas pela indução do colesterol (Birben et al., 2012). Neste 

contexto, a presença dos metabólitos no interior da célula reforça esta hipótese. Apesar 

disso, a taxa de uptake celular de flavanonas in vitro pode não ser semelhante ao uptake 

celular in vivo. In vitro, as células crescem na forma de monocamada. Por isso, elas 

podem ser mais expostas aos metabólitos de flavanonas no meio de cultura. Já in vivo, a 

quantidade dos metabólitos expostos às células pode não ser tão alta quanto in vitro, 

devido à superfície de crescimento limitada no ambiente celular (Pham, 2012). 

De outra forma, os metabólitos podem ter minimizado os efeitos do colesterol 

sobre as enzimas do complexo I na mitocôndria, agindo na proteção mitocondrial, 

diminuindo a produção do ânion superóxido. Esse mecanismo foi proposto para a 

quercetina e a cianidina, o qual atenuaram a inibição da atividade do complexo I 

mitocondrial, induzido por hipóxia e pela rotenona em linhagens celulares de coração e 

fígado, respectivamente (Zholobenko et al., 2017 e Khailova et al., 2017), eventos 

fortemente ligados a formação de EROs mitocondriais (Carrasco-Pozo et al., 2015). 
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Ambos os mecanismos poderiam reduzir a geração de EROs, peroxidação lipídica e 

apoptose nas células β e, consequentemente, menor ativação da via Nrf2, evidenciada 

pela redução da atividade das enzimas antioxidantes.  

A redução no estresse oxidativo induzida pelos metabólitos de flavanonas 

provavelmente refletiu na melhora significativa da secreção de insulina nas células β-

pancreáticas, comprometida pelo estresse oxidativo. A naringina, um metabólito de 

flavanona, também mostrou uma capacidade de prevenir a disfunção e diabetes em 

ilhotas de Langerhans, diminuindo a hiperglicemia e melhorando a disfunção das ilhotas 

em camundongos diabéticos com deficiência de insulina (Lim et al., 2018). 

Além do efeito protetor contra o estresse oxidativo, um outro fator observado 

foi o aumento de mais de 100% na viabilidade celular em relação ao controle em células 

tratadas com a maioria dos metabólitos de flavanonas, nos maiores tempos de incubação 

e na ausência de colesterol. O mecanismo deste efeito ainda é desconhecido. No 

entanto, uma vez que não foi observado aumento significativo na proliferação celular, o 

aumento da viabilidade celular pode ser em decorrência de aumento no número de 

mitocôndrias celulares, o qual é analisado pelo método MTT. Vários polifenóis, como o 

resveratrol e a quercetina, demonstraram uma capacidade de ativar a Sirtuin 1 (SIRT1) 

in vitro, que está relacionado com a biogênese mitocondrial através da ativação da PGC-

1α mediada por deacetilação (Santos et al., 2018; Park et al., 2012). Deste modo, um 

possível aumento no número de mitocôndrias nas células β pode estar relacionado com 

melhora na função celular.   
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9. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, os metabólitos de flavanonas protegeram as células β-

pancreáticas contra o estresse oxidativo induzido pelo colesterol e reduziram os efeitos 

em cadeia sobre a sua função. O ácido 3-(4-hidroxifenil)propiônico e a hesperetina 7-

glucuronídeo apresentaram efeito significativo reduzindo o estresse oxidativo induzido 

pelo colesterol e aumentando a secreção de insulina já nas menores concentrações (2 

µM e 5 µM), mostrando maior eficiência em comparação aos demais metabólitos. Além 

disso, os metabólitos de fase II e seus catabólitos provenientes das flavanonas da 

laranja, que são encontrados circulantes, apresentam ação protetora nas células β, 

podendo contribuir para reduzir as comorbidades. 
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ANEXO 1. Aquisição de células da linhagem Min6 da espécie Mus musculus pelo 

BCRJ 
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ANEXO 2. Ficha do aluno gerada pelo sistema administrativo da pós-graduação 
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ANEXO 3. Currículo do Sistema de Currículos Lattes 
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