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RESUMO

As polimetoxiflavonas (PMF) sdo uma subclasse do grupo dos flavonoides citricos,
as quais sdo conhecidas devido a acao antioxidante, anti-inflamatéria,
hipolipidémica e anticancer; além de elevada biodisponibilidade. Estudos recentes
demonstram que os metabdlitos gerados a partir das PMF séo biologicamente
ativos, e possuem efeitos benéficos superiores aos compostos originais. Objetivo:
Este trabalho teve por objetivo, isolar e identificar metabdlitos das PMF a partir da
urina de ratos, e avaliar sua atividade biolégica sobre a proteina transferidora de
triglicerideo microssomal (MTP) em células Huh7.5. Métodos: Trinta ratos Wistar
adultos foram separados em 3 grupos (n = 10) e administrados com 200 mg/kg/dia
de tangeretina (TAN), nobiletina (NOB) ou heptametoxiflavona (HMF), durante 15
dias. Os metabdlitos foram extraidos da urina, isolados por cromatografia liquida
preparativa, e identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-ESI-
MS) acoplada ao detector de UV (PDA). A acao dos metabdlitos sobre a atividade
da MTP foi avaliada por método fluorométrico. Resultados: Foram isolados
metabolitos glucuronideos com m/z [M+H]" 565 amu (unidade de massa atémica),
551 amu, 535 amu, 521 amu, 505 amu; além de metabdlitos hidroxilados com m/z
[M+H]" 419 amu, 405 amu, 389 amu, 375 amu, 359 amu, 329 amu, 315 amu. Os
metabdlitos TAN-4'-glucuronideo (TAN-G1), TAN-dihidroxi-glucuronideo (TAN-G2),
TAN-4'-monohidroxilada (TAN-OH1), TAN-monohidroxilada (TAN-OH2), NOB-
glucuronideo (NOB-G), NOB-monohidroxilada (NOB-OH), HMF- monohidroxilada
(HMF-OH) foram identificados e avaliados in vitro. TAN-OH1 e NOB-OH reduziram a
atividade da MTP, e o HMF-OH apresentou efeito superior quando comparado ao
seu composto de origem. As PMF obtidas de extrato seco da caca de laranjas,
administradas nos ratos, ndo apresentaram efeito sobre a MTP. Concluséo: Estes
dados mostram métodos viaveis para o isolamento dos metabdlitos da urina apés
administracao oral das PMF; reforcam a hipétese de que sdo estes 0s responsaveis
pelos beneficios biolégicos observados a saude a partir do consumo dietético das
PMF, podendo contribuir, portanto, para a prevencéao e tratamento de dislipidemias,
uma vez que foram capazes de reduzir a atividade da MTP.

Palavras-chave: polimetoxiflavonas, metabdlitos das PMF, cromatografia liquida,
atividade da MTP, dislipidemias.



ABSTRACT

The polymethoxylated flavones (PMF) are a subclass of flavonoids citrus, which are
known because of their antioxidant, anti-inflammatory, hypolipidemic and anticancer
properties; besides the high bioavailability that they present. Recent studies show
that the metabolites generated from the PMF are biologically active and have
beneficial effects greater than the original compounds. Objective: This study aimed
to isolate and identify metabolites of PMF from the urine of rats, and evaluate its
biological activity upon microsomal triglyceride transfer protein (MTP) in Huh7.5
cells. Methods: Thirty adult male Wistar rats were separated into 3 groups (n = 10)
and fed with 200 mg / kg / day with tangeretin (TAN), nobiletina (NOB) or
heptametoxiflavona (HMF) for 15 days. The metabolites were extracted from urine,
isolated by preparative liquid chromatography and identified by high-performance
liquid chromatography (HPLC-ESI-MS) coupled with UV detector (PDA). The action
of the metabolites on the MTP activity was evaluated by fluorometric method.
Results: We isolated glucuronide metabolites with m / z [M + H] + 565 amu (atomic
mass unit), 551 amu, 535 amu, 521 amu, 505 amu; addition to the hydroxilated
metabolites with m / z [M + H] + 419 amu, 405 amu, 389 amu, 375 amu, 359 amu,
329 amu, 315 amu. The TAN-4'-glucuronide metabolites (TAN-G1), TAN-dihydroxy-
glucuronide (TAN-G2), TAN-4'-monohidroxilada (TAN-OH1), TAN-monohydroxylada
(TAN-OH2), NOB-glucuronide (NOB-G) NOB-monohydroxylada (NOB-OH), HMF-
monohydroxylada (HMF-OH) have been identified and evaluated in in vitro assay.
TAN-OH1 and NOB-OH reduced the MTP activity, and HMF-OH showed higher
effect compared to its parent compound. PMF obtained from dry extract of orange
peel, administered in rats, showed no effect on the MTP. Conclusion: These data
show viable methods for isolation of the metabolites from urine after oral
administration of PMF; they also reinforce the hypothesis that the metabolites are
responsible for the biological benefits observed from dietary intake of PMF and thus,
they can contribute to the prevention and treatment of dyslipidemias, since they were
able to reduce the MTP activity.

Keywords: polymethoxylated flavones, PMF metabolites, liquid chromatography,
MTP activity, dyslipidemias.
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INTRODUCAO

Os flavonoides citricos tém sido associados a prote¢éo cardiovascular devido
a capacidade de reduzir fatores de risco intermediarios, como o colesterol de LDL
elevado, hipertensdo arterial, e a disfuncdo endotelial (HOOPER et al, 2008).
Modelos experimentais sugerem que as flavanonas inibem a atividade da proteina
transferidora de triglicerideos microssomal (MTP) e da enzima acil-CoA:colesteril
aciltransferase (ACAT), que por sua vez reduzem a secrecdo hepética das VLDL e,
consequentemente, os niveis de LDL na corrente sanguinea. Estas alteracfes
levam ao aumento da expressdo de receptores hepaticos que captam mais
particulas circulantes de LDL (BORRADAILE et al, 1999; WILCOX et al, 2001). No
entanto, outro grupo de flavonoides citricos, conhecidos como polimetoxiflavonas
(PMF), encontradas quase que exclusivamente na casca das frutas citricas, vem
chamando bastante atencdo devido aos significativos efeitos bioldgicos que
apresentam a saude humana (EVANS et al, 2012).

Estudos recentes das propriedades biolégicas das PMFs apontam para a
importancia da atividade farmacoldgica destes compostos e de seus metabdlitos,
principalmente, sobre a prevencdo e tratamento do cancer; além da reducao dos
fatores de risco aterogénicos e tromboticos (LI et al, 2007; LO et al, 2010). Os
resultados destes estudos evidenciam que o0s metabdlitos, em sua maioria,
apresentam efeitos superiores a de seus compostos precursores (CHENG et al,
2011; OSHITARA et al, 2011; WU et al, 2015). A cinética de metabolizacdo dos
flavonoides, de modo geral, passa pelos processos de fase | e Il com producédo de
compostos biologicamente ativos apresentando atividades antioxidantes e anti-

inflamatorias no organismo (WALLE et al, 2004).
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Embora seja reconhecido que a atividade biolégica dos metabdlitos
conjugados ou na forma hidroxilada sdo responsaveis pelos efeitos benéficos
associados as PMF, séo raros os estudos sobre a acdo especifica de cada um
destes metabdlitos no que se refere ao metabolismo lipidico e ao efeito
hipolipidémico em humanos e em modelos experimentais. Desta forma, no presente
trabalho, pretendeu-se estudar a acdo de metabdlitos glucuronideos e também na
forma hidroxilada das PMF tangeretina, nobiletina e heptametoxiflavona, isolados a
partir da urina de ratos, sobre o metabolismo hepatico, por meio da proteina

transferidora de triglicerideo microssomal (MTP).
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REVISAO DA LITERATURA

Flavonoides citricos

Flavonoides pertencem ao grupo dos compostos fendlicos; e sdo metabdlitos
secundérios das plantas, para as quais eles atuam como protetores da fotoxidacao
e agentes atrativos para a polinizagdo. A estrutura molecular dos flavonoides citricos
(C6-C3-C6) consiste de uma cadeia de 15 carbonos estruturados em dois anéis
aromaticos, designados como A e B, 0s quais sdo conectados por uma cadeia linear

de trés carbonos, designada como anel C (Figura 1) (GATTUSO et al, 2007).

Figura 1: Estrutura molecular dos flavonoides (KUREK-GORECKA et al, 2014)

Os flavonoides séo divididos em classes, de acordo com as caracteristicas
estruturais que apresentam no anel C. As principais classes de flavonoides
encontradas em frutas e vegetais sdo: flavanonas, flavonas, flavondis, isoflavonas,
antocianinas e flavanas; dentre estas, as flavanonas, flavonas, flavonois e
antocianinas sdo 0s principais encontrados nas frutas citricas (Figura 2). Os
flavonoides citricos s@o caracterizados em sua maioria pela presengca de um
derivado benzo-gama-pirano na posi¢cédo C3 (anel C), podendo haver interconverséo

entre eles (LOPES et al, 2000; AZIK, 2015).
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Figura 2: Estrutura molecular dos flavonoides citricos (TAZZINI, 2014)

Existem mais de 4000 flavonoides identificados e esta lista esta
constantemente aumentando. Essa grande variedade no numero de flavonoides é
devido a substituicbes do grupo hidroxila (OH) que ocorrem nos anéis aromaticos,
0s quais podem estar livres; ligados a um grupo metoxil (OCH3); ou a moléculas de
acucar (D’ARCHIVIO et al, 2007). As flavanonas sdo os flavonoides mais
abundantes nas frutas citricas, e normalmente séo do tipo O-glicosidica, glicosiladas
por um dissacarideo no C7. As flavanonas O-glicosidicas sdo amplamente
encontradas no suco, sendo a forma aglicona (auséncia da fracdo de acgucar) menos
frequente, devido as caracteristicas lipofilicas que apresentam (TRIPOLI et al,
2007).

Dentre os flavonoides citricos, as flavonas sdo as menos expressivas. No
entanto, existe um grupo de flavonas cujas hidroxilas estdo metoxiladas,

denominadas polimetoxiflavonas (PMFs), as quais vém despertando cada vez mais
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interesse aos grupos de pesquisa, devido a acdo farmacoldgica benéfica a saude

humana (EVANS et al, 2012).

Polimetoxiflavonas

As PMF sdo um grupo de flavonas metoxiladas que ocorrem somente na
forma aglicona, estdo presentes, exclusivamente, nas espécies citricas, e sdo
encontradas, essencialmente, no 6leo da casca das laranjas doces (Citrus sinensis),
laranjas azedas (Citrus auratium), tangerinas (Citrus reticulata) e grapefruit (Citrus
paradisi) (EVANS et al, 2012). As PMFs sdo observadas em pequenas quantidades
nos sucos manualmente preparados, porém, 0 suco comercialmente processado
apresenta maior teor de PMF, devido as técnicas de processamento que permitem
maior extracdo dos compostos da casca das frutas (GATTUSO et al, 2007; AZIK,
2015).

Sado conhecidos mais de 20 flavonoides metoxilados e o tipo e conteldo
destes compostos varia entre as diferentes espécies citricas (LI et al, 2006a).
Alguns autores ja sugeriram que a composicado de PMFs poderia ser utilizada para
diferenciacdo das espécies citricas, bem como para autenticacdo do 6leo da casca
obtido a partir destas, quando comercializado como bioproduto. Entretanto, para a
utilizacdo deste recurso sdo necessarios estudos mais aprofundados, pois se deve
levar em consideracdo fatores como a espécie e cultivar de onde foi obtido,
tamanho da fruta, condicbes de plantio, idade da arvore, variacbes climaticas entre
0s anos, entre outros (GAYDOU et al, 1987). A figura 3 apresenta as PMF

encontradas no 6leo da casca da espécie Citrus sinenses:



23

PMF C3 C5 C6 C7 C8 Cc3 c4'
Tetrametilescutelareina H OCH; | OCH3 | OCHs H H OCH;
(TMS)
Sinensetina (SIN) H OCHg; | OCH3 | OCH3 H OCH3 | OCH3
Tangeretina (TAN) H OCH3; | OCH3 | OCH3 | OCH3 H OCHs
Nobiletina (NOB) H OCHgs | OCH3 | OCH3 | OCH3 | OCH3 | OCH3
Hexametoxiflavona (HXF) | OCH3 | OCH3; | OCH3 | OCHj3 H OCH3; | OCH3
Heptar?ﬁm')ﬂa"ona OCHs | OCHs | OCHs | OCHs | OCH; | OCHs | OCH;

Figura 3: Estrutura molecular das polimetoxiflavonas (FISCHER et al, 2012)

A nobiletina (NOB) e a tangeretina (TAN) sé@o as principais PMF observadas
nos citricos (MANTHEY 2011; EVANS, 2012) e as mais amplamente avaliadas em
estudos experimentais. Apesar da heptametoxiflavona (HMF) também ser
significativamente encontrada nas espécies citricas (GAYDOU et al, 1987), ndo
encontramos um numero expressivo de estudos com esta PMF. Trabalhos de
pesquisa em animais e in vitro demonstram uma variedade de efeitos benéficos
biolégicos das PMF, como anti-inflamatorios (MIYATA et al, 2011), anticancer
(WANG et al, 2014), antioxidantes (IHARA et al, 2012) e controle da sintese de
lipideos (KUROUSKA e MANTHEY, 2004). Nesse sentido, estudos recentes

evidenciaram um efeito mais expressivo dos metabdlitos das polimetoxiflavonas em
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relacdo a forma quimica encontrada nas frutas (LI et al, 2007; CHENG et al, 2011,

WU et al, 2015).

Nobiletina e seus metabdlitos

Nobiletina, 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-5,6,7,8-tetramethoxychromen-4-one
(IUPAC), é um flavonoide O-metilado, ligado a seis grupos metoxil (5,6,7,8,3',4'-
hexametoxiflavona), com massa molecular de 402,40 g.mol™ (~402 g.mol?) e
formula quimica C,;H22,0g (LI et al, 2006a; PubChem CID 72344, 2015) (Figura 4).
Esta é a PMF mais abundante nas frutas citricas (LI et al, 2014) e nos sucos de

laranja fresco e comercialmente processados (SILVEIRA et al, 2014).

Figura 4: Estrutura molecular da nobiletina (UCKOO et al, 2012)

A nobiletina foi isolada pela primeira vez em 1938, pelo pesquisador chinés
Tseng (GAYDOU et al, 1987), e desde entdo varios trabalhos foram desenvolvidos a
fim de avaliar os efeitos biol6gicos desta PMF a saude. Os resultados apontam que
a nobiletina é capaz de inibir parametros bioldgicos e histolégicos relacionados ao
dano oxidativo e inflamatério como aqueles induzidos por radicais livres NO;", O, e
COX-2, além de reduzir a infiltragdo leucocitaria e proliferacdo de células epiteliais

tumorais (MURAKAMI et al, 2000). Outro estudo sugeriu que a nobiletina também
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pode atuar contra a angiogénese, uma vez que ela foi capaz de reduzir a expressao
de sinalizadores transcripcionais de proliferacdo, migragcdo e crescimento tubular
(KUNIMASA et al, 2010). Whitman e col. (2005) demonstraram que a nobiletina
reduz o acumulo de ésteres de colesterol em macréfagos, atuando como agente
protetor da lesdo aterosclerética. A nobiletina € capaz ainda de inibir a ativacéo de
agonistas da agregacdo plaguetaria, mostrando ser um possivel agente
antitrombédtico e adjuvante contra as doencas coronarianas (VAIYAPURI et al,
2015).

No entanto, os metabdlitos da NOB vém mostrando resultados superiores no
que diz respeito a funcdo farmacologica desta PMF. Varios autores relatam a
identificacdo de metabdlitos de NOB a partir de amostras de urina e 6rgdos de
roedores. Yasuda e col. (2003) identificaram trés metabdlitos de NOB na forma
hidroxilada, porém, apenas um metabdlito possuia condi¢cdes suficientes para
completa identificacdo, sendo este o principal produto da metabolizacdo da NOB
[402-H]: m/z 388 (4'-hidroxi-3',5,6,7,8-pentametoxiflavona); os outros dois
metabdlitos observados apresentavam massa molecular de m/z 388 e 374,
indicando a perda de um e dois grupos metoxil, possivelmente no C-3' e C-3'e 4/,
respectivamente. Li e col. (2014) recentemente relataram que além destes
metabdlitos, o processo de metabolizacdo da NOB apresenta uma rede de
possibilidades para demetilacgdo desta PMF:. C-6 ou C-7-demetilnobiletina;
5,6,7,8,3",4'-hidroxinobiletina  (menos frequente); além de processos de
glucuronidacdo e/ou sulfatacdo. Manthey e col. (2011) em estudo da
farmacocinética das PMF identificaram trés metabdlitos glucuronados de NOB [402-
H]": dois com ion em m/z 565-389 (provenientes da mono-demetilagdo no C-3'ou 4');

e um com ion em m/z 551-375 (proveniente da di-demetilagdo nos C-3'e 4").
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Estudos apontam que o0s metabdlitos 3',4'-didemetilnobiletina e 4'-
demetilnobiletina apresentam efeitos anticarcinogénico e anti-inflamatério, uma vez
gue foram capazes de reduzir a expressao génica de iINOS e COX-2, efeito que né&o
foi observado com a nobiletina neste estudo (LI et al, 2007), uma vez que a
alteracdo destes parametros inflamatérios estd diretamente interligada ao
desenvolvimento de tumores (LAI et al, 2008). Os metabdlitos de NOB também
foram capazes de inibir mais expressivamente a producdo de proMMP-9 quando
comparado com o composto original (OSHITARA et al, 2011). O metabdlito 3',4'-
didemetilnobiletina mostrou poder antioxidante superior contra a oxidacdo da
apoB100, reducdo da transcricdo de receptores scavengers para diferenciacdo de
mondcito para macréfago, e consequentemente a formacgéo de células espumosas
guando comparado com NOB (LO et al, 2010). Alguns autores acreditam que este
efeito acentuado dos metabdlitos de NOB em relacdo ao composto original €,
possivelmente, devido a ortho-hidroxilacdo do metabdlito em relacdo a PMF (SU et

al, 2012).

Tangeretina e seus metabolitos

Tangeretina, 5,6,7,8-tetramethoxy-2-(4-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-
one (IUPAC), é um flavonoide O-metilado, porém, ligada a cinco grupos metoxil
(5,6,7,8,4"-pentametoxiflavona), com massa molecular de 372,37 g.mol™ (~372
g.mol™) e férmula quimica CyoH2007 (PubChem CID 68077, 2015; Li et al, 2006a)

(Figura 5).
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Figura 5: Estrutura molecular da tangeretina (UCKOO et al, 2012)

A tangeretina foi a primeira PMF isolada a partir de citricos, em 1934, pelo
pesquisador Nelson (GAYDOU et al, 1987). Ela ndo é encontrada em larga
guantidade nas frutas e sucos citricos como a NOB (GATTUSO et al, 2007;
SILVEIRA et al, 2014), mas desperta grande interesse quanto as suas funcbes
biolégicas. A maioria dos estudos com TAN sao voltados para sua acao anticancer.
Esta PMF é capaz de bloquear eficientemente a proliferacdo de células tumorais e
induzir a apoptose sem causar danos citotoxicos as células sadias (HIRANO et al,
1995), o que ocorre possivelmente, por meio da sua capacidade de inibicdo dos
sistemas quinase de progresséo do ciclo celular (GO/G1 — S+G2/M), e aumento da
atividade dos inibidores da divisao celular (PAN et al, 2002). Estudos apontam ainda
gue a TAN pode otimizar o efeito da terapia medicamentosa, reduzindo os efeitos
citotoxicos que elas causam (ARAFA et al, 2009). Porém, a tangeretina também
possui efeito hipolipidémico, uma vez que € capaz de reduzir a secrecao de apoB, e
a atividade de enzimas que participam da sintese de triacilglicerol (KUROWSKA et
al, 2004), além de inibir da agregacéo plaquetaria, atuando como agente protetor
contra o risco de doencas cardiovasculares (DCV) (VAIYAPURE et al, 2013).

Assim como observado para NOB, um trabalho recente demonstrou um efeito

farmacolégico  superior do  metabdlito de  TAN  (4'-hydroxy-5,6,7,8-
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tetramethoxyflavone) em relacdo a PMF da qual é derivado (CHENG et al, 2011).
Nielsen e col. (2000) realizaram o primeiro estudo sobre a biotransformacéo e
excrecdo da tangeretina e seus metabdlitos a partir de urina e fezes de ratos. A
partir de andlises de cromatografia liquida acoplada a detector de massas (LC/MS)
e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear bidimensional (*H-NMR) foram
detectados metabdlitos com perda de um, dois ou trés grupos metoxil [372-H]: m/z
357 (4'-hidroxi-5,6,7,8-tetrametoxiflavona); m/z 357 (6-hidroxi-4',5,7,8-
tetrametoxiflavona); m/z 343 (4',7-dihidroxi-5,6,8-trimetoxiflavona); m/z 343 (4',6-
dihidroxi-5,7,8-trimetoxiflavona); m/z 343 (5,6-dihidroxi-4',7,8-trimetoxiflavona); m/z
329 (4',6,7-trihidroxi-5,8-dimetoxflavona); além de metabdlitos hidroxilados no C-3":
m/z 373 (3',4'-dihidroxi-5,6,7,8-tetrametoxiflavona), dentre outros cuja nomenclatura
n&o foi definida: m/z 345; m/z 331; m/z 359. E importante ressaltar que neste estudo
foram detectados metabdlitos conjugados com acido glucurénico e/ou sulfatos, os
quais foram hidrolisados a partir de enzimas para liberacdo dos metabdlitos
hidroxilados, porém, outros estudos ja relataram a presenca de metabdlitos
conjugados ao &cido glucurénico, apresentando ion em m/z 535-359 [372-H]",

proveniente da mono-demetilagdo no C-4' (MANTHEY et al, 2011).

Heptametoxiflavona e seus metabdlitos

Heptametoxiflavona, 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3,5,6,7,8-
pentamethoxychromen-4-one (IUPAC), também é um flavonoide O-metilado, e é a
PMF com o0 maior numero de grupos metoxil (sete): 3,5,6,7,8,3,4'-

heptametoxiflavona. Esta PMF possui massa molecular de 432,43 g.mol® (~432
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g.mol™) e férmula quimica CzH2409 (PubChem CID 150893, 2015; LI et al, 2006a)

(Figura 6).

Figura 6: Estrutura molecular da heptametoxiflavona (UCKOO et al, 2012)

A HMF foi isolada e reportada pela primeira vez em 1967, pelo pesquisador
Swift (GAYDOU et al, 1987). Estudos mostram que a HMF é capaz de reduzir a
producdo de marcadores inflamatorios como IL-10 e MIP-1a, além de reduzir a
expressdo génica de TNF-a (MANTHEY et al, 1999). Em avaliacdo dos efeitos
biolégicos de PMF, HMF se mostrou capaz de reduzir a captacdo de LDL oxidada
(oxLDL), possivelmente pela reducéo da expresséo do receptor scavenger A (SR-A)
durante a diferenciacdo celular monécito para macréfago, processo decisivo para o
desenvolvimento da aterosclerose (KOU et al, 2013). HMF também apresenta efeito
qguimiopreventivo, uma vez que foi capaz de retardar tanto o estagio de iniciacao
guanto promocao da carcinogénese (IWASE et al, 2001). Estudos recentes apontam
para um possivel efeito neuroprotetor da HMF, pois esta PMF foi capaz de aumentar
a neurogénese apos isquemia cerebral através da inducdo da producéo de fatores
protetores de injuria cerebral (OKUYAMA et al, 2012), além de proteger as células
neurais da morte apos o quadro de isquemia, evitando assim a perda de memoéria e
anormalidades relacionadas ao acidente vascular cerebral (OKUYAMA et al, 2014),
além de reducdo na producdo de interleucinas pro-inflamatérias como a IL-18

(OKUYAMA et al, 2015).
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N&o hé relatos na literatura de ensaios bioldgicos com os metabdlitos de
HMF, bem como de caracterizacdo dos metabdlitos provenientes desta PMF. Um
estudo realizado, recentemente, por Manthey e Bendele (2008), no qual era
investigada a acdo anti-inflamatéria da HMF, foi observada a presenca de dois
metabdlitos hidroxilados (419 amu e 405 amu), juntamente com seus metabdlitos
glucuronideos conjugados (595 amu e 581 amu, respectivamente) no soro dos
animais avaliados. A proposi¢do da estrutura molecular destes metabdlitos nédo foi

realizada neste trabalho.

Metabolismo dos flavonoides/polimetoxiflavonas

O metabolismo dos polifendis em geral ocorre por uma via comum, na qual
0s compostos na forma aglicona podem ser diretamente absorvidos no intestino
delgado, porém, os compostos glicosidicos precisam sofrer hidrélise pelas enzimas
intestinais para serem absorvidos. Durante o processo de absorcdo, os polifendis
sdo amplamente metabolizados no intestino delgado e mais tarde no figado, por
meio de reacdes de metilagéo, sulfatacéo, glucuronidacéo ou oxidacdo (MANACH et
al, 2004). A lipofilicidade da molécula influencia no processo de absorcdo dos
diferentes flavonoides (MANACH et al, 2003), e varios autores afirmam que as
polimetoxiflavonas sdo mais biodisponiveis, justamente devido a polimetoxilagdo
dos grupos hidroxilas, os quais sdo encontrados livres nos flavonoides em geral
(WEN e WALLE, 2006; GATTUSO et al, 2007; WALLE, 2007; EVANS et al, 2012,
AZIK, 2015).

Os metabolitos de flavanonas citricas, como a hesperitina e a naringenina,

sédo encontrados na circulacdo sanguinea e excrecao urinaria, ha sua maioria, como
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conjugados glucuronados (87%) ou sulfo-glucuronados (13%); jA& entre o0s
metabdlitos das PMF, apenas 38% sdo encontrados conjugados ao acido
glucurénico ou grupos sulfatos, enquanto que 60% da metabolizacdo destes
compostos sao excretados como agliconas livres, resultantes de reacdes de
demetilacdo e hidroxilagdo (TRIPOLI et al, 2007). Estes dados indicam que a
metabolizacdo dos flavonoides passa pelo processo de metabolismo de fase |, onde
ocorre oxidacdo/reducao dos compostos e transformacdo dos metabdlitos para a
forma aglicona; e passam também pelo processo de metabolismo de fase Il, onde
ocorre a conjugacao dos compostos e formacdo de metabolitos glucuronados ou
sulfatados (SPENCER et al, 2004). De acordo com as propriedades de ocorréncia
destas vias de metabolizagcdo, o metabolismo de fase | dos flavonoides ocorre no
figado, com acdo de enzimas oxidases da classe do citocrdmo P450 associadas a
membranas expressas no reticulo endoplasmatico (RE) dos hepatocitos. No
metabolismo de fase Il ocorreria 0 acoplamento dos flavonoides a substratos
endégenos como acido glucurénico e seus derivados, sulfonatos, acetato ou
aminoacidos, processo esse intermediado por enzimas de transferéncia presentes
tanto no citosol quanto no RE das células hepaticas e outros tecidos (Figura 7). E
importante ressaltar que essas duas vias de metabolizagdo ocorrem
independentemente uma da outra e que as enzimas envolvidas nas reacdes de
oxidacado/reducdo e de conjugacdo/hidrolise frequentemente competem pelos

compostos absorvidos (TANIGUCHI e GUENGERICH, 2015).
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Figura 7: Fases do metabolismo dos flavonoides (Adaptado de BRAND et al, 2008)

O figado é um importante 6rgdo do metabolismo, no entanto, o trato
gastrintestinal merece uma mencao especial, visto que esse 6rgdo, a semelhanca
do figado, pode contribuir para o efeito de primeira passagem através do
metabolismo de compostos administrados por via oral antes que alcancem a
circulagdo sistémica (TANIGUCHI e GUENGERICH, 2015). A barreira intestinal atua
como determinante para a biodisponibilidade do flavonoide e tipo de metabdlito
formado, pois exerce um papel importante na conjugacao de fase Il, uma vez que os
flavonoides podem ser submetidos ao metabolismo de primeira passagem nas
células intestinais, sendo entdo conjugados pelas enzimas glucuronosiltranferases
(UGTs) presentes nestas células. (SILBERBERG et al, 2006; BRAND et al, 2010).
Estudos comprovam que os produtos da conjugacdo pelas enzimas intestinais

seguem para a veia mesentérica, no entanto, de acordo com o0s resultados
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observados, esta conjugacao ocorre antes da transferéncia do flavonoide para a
camada serosa do intestino. Quando os metabdlitos resultantes da conjugacdo
intestinal sdo secretados na veia mesentérica, uma proporcao destes é captada e
metabolizada pelo figado, e entdo, parcialmente secretada na bile (ciclo éntero-
hepatico); a propor¢cdo de secrecdo biliar influencia na biodisponibilidade do
flavonoide (CRESPY et al, 2003).

Com a ativacao do ciclo éntero-hepatico ap6s a entrada do composto no
figado, este € excretado pela bile até o trato gastrintestinal, onde € novamente
absorvido pela corrente sanguinea (uma vez que a bile é reabsorvida durante o
processo de digestdo) e enviado ao figado, sendo excretado novamente pela bile,
repetindo-se o ciclo. Este processo resulta em aumento no periodo de tempo de
acdo do composto consumido (OLIVEIRA, 2008). Dados sugerem que o0S
hepatécitos sdo um sitio de desconjugacédo para as formas circulantes provenientes
da veia mesentérica, e que a atividade conjugativa dos hepatdcitos produz

metabdlitos disponiveis para a bile e tecidos periféricos (CRESPY et al, 2003).

Dislipidemias

O termo dislipidemias refere-se a alteracdes no metabolismo dos lipidios, as
guais se refletem nos niveis séricos das lipoproteinas. Essas alteracdes podem
ocorrer devido a predisposicdo genética, mutacbes nos genes que codificam o
metabolismo das lipoproteinas, fatores ambientais, ou ainda, devido a
manifestacdes secundarias de outras doencas. Estas altera¢cdes contribuem para o

desenvolvimento da sindrome metabdlica, e estdo diretamente associadas com a
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aterosclerose e o aumento do risco de DCV (GIBBONS et al, 2004; RAMASAMY,
2014).

O aumento da sintese de VLDL e atraso na depuracdo hepética de
lipoproteinas que contém a apoB tém sido atribuidos a falhas nos receptores
hepéticos da apoB100, auséncia de apoE, aumento de apoC3 na particula de
lipoproteina nascente, reducdo da atividade da LPL, entre outros, e s&o
frequentemente observados em individuos com hipertrigliceridemia (ZHENG et al,
2010). Individuos com hipertrigliceridemia também apresentam niveis elevados de
moléculas pro-inflamatérias tais como IL-6, ICAM-1, VCAM-1, e MCP-1,
especialmente depois de uma refeicao rica em gorduras (NORATA et al, 2007).

O nivel elevado de triglicerideo (TG) no sangue € um fator de risco
predominante para DCV, e para as complicacbes metabdlicas associadas a
obesidade e resisténcia a insulina. Estudos apontam que além da
hipercolesterolemia, o nivel de TG pode atuar como biomarcador independente para
o risco de DCV, devido a sua associacdo com lipoproteinas aterogénicas e
apolipoproteinas (SARWAR et al, 2007). Assim como a oxLDL, lipoproteinas ricas
em TG também podem sofrer acimulo no endotélio, favorecendo o recrutamento de
macréfagos e desenvolvimento das células espumosas, com consequente
surgimento de placas de ateroma (TALAYERO e SACKS, 2012). Neste sentido,
estudos também apontam a apoB como um excelente indicador de DCV, sendo
inclusive superior ao LDL-C e ao nao-HDL-C. Esta indicacdo seria porque, em
qguadros de hipertrigliceridemia, o conteudo de colesterol nas LDL pode estar
reduzido, porém, a presenca da apoB ainda se mantém constante. Sendo assim, a

concentracado de apoB pode ser mais relevante para a predicdo de aterosclerose do
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gue a quantidade de colesterol que a VLDL e a LDL carregam (TALAYERO e
SACKS, 2012; PISCHO et al, 2005).

Nos ultimos anos houve significativos avangos no diagndstico e tratamento
dos disturbios do metabolismo lipidico, porém, existe um grande interesse em se

buscar melhorias no tratamento tradicional (RAMASAMY, 2014).

Sintese hepatica de lipoproteinas e a participacdo da MTP

A sintese das particulas de VLDL ocorre em duas etapas: 1°) uma pequena
guantidade de TG associa-se a apoB durante a sua translocacédo através de um
canal de proteina na membrana do reticulo endoplasmatico (RE). Esta fase é
acompanhada pela aquisicdo de um involucro de fosfolipidios envolvendo o TG, e
resulta em uma particula pequena e densa, chamada precursor de VLDL, contendo
apoB; a formacdo deste precursor é dependente da proteina transferidora de
triglicerideos microssomal (MTP); 2°) na etapa seguinte, de maturacdo, ocorre a
fusdo do precursor de VLDL contendo apoB com um "gota" maior de TG (GIBBONS
et al, 2004; XIAO et al, 2011). A primeira etapa de montagem e maturacdo da VLDL
ocorre no RE, em seguida uma vesicula de transporte de VLDL se funde com o
Golgi hepatico e a particula é secretada para a para corrente sanguinea
(RAMASAMY, 2014).

A VLDL secretada é um substrato para a lipoproteina lipase (LPL), presente
na superficie luminal do endotélio capilar. A hidrélise desta particula fornece acidos
graxos livres para o tecido muscular e adiposo. A particula resultante da acéao da
LPL (remanescente de VLDL) possui menos TG, e por isso, € denominada

lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), que pode ser rapidamente eliminada
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da circulacéo pelo figado ou sofrer ainda mais catabolismo pela LPL e se tornar uma
LDL (BLASIOLE et al, 2007; XIAO et al, 2011). As LDL sao capturadas no figado ou
tecidos periféricos pelos receptores de LDL (LDL-R), os quais controlam o nivel de
colesterol no sangue. A sintese intracelular do colesterol hepético depende da
atividade da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) redutase. No interior
das células, o colesterol livre é esterificado pela acdo da enzima acil-CoA:colesteril
aciltransferase (ACAT) antes de sua deposicéo (XAVIER et al, 2013).

No sentido inverso, as lipoproteinas de alta densidade (HDL) transportam o
colesterol até o figado, onde sdo captadas pelos receptores scavengers classe B-1
(SR-B1). O transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado é
denominado transporte reverso do colesterol, o qual é esterificado pela lecitina-
colesterolaciltransferase (LCAT). O processo de esterificacdo do colesterol ocorre
principalmente nas HDL, e é fundamental para sua estabilizacdo e transporte
plasmatico. Durante a hidrolise das VLDL, essas lipoproteinas também estéo
sujeitas a trocas lipidicas com as HDL; este processo € intermediado pela proteina
de transferéncia do éster de colesterol (CETP), onde as VLDL trocam TG por
ésteres de colesterol das HDL (XAVIER et al, 2013 e RAMASAMY, 2014) (Figura 8).

A apoB é a unica proteina remanescente da hidrélise da VLDL, e é a
responsavel pela ligacdo do LDL aos LDL-R nos tecidos. A transcricdo da apoB e
relativamente constante, e um dos principais determinantes para sua translocagao
para a VLDL & a MTP, uma enzima com atividade de transferéncia de lipideos
presente no limen do RE de enterdcitos e hepatdcitos. Esta enzima possui trés
principais dominios: ligacdo a apoB; transferéncia de lipideos; e associagdo as

membranas. Acredita-se que a MTP esteja localizada na regidao de translocacao da
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apoB, facilitando a transferéncia de lipideos e montagem da apolipoproteina, a

medida que esta sai do ribossomo e entra no limen do RE.

Corrente sanguinea

Figura 8: Metabolismo das lipoproteinas (Adaptado de BLASIOLE et al, 2007)

Mutacdes genéticas ou deficiéncia de MTP podem resultar na montagem
incorreta e degradacdo da apoB, com consequente reducdo na secrecao de
lipoproteinas (XIAO et al, 2011). Estudos prévios apontam que inibidores da MTP
reduzem a transferéncia de TG nas células hepaticas, reduzindo assim 0s niveis
plasmaticos de lipoproteinas contendo apoB. Isso pode causar aumento de TG
intra-hepatico, aléem de ma absorcéo de gorduras e vitaminas lipossoluveis. Nesse
sentido, o uso de inibidores da MTP que ndo provocassem estes efeitos adversos

seria interessante (CHANDLER et al, 2003). Por outro lado, o uso de inibidores da
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apoB reduzem sua sintese, sem interferir na montagem das VLDL ou em seu
conteudo de TG, sendo portanto, um alvo de estratégias terapéuticas para reducao

do risco de doencas cardiovasculares (REYES-SOFFER et al, 2016).

Acdao dos flavonoides citricos/polimetoxiflavonas nas dislipidemias

Diversos estudos mostram que os flavonoides citricos tém alto potencial de
reducdo de lipideos e lipoproteinas. Esses efeitos séo atribuidos a capacidade que
estes compostos tém de inibir a superproducédo de lipoproteinas, reduzir o acimulo
hepatico e plasmatico de lipideos, melhorar o metabolismo da glicose, além de
influenciar na resposta de células endoteliais, células musculares lisas, e
macréfagos, prevenindo assim a progressao da aterosclerose (ASSINI et al, 2013a;
MULVIHILL et al, 2016). Apds o consumo de 500 mg de hesperidina glicosilada por
individuos com hipertrigliceridemia, durante 24 semanas, foi observada redugéo no
nivel de TG plasmético, possivelmente em decorréncia da supressao da sintese de
VLDL e apoB, e reducdo na formacdo de particulas de LDL (MIWA et al, 2005).
Estudos experimentais encontraram que camundongos alimentados com dieta rica
em colesterol ou triglicerideos apresentaram esteatose hepética, associada ao
aumento da producdo de VLDL e apoB100, e niveis elevados de TG, porém, o
tratamento com naringenina melhorou a hiperlipidemia reduziu esteatose hepatica, e
também reduziu a concentragdo de macréfagos e expressdo de citocinas
inflamatorias no figado e tecido adiposo (ASSINI et al, 2013b).

Neste sentido, o consumo de PMF também vem apresentando efeito
hipolipidémico (ROZA et al, 2007). A suplementacdo de hamsters induzidos a

hipercolesterolemia com dieta contendo 1% de PMFs (NOB e TAN) reduziu
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significativamente os niveis séricos de VLDL e LDL-C, e sinalizaram uma tendéncia
para reduzir TG. E importante salientar que resultados semelhantes foram
previamente observados apés tratamento com flavanonas citricas, porém, somente
com dosagem trés vezes maior do que a utilizada para PMF (KUROWSKA e
MANTHEY, 2004). Estudos em células HepG2 e camundongos tratados com NOB
inibiu a secrecdo de apoB100 por meio da ativagdo da proteina quinase MAPK/ERK,
refletindo em menor disponibilidade de TG para a montagem e secrecao da VLDL.
Estes resultados foram associados a reducao da atividade da MTP, indicando que a
NOB limita a disponibilidade e armazenamento de gordura pelo figado e demais
tecidos periféricos (MULVILHILL et al, 2011).

Pesquisas também apontam que o consumo regular de suco de laranja, fonte
das flavanonas citricas glicosiladas (naringina e hesperidina) e PMF, est4 associado
a menores niveis séricos de colesterol total, LDL-C e apoB, além de maior protecdo
ao endotélio vascular, por meio da reducédo de TNF-a, moléculas de adeséo celular,
e proteina C reativa ultrassensivel (CRP-US), tanto em individuos normolipidémicos
guanto hipercolesterolémicos (APTEKMANN et al, 2013; MORAND et al, 2011,
RIZZA et al, 2011).

A acéo hipolipidémica dos flavonoides citricos provém da capacidade que
eles possuem em reduzir a expressdao da ACAT2, responsavel pela sintese e
acumulo de ésteres de colesterol no lumen do RE, além de inibirem a atividade da
MTP, e o suprimento de TG para a secre¢cdo da VLDL/apoB. Consequente a estes
efeitos, os flavonoides citricos contribuem para menor formacdo plasmatica das
particulas de LDL, e aumento da expressdo dos LDL-R hepatico, esta atividade
promove um aumento na captacao do LDL-C circulante, reduzindo ainda mais seus

niveis séricos (BORRADAILE et al, 1999; WILCOX, et al, 2001).
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Embora esteja estabelecido que os flavonoides citricos possuam a
capacidade de interferir no metabolismo das lipoproteinas e reduzir os riscos
associados as dislipidemias, sdo raros os estudos sobre a acdo especifica dos
metabdlitos de PMFs sobre o metabolismo lipidico em humanos ou modelos
experimentais. Sabe-se que o0s hepatdcitos sdo habeis para metabolizar os
flavonoides, gerando metabdlitos conjugados ou hidroxilados, e por isso, acredita-se
gue estes compostos sejam o0s responsaveis diretos pelos beneficios observados
ap6és o uso das PMFs, no que se refere ao metabolismo das lipoproteinas
(KUROWSKA e MANTHEY, 2004).

Desta forma, pretendeu-se estudar a acdo de metabdlitos glucuronideos e
também na forma hidroxilada das PMF tangeretina, nobiletina e heptametoxiflavona,
isolados a partir da urina de ratos, sobre o metabolismo hepético, no que diz

respeito a biossintese e secrecao de lipoproteinas pelas células hepaticas.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Isolar as polimetoxiflavonas: tangeretina, nobiletina e heptametoxiflavona e
avaliar a atividade de seus metabdlitos sobre a proteina transferidora de

triglicerideos microssomal (MTP) em cultura celular de hepatoma humano Huh7.5.

Objetivos especificos

e Isolar e purificar as PMF, tangeretina, nobiletina e heptametoxiflavona a partir do
extrato seco da casca de laranjas Ctrus sinensi, para administracdo em ratos Wistar,
e posterior obtencéo da urina dos animais.

e Isolar e identificar os metabdlitos das PMF encontrados na urina dos ratos.

e Investigar a incorporacado e localizagdo das PMF e seus metabolitos em células
hepaticas humanas.

e Avaliar a acdo das PMF e seus metabdlitos isolados sobre a sintese hepética de
lipoproteinas, por meio da atividade da MTP em modelo in vitro de hepatoma

humano Huh7.5.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento da pesquisa

Este trabalho envolve duas etapas com estudo experimental prospectivo,

sendo uma em animais e outra in vitro; e uma etapa de estudo observacional

analitico transversal.

Desenho experimental

O desenho experimental é constituido por trés fases, as quais séo

esquematizadas na Figura 9 e descritas a seguir:

2014 2015 2016
DAN USDA LICBM
Purificacdo
Gavagem -Nobelitina Ensaios de viabilidade
-Nobelitina “Tangertina: celular— Huh 7.5
-Heptametoxiflavona

-Tangeritina
-Heptametoxiflavona

Isolamento dos -
inetabalitss Cultura de células

Urina 24h “Nobelitina -In§q:jpczira3ao das PMFs
-Tangeritina -Atividade da MTP

-Heptametoxiflavona

Identificacdoe
caracterizag@o dos
metabdlitos

Figura 9. Desenho experimental.
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1) Na fase inicial do trabalho foi realizado o estudo experimental em animais, com a
administracdo das polimetoxiflavonas, coleta da urina de 24h e eutanasia dos
animais (Protocolo CEUA/FCF/CAr n°68/2015). Esta etapa foi conduzida na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP — Departamento
de Alimentos e Nutricdo (DAN).

2) A etapa seguinte do trabalho foi conduzida no United States Horticultural
Research Laboratory do Agricultural Research Service do United States
Department of Agriculture (USHRL-ARS-USDA). Nesta fase foi realizada a
purificacdo de flavonas citricas para a administracdo nos animais; identificacao
dos metabdlitos na urina; e isolamento dos metabdlitos para analise de sua agéo
em cultura de células.

3) Na etapa final deste trabalho foram realizados estudos experimentais in vitro,
com a avaliacdo da atividade biologica dos metabdlitos das polimetoxiflavonas
sobre etapas do metabolismo lipidico hepético. Esta etapa foi conduzida na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP — Laboratério de
Imunologia Clinica e Biologia Molecular (LICBM), do Departamento de Analises

Clinicas.

Isolamento e purificagcédo das polimetoxiflavonas

Cromatografia liquida de baixa pressao de fase normal

As polimetoxiflavonas foram isoladas a partir de amostras de extrato seco do

Oleo da casca da laranja por meio de sistema de cromatografia de baixa presséo —

Biotage Flash-Isolera™ One (Biotage, Uppsala, Suécia). O isolamento da nobelitina



44

ocorreu em coluna SNAP HP-Sil-50g (Biotage®), utilizando 2,5g do extrato
seco/coluna. O isolamento da tangeritina e da heptametoxiflavona ocorreu em
coluna Sepra Si 50 SF65-400g (AnaLogix®), utilizando 20g do extrato seco/coluna.
Antes do inicio da corrida de cada uma das colunas, as amostras foram
suspendidas em Benzeno (CgHg), em banho-maria a 40°C. A adicdo de Benzeno
ocorreu em diferentes volumes, até a obtencdo de um liquido homogéneo e
translicido. A etapa de isolamento das PMF foi realizada em sucessivas elui¢des,
até a obtencdo do volume necessério para a administragdo nos animais durante o0s
vinte dias, ou seja, 10 g de cada um dos compostos.

Para o isolamento das PMF foi utilizado o sistema de solvente n-
hexano/acetato de etila e detector de UV visivel com absorbancia de 280/330 nm. A
nobelitina foi isolada em gradiente variando de 90/10 para 30/70 (n-Hexano/Acetato
de etilo), com vazdo de 50 ml/min; a tangeritina e a heptametoxiflavona foram
isoladas em gradiente variando de 80/20 para 40/60 (n-hexano/acetato de etila),
com vazao de 100 ml/min. Os compostos, contidos no solvente, foram coletados em
fracbes de 27 ml/tubo, e ao final de cada corrida cromatogréfica, as fracdes
correspondentes a cada pico foram combinadas em um mesmo recipiente e o
solvente evaporado em rotavapor sob vacuo (RE111, BUCHI®). Em seguida, os
frascos foram enxaguados com acetona, e a suspencéao transferida para tubos de
ensaio, os quais foram armazenados em freezer -20°C para precipitacdo dos
residuos solidos.

Apos a precipitacdo dos compostos, os frascos foram centrifugados a 10.000
rom por 5 minutos, o sobrenadante removido, e o pellet ressuspendido com
acetona, a qual foi evaporada no rotavapor sob vacuo. Seguido a evaporacéo, foi

obtida uma porcdo sélida, que foi removida e pesada. Uma pequena aliquota de
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cada um dos residuos foi dissolvida em 1 ml de DMSO, e o composto identificado

por cromatografia liquida de alta presséo — HPLC.

Cromatografia liquida de baixa presséao de fase reversa

Nao foi possivel obter o volume necessério das PMF tangeritina e
heptametoxiflavona completamente isoladas somente a partir da cromatografia de
baixa pressdo de fase normal, pois estas duas polimetoxiflavonas apresentaram
tempo de eluicdo muito proximo. Para tanto, a partir de 5,5 g de residuos soélidos
heterogéneos obtidos no Biotage Flash-Isolera™ One, foram realizadas corridas
cromatograficas de fase reversa no sistema CombiFlash™Sg 100c (Teledyne-Isco,
Nebraska, EUA), equipado com coletor de fracdes Foxy Jr. (Teledyne-lsco) e
detector de UV visivel UA-6 (Teledyne-Isco). Previamente, as amostras foram
suspendidas em metanol (MeOH), o volume misturado com silica LRP-2
(Whatman®), e a amostra foi secada em rotavapor sob vacuo. Em seguida, a
amostra foi manualmente empacotada em cartucho seco, e a separacéo
cromatografica ocorreu em coluna RediSep™ C18-Reverse Phase-130g. O
isolamento destas duas PMF foi realizado em dois ensaios, sendo utilizados 2,3 g
de amostra/coluna.

Para o isolamento da tangeritina e heptametoxiflavona foi utilizado o sistema
de solvente MeOH/Agua-0.5% é&cido férmico [gradiente: 55% MeOH (Oh) — 65%
MeOH (2h) — 75% MeOH (4h)], detector de UV visivel com absorbéancia de 310 nm e
vazao de 10 ml/min. Antes do inicio da corrida e conexao do cartucho contendo a
amostra, as colunas foram pré-condicionadas com 100% MeOH (1L) seguido de

55% MeOH (1L). Os compostos, contidos no solvente, foram coletados em fracdes
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de 20 ml/tubo, sendo as fragbes correspondentes a cada pico combinadas em um
mesmo recipiente, e o0 solvente evaporado em rotavapor sob vacuo (RE111,
BUCHI®). Os frascos foram enxaguados com MeOH, e a suspencéo transferida para
tubos de ensaio, os quais foram armazenados em freezer -20°C. Em seguida, o
MeOH foi evaporado no rotavapor sob vacuo, uma pequena aliquota de cada um
dos residuos foi dissolvida em 1 ml de DMSO, e o composto identificado por

cromatografia liquida de alta pressao — HPLC.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC

A identificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia liquida de alta
pressédo em HPLC-ESI-MS, sendo o HPLC Waters 2695 Alliance conectado em
paralelo com detector de arranjo fotodiodo 996 (PDA) e espectrdmetro de massa
guadrupolo simples Micromass ZQ, equipado com fonte de ionizacao electrospray
(ESI). A divisdo pos-coluna para o PDA e o detector de massa ZQ foi com
propor¢cdo de 10:1. A andlise cromatogréfica ocorreu em coluna C8 XBridge (4.6 x
150 mm), utilizando sistema de gradiente linear aquoso 0,5% de acido
férmico/acetonitrila, inicialmente composto de 90:10 (v/v), sendo a concentracao de
acetonitrila aumentada para 80:20, 75:25, 60:40, 30:70, 30:70, e depois reduzida
novamente para 90:10, 90:10 (v/v) nos tempos 0, 10, 15, 23, 40, 45, 53 e 60 min,
respectivamente, e vazao de 0,75 ml/min.

Esta caracterizacdo dos compostos foi realizada por meio do software Mass
Lynx ver. 4.1 (Micromass, Divisao de Waters Corp, Beverly, MA), sendo os
parametros de determinacdo de cada uma das massas 0s seguintes: modo de

ionizacdo, ESI-positivo; voltagem da capilaridade, 3.0 kV; voltagem do extrator, —4
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V; temperatura da fonte, 100 °C; temperatura dessolvatacdo, 250 °C; fluxo de
dessolvatagéao de Ny, 550 L/h; fluxo do cone de N2 flow, 100 L/h; voltagem do cone,
40 V. Portanto, a identificacdo das flavonas citricas isoladas e purificadas foi
baseado nas caracteristicas dos espectros de UV e massa molecular que cada um
dos residuos solidos apresentaram. Apds a identificacdo destes residuos obtidos, os
compostos equivalentes foram combinados, e o peso conferido: nobelitina, 12g;

tangeritina, 10g; heptametoxiflavona, 9,2g.

Remocao de interferentes indesejaveis

Ap0s a obtencgéo do volume necessario de cada uma das polimetoxiflavonas,
agora isoladas, elas passaram por uma etapa de refluxo e cristalizacdo, para
remocdo de residuos indesejaveis, como por exemplo, 0s solventes utilizados
durante o isolamento. Para purificacdo de cada um dos compostos, 0s residuos
sélidos foram transferidos para um recipiente, e adicionados de 70 ml de acetona.
Esta suspensdo passou pelo processo de refluxo, sendo aquecida a 40°C e
resfriada com dgua em temperatura ambiente durante 40 min, para dissolu¢do dos
residuos sélidos. Passado este periodo, o recipiente foi repousado em gelo por
cerca de 1h30min, para a cristalizacdo dos compostos. Em seguida, a fase solvente
e cristalizado foram filtrados (Pyrex®) sob vacuo, e o contetido sélido retido no filtro
foi enxaguado com mais 100 ml de acetona aquecida a 40°C, e reservado. A fase
solvente foi evaporada em rotavapor sob vacuo, e o residuo solido obtido a partir
desta fase foi enxaguado com 50 ml de acetona aquecida a 40°C. As duas fracoes

de residuo sdlido foram combinadas e secadas sob vacuo.
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Previamente a etapa de purificacdo, uma aliquota de cada uma das flavonas
foi dissolvida em 1 ml de acetona e reservada. Apds a obtencdo dos compostos
puros, foi realizado um teste de cromatografia em camada fina (TLC), utilizando o
sistema de solvente: Hexano/Acetona/Butanol (70/20/10 — v/v/v), para confirmacéo

da pureza dos compostos.

Remocao do odor de solventes

A Ultima etapa de purificacdo das polimetoxiflavonas, antes do envio para
administracdo aos ratos, consistiu da remocdo de odores ndo caracteristicos aos
compostos. Para a realizagdo deste processo, os compostos foram acondicionados
em papel de filtro e enxaguados trés vezes com 200 ml de hexano. O filtro foi
mantido em temperatura ambiente para evaporacdo do solvente, e em seguida
transferidos para frascos, tampados, e deixados overnight em estufa a vacuo, para a

completa secagem dos compostos.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com idade de 40 dias (peso corporal de
180 £ 5 gramas), procedentes do Biotério Central do Campus de Botucatu — UNESP
— S&o Paulo Brasil. Para a administracdo de cada um dos flavonoides foram
utilizados 10 animais, os quais foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais,
e passaram por um periodo de adaptacdo de trés dias. Durante toda a fase
experimental os animais receberam agua e alimentagao “ad libitum”, e o biotério foi

mantido em ciclo de luz de 12 horas (luzes acessas as 6h e desligadas as 18h),
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temperatura constante de 23°C + 1°C e umidade de 55 + 5%. Os animais foram
pesados a cada dois dias, para checagem do peso atual e ajuste da dose de cada

flavonoide; e o monitoramento da ingestao alimentar foi realizado uma vez ao dia.

Preparo das polimetoxiflavonas

As PMF foram incorporadas em iogurte natural (Nestle®) para administracdo
nos animais via gavagem. A incorporagcao das PMF ao iogurte ocorreu em ambiente
termostatisado a 25°C, durante 10 minutos, sob rotacdo de 27.000 rpm em
homogeneizador modelo Metabo®. Cada animal recebeu um volume de 1 ml/dia.

As  polimetoxiflavonas, tangeritina  (TAN), nobelitna (NOB) e
heptametoxiflavona (HMF) foram isoladas a partir de extratos secos do Oleo da
casca da laranja, e administradas em concentracdo de 200 mg/kg/dia, durante 15

dias cada uma. A gavagem foi realizada diariamente.

Coletada urina

Ap0Gs a administracdo da dose diaria das PMF, as 17:30h, iniciava-se a coleta
da urina de 24h, a qual foi realizada duas vezes ao dia, as 8h e as 17h. A urina foi
recolhida em frascos individuais, transferida para tubos Falcon (15 ml) apos cada
periodo de coleta, e centrifugada (1700xg durante 10 minutos) para sedimentacao
de residuos solidos. Em seguida, todo o volume de urina foi homogeneizado e
fracionado em tubos Falcon de 50 ml. Apos a coleta do periodo da manha, as
fracOes de urina eram mantidas refrigeradas (4°C) até o horario da coleta da tarde,

momento no qual as fracdes de urina dos dois periodos foram misturadas. Obtido,
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portanto, a urina de 24h, os frascos foram congelados em freezer -20°C e ap6s uma
semana transferidos para um biofreezer -80°C. No momento da extracdo dos
metabdlitos na urina, o volume total proveniente de cada um dos flavonoides foi
misturado, ndo se fazendo distincdo de cada dia de coleta.

As amostras de urina das flavonas citricas foram eluidas em metanol,
utilizando uma coluna C18. As fragdes de metanol foram concentradas em rotavapor
(MA120, Marconi®) e secadas em evaporador (MST-12060-C00, Genevac Solvent®).
Em seguida, os extratos secos foram enviados ao USHRL-ARS-USDA para
extracao, identificacdo e isolamento dos metabdlitos. Os procedimentos de eluicdo e
secagem das amostras de urina foram realizados no Laboratorio de Nutricdo do

Departamento de Alimentos e Nutricdo-FCF Araraquara-UNESP.

Isolamento dos metabdlitos das polimetoxiflavonas

Extracdo dos metabdlitos na urina de rato

A extracdo dos metabdlitos contidos na urina dos ratos ocorreu a partir dos
extratos secos obtidos apés a eluicdo da urina em metanol. Inicialmente, o extrato
seco, proveniente de cada uma das polimetoxiflavonas, foi dissolvido em 200 ml de
MeOH, e adicionado 800 ml de H,0-0,5% de acido formico. Este volume foi
transferido para um funil de separacéo, e acrescido de 500 ml de acetato de etilo, os
guais foram misturados sob agitacdo manual, em duas sec¢des de 30 segundos cada
uma. Em seguida, o funil foi deixado em repouso para a separacdo das fases
aquosa e solvente. Cada uma das fases foi recolhida separadamente em um

recipiente, e a extracao dos metabdlitos contidos na fracdo aquosa foi repetida mais
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duas vezes, sendo utilizados 500 ml de acetato de etilo em cada uma das secdes.
Ao final, todas as fragBes de solvente foram combinadas em um Unico frasco, e foi
realizado mais um processo para a extracdo, com a adicdo de 300 ml de H,O
deionizada a fragdo organica. Esta mistura de agua e solvente também foi agitada
duas vezes, durante 30 segundos, e aguardou-se a separagcado das fases aquosa e
solvente. A fracdo aquosa foi recolhida e misturada a fragdo aquosa obtida
previamente, e a fracdo de acetato de etilo foi recolhida separadamente em outro
recipiente.

Uma pequena aliquota das fracbes aquosa e solvente foi tomada e analisada
em HPLC, para verificagdo da eficacia da extracdo. Em seguida, cada uma das
fracbes foi evaporada em rotavapor sob vacuo; o volume, agora reduzido, foi
transferido para um tubo de ensaio. A fracdo aquosa foi armazenada em freezer -
20°C, e iniciou-se o processamento da fracao de acetato de etilo, para obtencéo dos

metabdlitos de flavonas citricas isolados.

Primeira etapa para isolamento dos metabdlitos

A primeira etapa de isolamento dos metabdlitos ocorreu por meio de
cromatografia de particho centrifuga, um subtipo da cromatografia em
contracorrente, utilizando o sistema Kromaton-FCPC®, equipado com software
Waters 600 Controller (Waters Corporation, Milford, MA), coletor de fracdes
Retriever®lV (Teledyne-Isco) e detector de UV visivel UA-6 (Teledyne-Isco). O
sistema de solvente bifasico foi definido, baseado em experiéncias prévias do
laboratério, nas quais também foram utilizadas amostras de flavonoides citricos.

Portanto, o sistema bifasico utilizado foi composto por acetato de
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etila/acetonitrila/agua-0.5% de acido férmico (1/1/2 — viviv), sendo a fase moével
constituida pela fracdo organica (upper phase) e a fase estacionaria pela fracédo
aquosa (lower phase). Previamente, a fracdo de acetato de etilo contendo os
metabdlitos foi secada em condensador a vacuo (SpeedVac 200H-Savant®), e em
seguida, dissolvida em 40 ml do solvente bifasico, sendo este volume constituido
por partes iguais da fracdo aguosa e organica. Antes da injecdo no cromatografo, a
amostra foi filtrada em filtro de 45 um, o qual foi enxaguado com mais 20 ml do
solvente bifasico (v/v). As condi¢cdes da corrida cromatografica foram as seguintes:
fluxo do sistema, ascendente; volume do rotor, 1L; velocidade do rotor, 1200 rpm;
detector de UV visivel com absorbancia de 254 nm; tamanho da célula, 2 mm;
sensibilidade de deteccdo, 2.0; vazdo de 20 ml/min. A corrida cromatogréfica teve
duragdo de 3 horas (duas horas em fase ascendente e uma hora em fase
descendente), sendo coletados 20 ml de amostra por tubo. Os tubos
correspondentes a mesma fracdo foram combinados em um mesmo frasco, e o
solvente evaporado em rotavapor sob vacuo. Em seguida, os frascos foram
enxaguados com MeOH, e o volume transferido para tubos de ensaio, os quais
foram armazenados em freezer -20°C, até a etapa seguinte de purificacao.

Ao final da analise para a amostra de urina com tangeretina, foi observado no
cromatograma que 0s metabdlitos foram eluidos praticamente ao mesmo tempo,
gerando picos com largura bastante ampla. Devido a isso, foi preparada uma placa
de 96 pocos para leitura da absorbancia das amostras coletadas e determinacéo de
guais destas corresponderiam a mesma fracdo. Para tanto, as amostras
correspondentes aos picos foram tomadas a cada dois tubos, e diluidas na fracéo
organica, em concentracdo de 1:10, sendo o solvente definido como branco da

leitura. A placa foi analisada em leitora de microplacas Epoch® (BioTek), com
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absorbancia de 280 e 330 nm. ApGs a obtencdo dos resultados, as frac6es foram
determinadas e seguiram 0 mesmo processo de evaporacdo de armazenamento em

freezer citados acima.

Purificacdo dos metabdlitos

A purificacdo dos metabdlitos de cada uma das PMF ocorreu em HPLC
preparativo Varian ProStar 210/215, equipado com detector de UV (Walnut Creek,
CA), Galaxy™ Chromatography Data System, coletor de fracdes Foxy®200
(Teledyne-Isco) e loop de 1mL para injecdo das amostras. As andlises foram
realizadas em colunas preparativas de fase reversa C8 ou C18. As condi¢des das
corridas cromatograficas como volume de injecdo, tempo de coleta por fracao,
composicdo da fase movel e eluicdo da coluna (gradiente ou isocratico) foram
ajustadas de acordo com o comportamento de cada um dos metabdlitos. Essas
determinacdes foram definidas a partir das informacdes fornecidas pela analise do
HPLC analitico (HPLC-ESI-MS) das fracdes coletadas na cromatografia de particao
centrifuga rapida. Todas as amostras foram diluidas em DMSO em volumes
variados, a fim de se atingir um material translicido para a andlise; as amostras que
ainda apresentaram caracteristica turva foram centrifugadas em microtubos durante
5 min a 4000 rpm. Para estas amostras, o pellet foi descartado e o sobrenadante,
contendo os compostos de interesse, foi injetado no HPLC preparativo para a
separacao dos metabalitos.

A escolha das fragdes provenientes da cromatografia de particdo centrifuga

rapida também foi determinada de acordo analises prévias no HPLC analitico
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(HPLC-ESI-MS), a partir das quais pudemos identificar quais delas continham os

metabdlitos.

Purificacdo dos metabdlitos glucuronideos de TAN

A amostra de urina com tangeretina foi a primeira a ser trabalhada para o
isolamento e purificacdo dos metabdlitos. Foram corridas as fragbes 3 e 4 obtidas
da cromatografia de particdo centrifuga rapida no HPLC preparativo. A fracédo 4 foi,
inicialmente, analisada em coluna Atlantis™ dC18 (OBD™ 19 x 100 mm, 5 pm) e
eluida em gradiente composto por 0,5% &cido formico (A)/acetonitrila (B),
inicialmente composto de 85:15 (v/v), sendo a concentracdo de acetonitrila
aumentada para 70:30, 70:30, 85:15, 85:15, 85:15, nos tempos 0, 45, 50, 55, 65
min, respectivamente, vazao de 5 ml/min, fragées de 1 min/tubo e 65 min de corrida
cromatografica. Ao final da corrida, a composicao dos picos foi verificada em HPLC-
ESI-MS. As fracdes contendo metabdlitos puros foram concentradas com a remogao
da fase movel, enxaguadas com MeOH e armazenadas em tubos de ensaio a -
20°C. As fracbes ainda contendo mais de um metabdlito também foram
concentradas e enxaguadas com MeOH, e em seguida secadas em evaporador
(SAVANT), para nova corrida de separacdo. A partir desta etapa, estas fracdes com
metabdlitos heterogéneos foram testadas em coluna XBridge ™ prepC8 (OBD™ 19 x
100 mm, 5 um) e método de eluigdo isocratico, com o percentual de acetoanitrila em
20%.

A fragdo 3 da amostra de urina com tangeretina foi diretamente testada na
coluna XBridge™ prepC8 e método de eluicdo isocratico com 20% de acetonitrila,
vazdo de 5 ml/min, fracbes de 5 ml/tubo e 65 min de corrida cromatografica. Os

procedimentos seguintes tomados para a fracdo 3 foram os mesmos daqueles
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adotados para a fracdo 4, onde os metabdlitos puros foram armazenados em
freezer -20°C, e as fracdes ainda heterogéneas sofreram sucessivas corridas

cromatograficas até a purificacdo dos metabdlitos contidos nelas.

Purificacdo dos metabdlitos glucuronideos de NOB

Para o isolamento dos metabdlitos de contidos na urina com nobiletina, foi
analisado no HPLC preparativo, apenas a fragdo 6 da cromatografia de particdo
centrifuga répida. A amostra foi inicialmente testada na coluna XBridge™ prepC8
em modo de eluigdo isocratico com 20% acetoanitrila, vazdo de 5 ml/min, fragfes de
1 min/tubo e 65 min de corrida cromatografica. Apds a corrida, foram investigados
quais tubos possuiam metabdlitos puros, os quais foram concentrados, enxaguados
com MeOH e armazenados em freezer -20°C. Assim como para as fracdes
heterogéneas de TAN, as fracOes desta corrida com a amostra de NOB que
continham mais de um metabdlito foram combinadas e testadas novamente, com
diferentes percentuais do solvente B. No entanto, a separacdo dos metabdlitos nédo
foi eficientemente atingida com a utilizagéo da coluna XBridge™ prepC8, mesmo
com inUmeras tentativas de ajuste na composicao de elui¢do, e por isso, foi trocada
tanto a fase estacionaria quanto a fase movel para esta analise.

Portanto, nas etapas seguintes de isolamento e purificacdo dos metabdlitos
de NOB foram utilizadas as colunas Phenomenex C18 (21 x 250 mm, 10 pum) em
eluicdo isocratica com 50% MeOH ou a Atlantis™ dC18 também com eluigdo
isocratica, mas com 25% acetonitrila. As corridas cromatograficas foram realizadas
sucessivamente, até a obtencdo dos metabdlitos de nobiletina purificados, os quais

também foram identificados e armazenados a -20°C.
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Purificacdo dos metabdlitos glucuronideos de HMF

O procedimento inicial de isolamentos dos metabdlitos de heptametoxiflavona
foi diferente do adotado para as demais PMF. Antes do inicio da separacdo no
HPLC preparativo, as fracbes 4, 5 e 6 provenientes da cromatografia de particao
centrifuga rapida foram analisadas em coluna de filtracdo em gel Sephadex™ LH-
20. Foram preparadas duas colunas, uma utilizando metanol como eluente, e outra
o etanol (EtOH); o empacotamento das colunas foi feito manualmente. Para a
coluna de MeOH foi utiizada uma bomba de baixa presséo para infusdo do
solvente, com vazdo de 1mL/min e coleta de fracbes com 3mL/tubo. J4 para a
coluna de EtOH foi utilizada a gravidade para infusdo do solvente, porém, a vazao
foi verificada, apresentando-se com aproximadamente 1mL/min, e por isso, o0 coletor
foi ajustado para 2min/tubo. Ambos os desempenhos das colunas foi monitorado
pela leitura de UV ~310nm.

A partir das corridas cromatograficas realizadas na coluna em gel LH-20 foi
possivel observar fracdes com metabdlitos de HMF praticamente puras, no entanto,
as fracOes ainda heterogéneas foram injetadas no HPLC preparativo, utilizando a
coluna Phenomenex C18 em eluicdo isocratica com acetonitrila. As condicbes de
eluicdo destas amostras também foram ajustadas de acordo com as caracteristicas
dos metabdlitos a serem isolados, sendo que o percentual de acetonitrila variou
entre 27% a 45 %. O fluxo de vazdo da coluna foi de 5 ml/min, com coletas de
fracbes com 0,5 min/tubo e a corrida cromatografica com duracéo de 65 min. Apos a

purificacdo dos metabdlitos, estes foram armazenados em freezer -20°C.
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Purificacdo dos metabdlitos hidroxilados das PMF

A nobiletina utilizada administrada aos ratos neste estudo estava com apenas
60% de pureza, sendo os outros 40% divididos em: 15% TMS, 15% SIN e 10%
entre impurezas e tracos de HMF e TAN. Devido a isto, durante as andlises das
fracbes de NOB obtidas da cromatografia de particdo centrifuga répida foi
observada uma quantidade significativa de metabdlitos hidroxilados provenientes de
diferentes PMF na fragéo 1, os quais foram isolados e purificados.

A primeira etapa de isolamento dos metabdlitos hidroxilados das PMF
também ocorreu no sistema Kromaton-FCPC®, sendo as condicbes da corrida
cromatografica as seguintes: fluxo do sistema, ascendente; volume do rotor, 1L;
velocidade do rotor, 1000 rpm; detector de UV visivel com absorbancia de 254 nm;
tamanho da célula, 0.01 mm; sensibilidade de deteccdo, 0.1; vazdo de 20 ml/min. A
corrida cromatografica teve duracédo de 4 horas (trés horas em fase ascendente e
uma hora em fase descendente), sendo coletados 20 ml de amostra por tubo.
Devido a caracteristica menos polar destes metabdlitos, foram realizados testes
para a determinacdo do sistema de solvente a ser utilizado. Foi escolhido o que
apresentou valor de K mais proximo a 1: hexano/acetato de etila/metanol/agua-0.5%
de acido férmico (3/5/3/5 — vivlv), sendo a fase movel constituida pela fracdo
organica (upper phase) e a fase estacionéaria pela fracdo aquosa (lower phase).
Antes da injecdo no cromatégrafo, a amostra foi diluida no sistema bifasico (v/v) e
filtrada em filtro de 45 pum, sendo o volume final injetado de 18 mL. Os tubos
correspondentes a mesma fracao foram combinados em um frasco, e o solvente foi
evaporado. Os frascos foram enxaguados com MeOH e armazenados a -20°C.

A presenca dos metabolitos hidroxilados das PMFs foi verificada nas fragcdes

2, 3, 4 e 5 da FCPC, conforme analise feita no HPLC-ESI-MS. Cada uma destas
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fracdes foi entdo analisada em placas de cromatografia liquida em camada fina
preparativa — prep TLC 20 x 20 cm (Uniplate™ Analtech, Inc.). Previamente, as
fracOes, contidas no MeOH, foram concentradas para 4mL de volume de amostra,
aplicadas nas placas de prep TLC e em seguida secadas em camara de vacuo sem
aguecimento, durante 30 minutos. Apds este periodo, as placas foram colocadas
dentro de um tanque para testes de TLC contendo o solvente de eluicao:
Benzeno/Acetona (4/1). A andlise ocorreu durante 2h30min, e depois as placas
foram deixadas para secar dentro do fluxo durante 1h. Passado este periodo, a
separacdo dos compostos foi verificada com a utilizacdo de uma lampada de
fluorescéncia a 254 nm. As linhas formadas na silica foram delimitadas, sendo estas
areas da resina removidas da placa e transferidas separadamente para um papel
filtro. Em seguida, cada uma das linhas de resina foram enxaguadas com 150 ml de
MeOH e analisadas no HPLC-ESI-MS. As linhas que possuiam metabdlitos
purificados foram identificados e armazenados em freezer -20°C; ja as linhas que
possuiam mais de um metabdlito foram concentradas e secadas em evaporador, e
iniciou-se o isolamento e purificacéo destas fracées no HPLC preparativo, seguindo
as seguintes condic¢des: coluna preparativa Phenomenex C18 (21 x 250 mm, 10 pum)
em elui¢do isocratica com agua-0,5% acido férmico/acetonitrila, vazdo de 5 ml/min,
com coletas de fragbes com 0,5 ou 0,3 min/tubo e a duracdo da foi de 65 min. O
percentual de acetonitrila utilizacdo para a eluicdo também variou conforme as
caracteristicas da amostra, variando entre 37% e 55%. Apds a obtencdo dos

metabalitos purificados, eles foram armazenados em MeOH a -20°C.
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Identificacdo dos metabdlitos das PMF

ApoGs a purificacdo dos metabdlitos conjugados e hidroxilados, eles foram
analisados em HPLC acoplado com fonte de ionizacéo electrospray (ESI) positiva,
utilizando condicfes similares aquelas descritas anteriormente: coluna C8 XBridge
(4.6 x 150 mm), sistema de gradiente linear aquoso 0,5% &cido férmico/acetonitrila,
inicialmente composto de 90:10 (v/v), aumentando para 80:20, 75:25, 60:40, 30:70,
30:70, e depois reduzido novamente para 90:10, 90:10 (v/v) nos tempos 0, 10, 15,
23, 40, 45, 53 e 60 min, respectivamente, com vazao de 0,75 ml/min. As amostras
gue apresentavam mesma massa molecular, com tempo de retencdo e absorbancia
de UV muito préximos foram analisados a fim de verificar se representavam o
mesmo composto. Aqueles que se mostraram idénticos foram combinados em um
mesmo frasco e secados em evaporador até obtencdo de uma massa seca.

Determinacdes iniciais da estrutura quimica foram realizadas para a maioria
dos metabdlitos isolados, por meio de UV, ESI-MS, fluorescéncia e espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (*H NMR). A determinac&o da estrutura final dos
demais compostos exigira estudos de degradacdo quimica e instrumentos mais
avancados. Apés a conclusao deste passo, poderemos propor a formula quimica e

estrutura molecular de todos os metabdlitos das PMFs isolados.

Espectro de UV-Vis das PMF e dos metabdlitos

O espectro de UV-Vis dos metabdlitos foi medido utilizando-se o detector de

arranjo fotodiodo (PDA) Waters 996. As medi¢Oes foram registradas entre 400 e 230

nm, com resolucdo de 1.2 nm, e taxa de amostragem de 0,5 espectros/segundos.
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Os espectros de UV das PMF administradas aos ratos foram diferentes entre si, e
0s metabdlitos obtidos a partir de cada uma delas exibiram espectros de UV
tipicamente semelhantes aos compostos originais. Desta maneira, 0os espectros de
UV dos metabdlitos foram Uteis para identificar o composto do qual originaram, e

fornecer informacdes iniciais da estrutura quimica.

Analise ESI-MS dos ions fragmentados dos metabdlitos das PMF

Como apresentado anteriormente, a estrutura quimica das PMFs consiste de
dois anéis aromaticos (A e B), ligados entre si pelo anel C. Em andlises em HPLC, a
medida que se aumentou a energia de fragmentagdo MS dos compostos,
denominada "voltagem do cone", os metabdlitos apresentaram ions com massa
molecular caracteristicos de substituintes padrdo nos anéis A e B, esperados para
0S compostos aqui estudados.

As andlises de fragmentacdo dos ions (ESI-MS) foram realizadas no
espectrometro de massa quadrupolo, Waters ZQ, nas seguintes condi¢cdes: capilar
3.2 kV; voltagem do cone a 20, 30, 40, 60 e 70 V; exaustor com 3V; lente Rf 0.30V;
temperatura da fonte, 100°C; temperatura do gas de dessolvatacdo, 250°C;
dessolvatacdo caudal de géas, 500 L/h; taxa de fluxo do gas do cone, 200 L/h;
resolucao LM, 15.0; resolucdo HM, 15; energia dos ions, 0.10; e multiplicador 650. A
deteccdo destes ions gerados pelos metabolitos também foi utilizada para obter

uma caracterizacao inicial da estrutura quimica dos mesmos.
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Espectro de fluorescéncia das PMF e seus metabdlitos

PMFs e alguns dos metabdlitos isolados neste estudo foram observados em
relagdo a fluorescéncia sob luz UV, e a natureza da fluorescéncia emitida por estes
compostos foi caracteristica da estrutura quimica das flavanonas polimetoxiladas. O
espectro de fluorescéncia foi medido em espectrofotdmetro de fluorescéncia Perkin
Elmer LS-55, em temperatura ambiente. Para a realizacdo dos testes, as amostras
foram preparadas em solucdo de MeOH com concentracbes maximas de 0,01
mg/ml. Os espectros de emisséo foram obtidos utilizando excitagdo a 330 nm (foi
observada pouca diferenca nos espectros utilizando-se excitacdo a 280 nm). Outras
configuragBes do instrumento incluiram: pontos de corte de excitagdo e emisséo de
5 nm, velocidade de escaneamento de 200 nm/min, com média de 8 scans

acumulados.

Avaliacdo das PMF e seus metabdlitos sobre a atividade da MTP

Cultura de células

Células Huh7.5 foram utilizadas nos ensaios in vitro para analise da atividade
biologica das PMF e seus metabdlitos sobre a sintese hepatica de lipideos. As
células foram cedidas pela profa. Dra. Paula Rahal (Laboratério de Estudos
Gendmicos do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, IBILCE-UNESP, S&o José do Rio Preto/SP) e sdo derivadas da

linhagem celular Huh7, uma linhagem de hepatdcitos provenientes de carcinoma
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celular que foram originalmente retirados de um individuo japonés, com idade de 57
anos, em 1982.

As células Huh7.5 foram cultivadas em frascos de 75 cm?, em meio de cultura
DMEM-Sigma D1152 (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina, 1% solu¢cdo de aminoacidos
nao-essenciais (meio de cultura completo — DMEM-C), e foram mantidas em estufa
umidificada com 5% CO, a 37°C. A troca do meio de cultura para manutencao
celular era realizado a cada dois dias, ocorrendo lavagem prévia do frasco com 10
ml de PBS estéril a 37°C. Repiques celulares foram realizados ao se observar

confluéncia celular superior a 90% da &rea do frasco.

Analise da viabilidade celular

A analise de citotoxicidade das PMF e dos metabdlitos em células Huh7.5 foi
realizada por meio do ensaio colorimétrico MTT, que se baseia na capacidade das
células viaveis reduzirem metabolicamente o sal de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazélio (sal de MTT), em cristais de cor azul-pUrpura que se
acumulam no citoplasma celular. O ensaio foi realizado conforme metodologia
padronizada no Laboratorio de Imunologia Clinica e Biologia Molecular —
FCFar/UNESP.

Uma suspensédo de células Huh7.5, contendo 1x10° cel./ml, preparada em
meio de cultura DMEM-C foi distribuida num volume de 200 pL/poco em placa de 96
orificios de fundo plano. A placa foi incubada a 37°C, em estufa umidificada com 5%
de CO,, por um periodo de 24 h. Em seguida, o meio foi aspirado e as células

tratadas com os respectivos compostos. As PMF e os metabdlitos foram preparados



63

em meio de cultura DMEM-C e adicionados nas concentragdes de 0, 5, 10, 25, 50,
100 e 500 puM. A placa foi novamente incubada por 24h em estufa a 37°C com 5%
de CO,. Apoés este periodo, o meio foi removido e as células lavadas com PBS.
Foram entdo adicionados 100 plL/pogco da solugdo de MTT a 1mg/ml em meio
DMEM incompleto, e feita uma incubacao de 1h, nas mesmas condi¢des anteriores.
Em seguida, a solucdo de MTT foi removida, as células lavadas com PBS, e
adicionados 100 pL/poco de DMSO. A placa foi gentiimente agitada por 5 minutos
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e os resultados obtidos em
espectrofotometro a 490/630 nm. O controle negativo do teste foi composto por
células tratadas apenas com meio DMEM-C, considerando-as como 100% da
viabilidade celular. Como controle de morte celular, células foram incubadas durante
10, 20 ou 30 minutos com peréxido de hidrogénio (H.O;) a 0,001 M e lavadas com
PBS, antes da adi¢do da solucédo de MTT. Os testes foram realizados em triplicada,

em trés ensaios distintos.

Grupos experimentais

De acordo com os resultados obtidos no ensaio da viabilidade celular (= 80%)
as concentracdes de 5, 10, 25 e 50 uM foram selecionadas para a realizacdo dos
ensaios com as PMF, e as concentracdes de 5, 10 e 25 uM foram selecionadas para
a realizacdo dos ensaios com os metabdlitos, para a analise da acao destes sobre a
sintese hepatica de lipideos. Os grupos experimentais sado descritos abaixo. Os
metabdlitos identificados com “G” indicam aqueles conjugados ao acido glucurdnico,
e os identificados com “OH” indicam os hidroxilados (perda de um ou mais grupos

metil).
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1. Controle negativo: apenas DMEM-C

2. Controle positivo TAN: purificada, com massa molecular de [372+H]"

3. Controle positivo NOB: purificada, com massa molecular de [402+H]"

4. Controle positivo HMF: purificada, com massa molecular de [432+H]"

5. Metabolito teste TAN-G1: purificado, com massa molecular de [534/358+H]"
6. Metabolito teste TAN-G2: purificado, com massa molecular de [520/344+H]"
7. Metabolito teste TAN-OH1.: purificado, com massa molecular de [358+H]"

8. Metabolito teste TAN-OH2: purificado, com massa molecular de [358+H]"

9. Metabolito teste NOB-G: purificado, com massa molecular de [564/388+H]"
10. Metabolito teste NOB-OH: purificado, com massa molecular de [388+H]"

11. Metabolito teste HMF-OH: purificado, com massa molecular de [580/404+H]"

Incorporacao celular das PMF e seus metabdlitos

Foram realizadas analises em microscopia confocal com a finalidade de se
verificar a incorporacdo das PMF e seus metabdlitos pelas células Huh7.5. Para a
realizacdo destes testes, uma suspensdo de células contendo 1x10° cel./ml,
preparada em meio de cultura DMEM-C foi distribuida nhum volume de 2 ml, em
placa propria para microscopia confocal (35 x 10 mm e laminula de vidro aderida,
22x22 mm). A placa foi incubada a 37°C, em estufa umidificada com 5% de CO,, por
um periodo de apenas 12 h, para evitar um aumento excessivo na confluéncia
celular. Apés este periodo, o meio foi descartado, e as PMF foram adicionadas na
concentragdo de 50 pM em meio de cultura DMEM-C, enquanto os metabalitos
foram adicionados na concentracdo de 25 pM. As placas foram novamente

incubadas, agora durante 24h. Em seguida, o meio foi removido e as células
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lavadas duas vezes com PBS. Neste momento, 1 ml de PBS foi adicionado a cada
placa para a obtencdo das imagens, pois, a permanéncia do meio de cultura
promove um background, proveniente de sua coloracéo, associado aos compostos
livres que ndo foram incorporados pelas células.

As concentracdes de 50 uM para as PMF e 25 pM para o metabdlitos foram
definidas para este experimento, pois além de manterem a viabilidade celular =
80%, proporcionam alta intensidade na fluorescéncia emitida pelos compostos
dentro da célula. O controle negativo do teste foi composto por células tratadas
apenas com meio DMEM-C. As imagens foram obtidas a partir do Microscopio
Confocal Zeiss 780 do Instituto de Fisica de S&o Carlos-USP. O espectro de
fluorescéncia dos compostos incorporados pelas células foi obtido utilizando-se
laser de 405nm; filtros de 413 a 692nm; pinhole de 98 um; e objetiva de 40x. As
imagens foram realizadas com laser de 405 nm, também em objetiva de 40x, e filtro

de emissao variando entre 415 e 550 nm.

Determinacéo do comprimento de onda para as analises em microscopia confocal

Antes da realizacdo das analises de incorporacdo das PMF e dos metabdlitos
pelas células Huh7.5, foram investigadas as condicbes adequadas para melhor
obtencdo das imagens. Para a realizacdo do teste, foi preparada uma solugcéo de
cada uma das PMF em DMSO, e 200 pL da solucéo foram adicionados a uma placa
de 96 orificios de fundo plano. O DMSO puro foi utilizado como branco, e as
amostras foram avaliadas em espectrofotometro de fluorescéncia Synergy H1
Hybrid Read. As amostras foram avaliadas em triplicata, e os resultados analisados

no software Gen5-2.07. Dois protocolos foram estabelecidos para determinar o
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comprimento de onda 6timo para excitagdo e emissdo da fluorescéncia destes

compostos (Figuras 10 e 11).

1) Protocolo de excitacdo: o escaneamento variou entre 0s comprimentos de

onda de 250 e 530 nm, sendo realizada uma leitura a cada 10 nm.
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Figura 10: Espectro de absorcéo de fluorescéncia das PMF purificadas

2) Protocolo de emissédo: a partir da definicAo do comprimento de onda

adequado para excitacdo (380 nm), foi entdo realizado o escaneamento para

emisséo, o qual variou entre 400 e 700 nm; também foi realizada uma leitura a cada

10 nm.
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Espectro de emissao das PMFs

25000
20000 //—\\
15000 /
\ ——TAN
10000 NOB
S000 /—\ N ——HMF
\“'-...__' —’\\

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

410 430 450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 650

FIU

A (nm)

Figura 11: Espectro de emissao de fluorescéncia das PMF purificadas

Apbés a definicdo destas condigbes, foram preparadas laminas para
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX60), a fim de se confirmar a incorporacao
dos compostos pelas células. Dez uL de uma suspencéo celular contendo 1x10°
cel./ml foram adicionados as laminas, que foram deixadas pra secar a 37°C (em
média 1 minuto); em seguida, foi colocada a laminula e uma gota de glicerina. As
laminas foram observadas em objetiva com aumento de 40x, e filtro de 380 nm.
Com a realizacdo destes testes, foi observado que as células Huh7.5 também
apresentam autofluorescéncia, com comprimento de excitagdo proximo ao
ultravioleta (~400 nm). Porém, a confirmacé&o da incorporacéo dos flavonoides pelas
células pbde ser realizada pela diferenca de intensidade e espectro de fluorescéncia

emitida em cada grupo experimental.
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Atividade da proteina transferidora de triglicerideos microssomal (MTP)

Foi avaliada utilizando um kit de ensaio de MTP (Biomedical Roar, Nova
York, NY), que se baseia na transferéncia de fluorescéncia, decorrente da atividade
da MTP, entre particulas doadoras e receptoras de fluorescéncia. Para a realizacdo
do ensaio, uma suspensdo de células Huh7.5, contendo 1x10° cel./ml, preparada
em meio de cultura DMEM-C foi distribuida num volume de 500 pL/po¢o em placa
de 48 orificios de fundo plano. A placa foi incubada a 37°C, em estufa umidificada
com 5% de CO,, por um periodo de 24 h. Em seguida, o meio foi removido e as
células tratadas com as PMF, nas concentracdes de 5, 10, 25 e 50 uM, ou com 0s
metabdlitos, nas concentracdes de 5, 10 e 25 uM. A placa foi novamente incubada
(37°C e 5% de CO,) durante e 24h, e, apés este periodo, o meio foi removido e as
células lavadas duas vezes com PBS a 37°C. Em seguida, foram adicionados 150
pL de tampéo de lise (Tris 10 mM e pH 7,4; NaCl 150 mM, 1 mM EDTA, adicionados
de inibidores de protease: PMSF 100 mM e Leupeptina 1 mg/mL) em cada orificio.
As células foram lisadas (3 x 5 segundos) em sonicador e as proteinas totais
guantificadas pelo método de Bradford.

A atividade da MTP foi avaliada pela incubacédo de 50 ug de proteina celular
com 5 pL da particula doadora e 5 pL da particula receptora, num volume final de
250 pL em tampéo de ensaio (Tris 15 mM e pH 7,4; NaCl 40 mM, 1 mM EDTA). A
analise foi preparada em placa negra com fundo transparente, a qual foi incubada
em estufa convencional a 37°C durante 12 horas. O sinal de fluorescéncia foi
medido em fluorimetro (Biotek LFX800, Software-Gen5) com excitacdo de 465/20
nm e emissdo de 535/20 nm. Para a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia

(FIU), foi preparada uma curva padrao de isopropanol e 5 pL da particula doadora
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de fluorescéncia em diluicdo seriada, que também foi medida em excitagdo de

465/20 nm e emissao de 535/20 nm, num volume de 100 pL (Figura 12).
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Figura 12: Curva padrao utilizada para analise da atividade da MTP apdés 24h de

incubacdo com as PMF e os metabolitos

Quantificacdo das proteinas totais

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford. O reagente

foi preparado utilizando 50 mg de azul de Coomassie G-250, dissolvido em 25 mL

de etanol 100%; 50 mL de acido fosférico 85%, em agua, com volume final de 500

ml. As amostras de lisado celular foram em NaCl 0.15 M (1:10) em 100 pL,

adicionadas de 1 mL do reagente de Bradford, agitadas em vértex e incubadas

durante 5 minutos ao abrigo da luz. Apds este periodo as amostras, preparadas em

duplicata, foram avaliadas em espectrofotbmetro a 595 nm. Uma curva padrao de

albumina 1 mg/mL foi preparada em NaCl 0.15 M nas concentracdes de 5, 10, 20,
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50 e 100 pg/mL (Figura 13), e utilizada para a quantificacdo de proteinas nas células

no ensaio da MTP.
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Figura 13: Curva padrao de albumina utilizada para quantificacdo das proteinas
totais das células Huh7.5 apos 24h de incubacdo com as PMF e os metabdlitos

Forma de analise dos resultados

Os resultados de viabilidade celular e atividade da MTP sédo apresentados
como média = desvio padrdo. A distribuicdo dos dados foi testada quanto a
normalidade, e em seguida, a variacdo entre os grupos foi avaliada pela analise de
variancia One-Way (ANOVA), seguida pelo pés-teste de Tukey, com a finalidade de
identificar os grupos que apresentavam diferenca. As andlises realizadas apenas
entre dois grupos foram avaliadas pelo teste T para amostras ndo pareadas. O nivel

de significancia considerado foi P <0,05 (GraphPad Prism 5).
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RESULTADOS

Durante o periodo de administracdo dos compostos de PMF, ndo houve
perda de nenhum dos ratos, mostrando que estes toleram bem uma dose de 200
mg/kg/dia. Os animais mantiveram consumo de racdo e 4gua adequados, além de
ganho de peso habitual para a espécie.

Os procedimentos utilizados para o isolamento das polimetoxiflavonas
permitiu a obtengdo dos compostos tangeretina e heptametoxiflavona com grau de
pureza maior que 95% (Figura 14 e 15), no entanto, a utilizagdo destes métodos
para o isolamento da nobiletina ndo apresentou a mesma eficicia, visto que a
amostra utilizada para administracdo nos animais possuia apenas 60% de
nobiletina, e foi composta também por 15% de sinensetina, 15% de
tetrametilescutelareina, além de 10% de impurezas e tracos de HMF e TAN (Figura

16).
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Figura 14: Cromatograma (MS e UV) da TAN purificada a partir do extrato
seco do 6leo da casca da laranja. HPLC-MS, [372+H]"
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Figura 15: Cromatograma (MS e UV) da HMF purificada a partir do extrato
seco do 6leo da casca da laranja. HPLC-MS, [432+H]"
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Figura 16: Cromatograma (UV) da NOB purificada a partir do extrato seco do
6leo da casca da laranja [402+H]"
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ApOGs o processo de eluicdo e extragdo da urina coletada dos animais, foi
observado que a maior concentragdo dos metabdlitos das PMF encontrava-se na
fracdo organica, proveniente da extracdo liquida-liquida com acetato de etilo e agua
0,5% acido formico. Na fracdo aquosa da extracdo foram encontrados os
metabdlitos de PMF conjugados a grupos sulfato (dados ndo apresentados),
enquanto que na fracdo orgénica foram encontrados os metabdlitos na forma
hidroxilada e os conjugados ao acido glucurdnico.

Abaixo sdo apresentados o0s cromatogramas da fracdo organica das
amostras de urina para tangeretina (Figura 17), nobiletina (Figura 18) e
heptametoxiflavona (Figura 19), obtidos a partir da analise com HPLC-MS-ESI. As
bandas cromatogréficas estdo sinalizadas com as respectivas massas moleculares

e tempo de retencao.
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E importante ressaltar que a eluicdo com metanol das amostras de urina de
NOB e TAN ocorreu na mesma coluna, nesta ordem, e por isso, foram observados
algumas bandas com massa molecular correspondente a amostra de NOB no
cromatograma de extragao da amostra de TAN. No entanto, este fato