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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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CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que as PMF sdo amplamente metabolizadas apo6s
seu consumo por via oral e, 0 maior numero de metabdlitos na forma hidroxilada em
relacdo aos conjugados, indica que esta € a principal via de metabolizacdo destes
compostos. Apresentamos aqui a viabilidade de isolamento de alguns metabdlitos de
PMF a partir da urina de roedores; foi demonstrado também que eles apresentam
atividade biolégica ativa, uma vez que foram capazes de reduzir a atividade da MTP,
atuando assim, como possiveis agentes hipolipidémicos. Portanto, esses dados
reforcam a hipotese de que sdo os metabdlitos, os responsaveis pelos beneficios a

saude observados a partir do consumo dietético das polimetoxiflavonas.
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