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RESUMO

Relatos e evidéncias epidemioldgicas sugerem que dietas ricas em quercetina e
seus derivados glicosidicos tém efeitos na prevencdo e no tratamento de importantes
doencas, como cardiovasculares e cancer. A conversao da quercetina rutinosideo (rutina),
um flavonoide abundante na natureza, em quercetina 3-glicosideo (Q3G) pela retirada da
molécula de ramnose da rutina é uma estratégia importante para aumentar a sua
biodisponibilidade. A Q3G possui distribuicdo escassa nos alimentos, portanto seu
consumo a partir da dieta é baixo e os processos para seu isolamento a partir de matrizes
naturais séo pouco eficientes. Neste trabalho foi avaliada a eficacia da hidrolise quimica
(4cida) e enziméatica catalisada pela hesperidinase de Penicillium sp. para a sintese de
Q3G. O complexo enzimético hesperidinase com acao de a-L-ramnosidase (retirada da
molécula de ramnose) e B-D-glicosidase (retirada da molécula de glicose) foi submetido a
diferentes tratamentos térmicos para inativar a atividade indesejavel da p-D-glicosidase. A
cinética de hidrdlise da rutina e a quantificagdo dos produtos de reagéo foram realizadas
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (CLAE - EM). A quercetina
e a rutina antes e apoés tratamento enzimatico foram avaliadas in vitro em relagdo a
atividade antioxidante pelos métodos de sequestro de radicais DPPH, descoramento do [3-
caroteno e inibicdo da xantina oxidase (XO); e em relagéo a atividade antiproliferativa com
o emprego de um painel de células tumorais humanas, utilizando o ensaio da
sulforrodamina B para avaliacdo do crescimento celular. Foi possivel definir a melhor
condigdo para a inativacdo térmica da fracdo B-D-glicosidase da hesperidinase, o que
levou a obtencdo de altas taxas de Q3G (69,5%) apoOs 4 horas de hidrélise da rutina
catalisada pela hesperidinase previamente aquecida a 70°C por 30 minutos. A hidrélise
enzimatica se mostrou vantajosa em relacdo ao processo quimico, uma vez que foi
possivel controlar o processo de hidrélise mantendo a molécula de glicose esterificada a
quercetina. A rutina hidrolisada (mistura contendo 69,5% de Q3G e 7,5% de quercetina)
mostrou maior atividade antioxidante avaliada pelo método de neutralizacdo de radicais
DPPH (81,4 + 2,3%) quando comparada a rutina (62,6 + 6,9%; p<0,05). Ndo houve
diferencas significativas nas capacidades de inibicdo da peroxidacdo lipidica, avaliada
pelo método de descoramento do B-caroteno, e de inibicdo da xantina oxidase antes e
apés tratamento enzimatico da rutina. A presenca de substituintes glicosidicos no
grupamento hidroxila (OH) da posicdo 3 no anel C da quercetina mostrou reduzir a
capacidade dos flavonoides de inibir a XO. A rutina hidrolisada, formada predominamente
por Q3G, exibiu uma maior atividade antiproliferativa em varias células tumorais humanas,
em especial células de glioma (Glso = 3,6 pg/mL) e adenocarcinomas de ovario (Glsp= 1,5
pHg/mL) e mama (Glso = 2,3 pg/mL) comparada a quercetina (Glsp = 31,4, 72,7 e 31,9
pug/mL, respectivamente) e a rutina controle (antes da hidrélise), a qual ndo exibiu
atividade antiproliferativa nas concentracdes testadas (0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL). Os
resultados indicam que a Q3G, um derivado funcional da rutina com alta atividade
antioxidante e antiproliferativa, pode ser eficientemente obtida a partir da hidrélise
enzimatica controlada da rutina.

Palavras-chave: quercetina-3-glicosideo. rutina. atividade antioxidante. atividade
antiproliferativa. hesperidinase. hidrolise.
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ABSTRACT

Several reports and epidemiological evidences suggest that diets rich in quercetin
glycosides and their derivatives have effects on the prevention and treatment of major
diseases such as cardiovascular disease and cancer. The conversion of quercetin
rutinoside (rutin), a widely spread flavonoid in nature, to quercetin 3-glucoside (Q3G) by
removal of the rhamnose molecule of rutin is an important strategy to increase its
bioavailability. Q3G has scarce distribution in foods, so its intake from the diet is low and
the processes for its isolation from natural matrices are less efficient. In this study, we
evaluated the effectiveness of chemical (acid) hydrolysis and enzymatic hydrolysis
catalyzed by the enzyme hesperidinase from Penicillium sp. for the synthesis of Q3G. The
hesperidinase enzymatic complex, showing a-L-rhamnosidase activity (removal of the
rhamnose molecule) and B-D-glucosidase activity (removal of the glucose molecule), was
subjected to different heat treatments to inactivate the undesirable B-D-glucosidase
activity. The hydrolysis kinetics of rutin and the quantification of reaction products were
performed by liquid chromatography - mass spectrometry (UPLC - MS). Quercetin and
rutin before and after hydrolysis were evaluated for their in vitro antioxidant activity by the
DPPH radical scavenging method, the [-carotene bleaching method and inhibition of
xanthine oxidase (XO) and for their antiproliferative activity using a panel of human tumor
cells, using the sulforhodamine B assay to assess cell growth. It was possible to determine
the best condition for the thermal inactivation of the [-D-glucosidase fraction of
hesperidinase, which led to the attainment of high rates of Q3G (69.5%) after 4 hours of
hydrolysis of rutin catalyzed by hesperidinase preheated at 70 °C for 30 minutes.
Enzymatic hydrolysis showed to be advantageous in comparison to the chemical process,
since it was possible to control the hydrolysis process while maintaining the glucose
molecule esterified to quercetin. Hydrolyzed rutin (a mixture containing 69.5% Q3G and
7.5% quercetin) showed higher antioxidant activity evaluated by the DPPH radical
scavenging method (81.4 £ 2.3%) in comparison to rutin (62.6 + 6.9%, p <0.05). There
were no significant differences between the inhibition of lipid peroxidation, estimated by
the B-carotene bleaching method, and inhibition of xanthine oxidase before and after
hydrolysis of rutin. The presence of glycosidic substituents on the hydroxyl group (OH) at
the 3-position in the C ring of quercetin was shown to reduce the capacity of flavonoids to
inhibit XO. Hydrolyzed rutin, composed mainly by Q3G, exhibited a higher antiproliferative
activity on various human tumor cells, especially glioma cells (Gls, = 3.6 mg/mL) and ovary
(Glsp = 1.5 mg/mL) and breast adenocarcinomas (Glsg = 2.3 mg/mL) in comparison to
guercetin (Glsg = 31.4, 72.7 and 31.9 mg/mL, respectively) and rutin (control, before
hydrolysis), which did not exhibit antiproliferative activity at the concentrations tested (0.25,
2.5, 25 and 250 mg/mL). The results indicate that Q3G, a functional derivative of rutin with
high antioxidant and antiproliferative activities, can be efficiently obtained by controlled
enzymatic hydrolysis of rutin.

Keywords: quercetin-3-glucoside. rutin. antioxidant activy. antiproliferative activity.
hesperidinase. hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

Os compostos polifendlicos presentes em vegetais, entre eles os flavonoides, tém
sido objeto de estudo devido as suas propriedades funcionais, em especial sua atividade
antioxidante, demonstrada em estudos in vitro, em modelos animais e em ensaios

clinicos.

Dentre os flavonoides, um grupo de grande interesse devido as suas propriedades
benéficas € a familia da quercetina. A quercetina € uma aglicona, encontrada em vegetais
principalmente na forma esterificada a diferentes agucares. Dentre estes compostos, 0s
de maior interesse sdo a isoquercitrina (quercetina-3-O-glicosideo, Q3G), quercitrina
(quercetina-3-O-L-ramnosideo) e rutina (quercetina-3-O-rutinosideo), a qual possui um
dissacarideo (rutinose = ramnose + glicose) como substituinte na hidroxila da posi¢éo 3
do anel C (pirano) (Kim et al., 2011).

A natureza da glicosilagéo do flavonoide influencia tanto sua ag&o biolégica quanto
sua absorcéo pelo organismo. As formas agliconas dos flavonoides podem ser absorvidas
diretamente a partir do intestino delgado (Heim et al., 2002), enquanto as formas
glicosidicas requerem hidrélise preliminar por enzimas intestinais ou pela microflora do
célon (Scalbert & Williamson, 2000). Embora o metabolismo intestinal propicie a retirada
das fracdes glicosidicas dos derivados da quercetina, relatos bibliograficos mostram que a
Q3G utilizada por via oral € melhor absorvida em relagdo a rutina e a quercetina, sendo
por isso um composto de interesse para aplicacao medicinal e alimenticia (Reinboth et al.
2010; Wang et al., 2011). Sendo assim, a conversao da rutina em Q3G € uma estratégia
importante para aumentar a sua biodisponibilidade (Olthof et al., 2000).

Além disto, a Q3G apresenta algumas atividades biologicas importantes, como
antioxidante, anti-inflamatéria, atividade de protecdo contra a aterosclerose e
estabilizacdo plaquetaria (Wang et al., 2011). Segundo alguns autores, os efeitos
biolégicos atribuidos a Q3G séo superiores aos efeitos observados para a rutina (Salim et
al., 2004; Fernandez et al., 2005; Motoyama et al., 2009).

A Q3G é um produto natural de distribuicdo escassa, presente em poucas fontes
vegetais e em baixa concentracdo (em média, 0,01%), o que torna 0s processos de
extracdo pouco eficazes (Wang et al., 2011). Por outro lado, a rutina € amplamente
distribuida e abundante entre diversos vegetais folhosos e frutas citricas encontrados no

mundo inteiro, como por exemplo, no trigo-sarraceno (Fagopyrum esculentum) (Kreft et

1



al., 1999), na uncéria (Uncaria eliptica), nas folhas e peciolos das espécies do género
Rheum (Soponar et al., 2010) e no fruto da arvore brasileira fava-d’anta (Dimorphandra
mollis). A fava-d’anta é uma espécie arbdérea nativa do Brasil, pertencente a
familia Caesalpinaceae, encontrada em regifes de cerrado nos estados do Para, Goias,
Mato Grosso, Minas Gerais, Sado Paulo, Mato Grosso do Sul e na caatinga nordestina,
que contém cerca de 8g de rutina para cada 100g de pericarpo (Chaves & Usberti, 2003).
A rutina é encontrada ainda em varias fontes alimentares como cebola, uva, feijao

vermelho, magas, tomates e bebidas como vinho tinto e ch& preto (Wang et al., 2010).

A obtencdo da Q3G através da hidrélise da molécula de ramnose terminal da
rutina se apresenta, dessa forma, como uma alternativa vantajosa tanto no aspecto

econbmico quanto tecnoldgico.

Existem duas metodologias basicas para sintese da Q3G a partir da rutina: a
hidrélise quimica, em meio acido ou alcalino, e a hidrélise enzimatica, catalisada por a-L-
ramnosidases (Monti et al., 2004). A hidrolise enzimatica apresenta vantagens sobre os
métodos quimicos, em especial quanto as condi¢gbes de reac¢do, mais brandas, e quanto a
especificidade da reacdo. Somente duas preparagfes enzimaticas de a-L-ramnosidases
estdo disponiveis comercialmente, a hesperidinase e a naringinase, ambas produzidas
por fungos e possuindo atividade tanto de a-L-ramnosidase quanto de B-D-glicosidase
(Yadav et al., 2010). A hesperidinase pode ser empregada na sintese de Q3G a partir da
rutina; entretanto, neste processo a atividade de B-D-glicosidase do complexo enzimatico
€ indesejada, uma vez que a molécula de glicose deverd permanecer esterificada a
aglicona. Para eliminar a necessidade de purificacdo da fragdo de a-L-ramnosidase e
reduzir o custo do método, uma das alternativas é recorrer a inativacao da fragao p-D-
glicosidase da hesperidinase através de tratamento térmico seletivo, mantendo ao mesmo

tempo a atividade de a-L-ramnosidase (Vila-Real et al., 2011).

Assim, este estudo tem como objetivo principal analisar comparativamente as
atividades antioxidante e antiproliferativa da rutina antes e apés hidrélise enzimética pela
hesperidinase comercial de Penicillium sp. O complexo enzimatico foi submetido a
diferentes tratamentos térmicos para avaliar o efeito da temperatura na inativacdo da
fracao B-D-glicosidase e otimizar a obtencdo de Q3G a partir da rutina comercial. O
processo enzimatico foi ainda comparado ao processo de hidrélise quimica em meio acido

em relagdo a cinética de conversdo de rutina em Q3G.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Flavonoides: estrutura e classificacao

Entre as diversas classes de compostos fendlicos, os flavonoides sao
considerados muito importantes para a alimentacdo humana, devido a sua ampla
distribuicdo em frutas, hortalicas, legumes, gréos, cereais e leguminosas. Sua biossintese
pelos vegetais é estimulada pela luz; desta forma, esses compostos se acumulam nos

tecidos aéreos (Archivio et al., 2007).

A estrutura dos flavonoides, representada na Figura 1, € baseada no nucleo
flavilium, o qual consiste de trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel (A) é
condensado com o sexto carbono do terceiro anel (C), que na posigdo 2 carrega um
grupo fenila como substituinte. O anel C pode ser um pirano heterociclico, gerando as
estruturas bdsicas das leucoantocianinas (ou pré-antocianinas ou catequinas) e

antocianidinas, e € denominado de nucleo flavana (Aherne & O’Brien, 2002).

Figura 1. Representacdo esquemdtica da estrutura basica de um flavonoide (Santos-
Buelga & Williamson, 2003)

Flavonoides ocorrem comumente como ésteres, éteres ou derivados glicosidicos.
Exceto o grupo das leucoantocianinas, os flavonoides em plantas geralmente séo
acompanhados por glicidios, recebendo assim a denominacédo de glico-flavonoides ou
flavonoides glicosilados. As substituicdes glicidicas incluem D-glicose, L-ramnose,
glicoramnose, galactose, lignina e arabinose (Birt et al., 2001). O residuo de acUcar da

molécula do flavonoide é provavelmente o principal fator determinante de sua absorcao



pelo organismo (Nielsen et al., 2006). Quando se apresenta isenta de glicidios (acucares),
a estrutura recebe o nome de aglicona. A forma aglicona € mais lipofilica, facilitando a
interacdo com as membranas celulares (Salem et al., 2010).

VariagBes no anel heterociclico C originam as diversas classes de flavonoides,
como flavondis, flavonas, catequinas, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides, como

pode ser visto na Tabela 1 e na Figura 2.

A estrutura basica dos flavonoides origina varios padrées de substituicdo nos anéis
A e B dentro das classes dos flavonoides: grupamentos hidroxila (OH) fendlicos, O-
acucares, grupos metoxi, sulfatos e glucoronideos (Hollman & Katan, 1999). As atividades
bioquimicas dos flavonoides e de seus metabdlitos dependem de sua estrutura quimica,
gue pode variar com substituicbes incluindo hidrogenacao, hidroxilagbes, metilacdes,

malonilagdes, sulfatacdes e glicosilagdes.

Tabela 1. Principais classes de flavonoides encontradas em alimentos

Classe Estrutura Exemplos

Flavonas C=0 na posigéo 4 Iuteoh_na, apigenina,
diosmetina

Flavonois OH na posigéo 3 e C=0 na posicdo 4 do guercetina, kaempferol,

anel C miricetina

C=0 no C-4, sem dupla ligacdo entre C-2
e C-3

OH no C-3, sem dupla ligacdo entre C-2 e
C-3,sem C=0 no C-4

OH no C-3, com ligacfes duplas
conjugadas, sem C=0 no C-4

Flavanonas naringina, hesperidina

Flavanois catequinas

Antocianidinas cianidina, pelargonidina

Isoflavonas anel B na posigédo C-3 genisteina, daidzeina

OH = grupamento hidroxila; C=0 = grupamento carbonila
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Flavanois Antocianidinas Isoflavonas

Figura.2. Principais subclasses de flavonoides. A divisdo € baseada em variagdes no anel
heterociclico C (Hollman & Katan, 1999)

Na Tabela 2 encontram-se as principais classes de flavonoides e sua ocorréncia

em alimentos comuns.

Tabela 2. Ocorréncia de flavonoides em alimentos

%?/(S)i%i?jees Principais fontes

flavonois cebola, couve-de-folhas, brécolis
maca, cereja, bagas (framboesa, amora, mirtilo, morango, oxicoco)
ch4, vinho tinto

flavonas salsa, tomilho

flavanonas frutas citricas

catequinas maca

chas
antocianidinas cereja, uva

isoflavonas soja, leguminosas

(Adaptado de Hollman & Katan, 1997)



2.2. Atividades biolégicas dos flavonoides

2.2.1. Atividade antioxidante

Um dos mais importantes mecanismos de acdo dos flavonoides se deve as suas
propriedades antioxidantes. Segundo Halliwell & Gutteridge (1998), o termo “antioxidante”
€ aplicado a substancias capazes de retardar, prevenir ou remover o dano oxidativo a
uma molécula-alvo. O papel fisiolégico desses compostos, como a definicdo sugere, é
prevenir danos a componentes celulares que surgem como consequéncia de reacoes

quimicas envolvendo radicais livres.

Os flavonoides podem prevenir danos causados por radicais livres através dos
seguintes mecanismos: neutralizagdo direta de espécies reativas de oxigénio; ativagédo de
enzimas antioxidantes; quelagdo de metais; reducdo de radicais a-tocoferil; inibicdo de
oxidases; mitigacéo do estresse oxidativo causado pelo o0xido nitrico; aumento nos niveis
de acido drico e aumento da atividade de antioxidantes de baixo peso molecular. A
capacidade antioxidante de alguns flavonoides, como a epigalocatequina galato, é muitas
vezes superior a das vitaminas C e E, e comparavel a do a-tocoferol (Prochazkova et al.,
2011).

A estrutura quimica dos flavonoides apresenta trés requisitos possivelmente
responsaveis pela atividade de neutralizagdo de radicais exercida por esta classe de
compostos: (1) presenga do grupo orto-dihidroxi ou grupo catecol no anel B, o que confere
uma maior estabilidade a forma radicalar, pois contribui para a deslocalizacdo dos
elétrons. Este grupo constitui o principal fator que controla a eficiéncia dos flavonoides
como quelantes de oxigénio singlete (Tournaire et al., 1993); (2) ligacdo dupla conjugada
com a fungéo 4-oxo, que aumenta deslocalizacdo eletrbnica a partir do anel B; (3) grupos
OH nas posicdes 3’ e 5’ com fungao oxo, que promovem a deslocalizacdo eletrbnica do
grupo 4-oxo para estes dois substituintes (Silva et al., 2002). O OH na posi¢cao 3’ € um
dos fatores responsaveis pela reatividade do flavonoide com oxigénio singlete (Tournaire
et al., 1993).

A atividade antioxidante de um flavonoide €, entdo, determinada principalmente
pelo anel B, enquanto a restante estrutura base tem apenas uma pequena influéncia. Isto
se verifica devido a uma maior capacidade eletrodoadora deste anel, havendo uma maior

influéncia da restante estrutura base com o decréscimo de atividade antioxidante do anel
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B. O arranjo espacial dos substituintes presentes na molécula contribui de forma

significativa para a atividade antioxidante destes compostos (Heim et al., 2002).

Compostos fendlicos, entretanto, podem exercer efeitos pré-oxidantes. O
comportamento antioxidante/pré-oxidante pode ser determinado por muitos fatores, como
a concentracdo e a natureza dos ions de metais de transicao presentes, a concentracao

dos compostos fendlicos e o pH (Simic et al., 2007).

Cao et al. (1997) investigaram o comportamento antioxidante de alguns
flavonoides, relacionando-o com sua estrutura. Flavonas, isoflavonas e flavanonas
mostraram atividade antioxidante contra radicais peroxila (ROO) e OH, porém tiveram
atividade pro-oxidante na presenca de ions Cu®'. Flavonoides contendo miultiplas
substituicbes OH mostraram atividades antirradicais peroxila varias vezes maiores do que
0 Trolox®, um anélogo do a-tocoferol. A simples substituicio OH na posicédo 5” néo
promoveu atividade antioxidante, ao passo que a substituicdo di-OH nas posi¢des 3” e 4”
se mostrou particularmente importante para a capacidade de absorcdo de radicais ROO

do flavonoide.
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A atividade de neutralizagdo de radicais atribuida aos flavonoides é capaz de
afetar varias etapas da cascada de araquidonato via ciclo-oxigenase ou lipoxigenase
(Abad et al.,, 1995; Robak & Gryglewski, 1996). Além destes efeitos importantes, os
flavonoides possuem propriedades de estabilizacdo de membranas e também afetam

alguns processos do metabolismo intermediario (Bombardelli & Morazzoni, 1993).

Os flavonoides inibem enzimas responsaveis pela producédo de ions superoxido
(0O,), tais como a xantina oxidase (XO) e a proteina quinase C (Hanasaki et al., 1994). A
XO é uma enzima envolvida no metabolismo de purinas, catalisando a oxidacdo da
hipoxantina e da xantina em &cido Urico. Durante a reoxidacdo da XO, o O, molecular age
como aceptor de elétrons, produzindo radicais O, e perdxido de hidrogénio (H.O,),
conforme representado abaixo (Cos et al., 1998):

xantina + 20, + H,O—>  &cido arico + 20, + 2H"
xantina + O, + H,O—> acido Urico + H,0,

Os radicais O, promovem danos oxidativos em tecidos e estdo, desta forma,
envolvidos em varios processos patolégicos como inflamacgéo, aterosclerose, cancer e
envelhecimento (Paravicin & Touyz, 2008). Uma das conseqiiéncias desse processo é

uma condicao inflamatoria conhecida como gota, caracterizada por depoésitos de cristais



de urato de sodio, denominados tofos, nos tecidos, especialmente articulacdes. Danos
relacionados a reperfusdo em tecidos isquémicos, caracterizados pela superproducéo de
jons O;', também estdo associados a atividade da XO (Cotelle et al., 1996).

O alopurinol, um potente inibidor da XO comumente utilizado na terapia de
pacientes com hiperuricemia, pode ocasionar efeitos adversos relacionados a
hipersensibilidade. Essa reacdo imunoldgica € caracterizada por mdltiplas alteracdes, tais
como febre, erupcbes cuténeas, prejuizo da funcdo renal, injaria hepatocelular,
leucocitose e eosinofilia, com consequéncias muitas vezes fatais (Singer & Wallace,
1986). Desta forma, se faz necessaria a busca por novos inibidores da XO que
demonstrem eficacia comparavel a do alopurinol, porém com efeitos adversos menos
significativos. Sob tal perspectiva, os flavonoides representam uma alternativa

promissora.

A inibicdo da producéo de ions O, no sistema xantina/XO por flavonoides pode ser
atribuida tanto a sua atividade de neutralizacdo de radicais quanto a inibicdo da XO.
Segundo Cotelle et al. (1996), a presenca de uma substituigdo OH na posi¢éo C-7 induz a
inibicdo desta enzima, associada a presen¢a de um grupo catecol no anel B da estrutura
do flavonoide, importante para a atividade antioxidante e de neutralizacdo de radicais
exercida por alguns flavonoides.

Pesquisas apontam que a quercetina e a silibina possuem atividade inibitéria da
XO, resultando em um declinio do dano oxidativo (Nijveldt et al., 2001; Shoskes, 1998;
Chang et al., 1993; lio et al., 1986).

Selloum et al. (2001) relataram que a quercetina, a miricetina e o kaempferol
inibiram significativamente a formacao de acido Urico por acdo da XO.

Lin et al. (2002) estudaram, através de modelagem molecular, a capacidade de
inibicdo da XO por diversos flavonoides. Os autores relataram que todos 0s compostos
investigados se comportaram como inibidores competitivos da enzima. A apigenina foi o
inibidor mais eficiente, tendo demonstrado a interacdo flavonoide-sitio ativo da enzima
mais favoravel, e os flavonoides com atividade inibitéria mais baixa foram aqueles que
possuiam maiores residuos glicosidicos, como a isovitexina.

Cos et al. (1998) conduziram um estudo a respeito da relagdo estrutura-atividade
inibitéria da XO de alguns flavonoides. Os resultados de atividade de inibicdo da XO,
representados como ICsq, podem ser visualizados na Tabela 3. A substituicdo di-OH nas

posi¢cbes 5 e 7, simultaneamente a presenca de dupla ligagéo entre C-2 e C-3 (requisitos



presentes em flavonas, como a apigenina e a luteolina, e em flavondis, como o
kaempferol e a quercetina, conforme mostrado na Figura 2), sdo essenciais para a alta
atividade de inibicdo da XO, segundo os autores.

Tabela 3. Relacdo entre a estrutura de flavonoides e seu potencial de inibicdo da xantina

oxidase

Nome sistematico Classe Posigéo dos OH IC,, (Mm/L)
catequina catequina 3,5,7,%5 > 100
epigalocatequina catequina 3,575 > 100
naringenina flavanona 7 >50
4’-hidroxiflavanona flavanona 4 > 30
kaempferol flavonol 3,5, 7, 4 2,5
quercetina flavonol 3,5,7,3,4 1,5
apigenina flavona 57,4 1,0
luteolina flavona 5 7,3,4 0,75

(Adaptado de Cos et al., 1998)

2.2.2. Atividade antiproliferativa

Céancer € o0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém como
caracteristica comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e
6rgaos, podendo espalhar-se, através do processo de metastase, para outras regides do
corpo (INCA, 2012). Devido a rapida divisao celular, essas células apresentam um carater
altamente agressivo e incontrolavel, o que leva a formag¢do de tumores (acumulo de

células cancerosas) ou neoplasias malignas.

O aumento da incidéncia do cancer no Brasil provoca, a cada ano, uma elevagdo
dos gastos publicos, tanto com o tratamento quanto com o combate a esta doenga. As
estimativas do pais para o ano de 2012 serdo validas também para o ano de 2013 e
apontam a ocorréncia de mais de 518 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de
pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais. Sem o0s

casos de cancer de pele ndo melanoma, estima-se um total de 385 mil casos novos. Entre
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os tipos mais incidentes estdo os canceres de pele ndo melanoma, prostata, pulmao,
coOlon e reto e estbmago para o sexo masculino e os canceres de pele ndo melanoma,

mama, colo do Utero, colon e reto e glandula tiredide para o sexo feminino (INCA, 2012).

A quimioterapia € um dos métodos mais empregados para o tratamento do cancer,
consistindo na utilizagdo de compostos quimicos, denominados quimioterapicos. Quando
aplicada ao céncer, a quimioterapia € chamada de quimioterapia antineoplasica ou
quimioterapia antiblastica.

Um dos grandes problemas dos medicamentos quimioterapicos atuais € a sua nao
especificidade para células tumorais, sendo também toxicos para células normais.
Problemas relacionados a ineficiéncia dos farmacos existentes frente a diferentes tipos de
cancer, bem como o aumento do aparecimento de linhagens resistentes a estes
medicamentos, sdo também relatados (Chabner & Roberts, 2005). Desta forma, a busca
por novos quimioterapicos para o tratamento do cancer continua despertando grande

interesse.

Entre os potenciais quimioterapicos estudados recentemente, grande destaque
tem sido dado aos flavonoides. Esses compostos sdo reconhecidos como agentes
quimiopreventivos e inibidores da progressao de tumores (Hsu et al., 2004; Wang et al.,
2005). Entre os potenciais efeitos antitumorais de flavonoides isolados e de extratos
vegetais contendo essa classe de compostos, destacam-se a atividade antiproliferativa, a
suspenséao do ciclo celular de linhagens tumorais e/ou a inducdo da apoptose através de

sua atividade pro-oxidante (Loa et al., 2009; Pierini et al., 2008, Archivio et al., 2007).

Entre os mecanismos propostos para os efeitos antiproliferativo e antitumoral
exercidos pelos flavonoides estdo aqueles envolvendo a modificacdo de enzimas que
ativam ou detoxificam carcindgenos e aqueles relacionados a alteracdo de vias de
sinalizacao celular (Moon et al., 2006; Martin et al., 2010). A modulacao por flavonoides
de enzimas metabolizadoras de drogas, como o sistema do citocromo P450, € importante
porque estas enzimas podem inativar carcinégenos, contribuindo para a prevencao do
cancer, e também aumentar ou diminuir o metabolismo de drogas quimioterapicas (Moon
et al., 2006). Diversos flavonéis e flavonas promovem inibicdo do tipo competitiva,
atuando como substratos para a isoforma CYP2C9 do sistema P450 (Si et al., 2009).
Alguns flavonoides séo capazes de inibir enzimas relacionadas a regulacdo celular, como
topoisomerases, quinases dependentes de ciclinas e proteina quinases (Brusselmans et

al., 2005).
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Lambert & Elias (2010) relataram que a atividade pré-oxidante das catequinas €
responsavel pela indugdo da apoptose em células tumorais, e também é capaz de induzir
sistemas antioxidantes enddgenos em tecidos normais, oferecendo protecao contra danos
carcinogénicos. Em contraste, Leung et al. (2006) relataram que a indugdo da apoptose
de células CH27 (carcinoma de pulmé&o) pela luteolina foi acompanhada pela ativacéo de
enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase e a catalase, e ndo pela producéo
de espécies reativas de oxigénio ou alteracdo do potencial da membrana mitocondrial.
Assim, os efeitos antiproliferativos da luteolina em células tumorais parecem resultar de

sua atividade antioxidante, e ndo pro-oxidante.

Brusselmans et al. (2005) estudaram o efeito antiproliferativo de diversos
flavonoides, entre eles a quercetina, relacionando tais efeitos com a capacidade inibitéria
da acido graxo sintetase (FAS), enzima responsavel pela sintese de acidos graxos de
cadeia longa. Esta enzima se apresenta em niveis muito elevados, em relagéo a células
normais, em diversos tumores, como préstata, mama, ovario, endométrio, colon e pulméao.
Os autores relataram que apos 5 horas de exposi¢éo a quercetina em baixa concentragao
(6 uM), a sintese lipidica em células de tumor de préstata (linhagem LNCaP) e de tumor
de mama (MDA-MB 231) foi marcadamente reduzida. Concentracdes maiores causaram
maiores niveis de inibicdo, de forma dose-dependente. Como consequéncia da acao da
guercetina, as ceélulas tumorais apresentaram alteracdes na estrutura da membrana,
como perda de adesdo e formacgdo de extrusdes celulares, inibicdo da proliferacdo e
indugcdo da apoptose via expressdo de caspases. Além disso, estudos em fibroblastos
normais mostraram que a quercetina ndo afetou a proliferagdo ou a viabilidade dessas
células, indicando que a acao da quercetina na inibicdo da FAS é seletiva para células
tumorais. Os autores relatam que a presenca de uma dupla ligacdo na posicdo C2-C3, um
grupo funcional 4-cetona e grupos OH nas posigbes 5, 7, 3’ e 4’ favorecem a inibigdo da

lipogénese por flavonoides.

Galluzzo et al. (2009) estudaram os efeitos da quercetina nos mecanismos
moleculares implicados na geracdo de cascatas apoptoticas em células de carcinoma
cervical (HeLa). A quercetina induziu a morte celular através de um mecanismo
dependente de receptores de estrogeno a, envolvendo a ativagdo da caspase-3 e da

guinase p38.

Concluindo, com base no exposto acima, diversas moléculas e vias tém sido

reportadas como alvos de agéo dos flavonoides, e é possivel afirmar que o mecanismo
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preciso pelo qual esses compostos exercem seus efeitos protetores contra o cancer ainda

€ pouco compreendido, sendo necesséarias mais investigacdes acerca do tema.

2.3. Metabolismo e biodisponibilidade dos flavonoides: influéncia da glicosilacao

A absorcdo de flavonoides é varidvel, pois a diversidade estrutural destes
compostos influencia em sua absorcdo intestinal e, consequentemente, em sua
biodisponibilidade e propriedades biolégicas. Flavonoides comuns na dieta humana, como
catequinas, proantocianidinas e antocianinas, ndo sdo necessariamente 0s de maior
atividade biolégica, por razdes como baixa atividade intrinseca, absorgdo intestinal
reduzida, alta metabolizag&o e rapida excregéo (Scalbert & Williamson, 2000).

Os flavonoides em sua forma aglicona sédo facilmente absorvidos pelo intestino
delgado; entretanto, a maioria desses compostos esta presente em alimentos na forma de
3-0O-glicosideos e polimeros (Heim, 2002). Até recentemente, aceitava-se que flavonoides
glicosidicos permaneciam integros até alcangarem o colon, onde ocorre a remocao do
acucar catalisada por enzimas da microflora intestinal (glicosidases). No entanto, estudos
de intervencdo indicaram que o sitio primario de absorcdo de alguns flavonoides
glicosidicos é o intestino delgado (Hollman & Katan, 1997; Graefe et al., 2001). Ja os
flavonoides ramnosidicos necessitam ser hidrolisados pelas ramnosidases da microflora
coldnica (Hollman et al., 1999).

A absor¢do no célon ocorre mais lentamente e com menor intensidade se
comparada ao intestino delgado, provavelmente devido a sua menor area de exposi¢ao e
a baixa atividade dos transportadores de membrana. O fato de glicosideos ligados a
ramnoses serem absorvidos mais lentamente e com menor eficacia do que as formas
agliconas ou glicosiladas comprova essa afirmacédo. Em ratos e humanos, por exemplo, a
absorcdo da rutina é mais lenta e menos eficiente se comparada a quercetina-4-O-
glicosideo (um derivado da quercetina formado pela glicosilagdo da forma aglicona na
posicdo C-4) e a quercetina aglicona (Hollman et al., 1999; Arts et al., 2004; Erlund et al.,
2002; Morand et al., 2000), sendo a biodisponibilidade da rutina em torno de 15 a 20% da
quercetina-4-O-glicosideo (Hollman & Katan, 1997).

7

A quercetina glicosilada € mais rapidamente absorvida no intestino delgado
(Cornard et al., 1999; Wach et al., 2007; Chang et al., 2005), independentemente da

posicdo da glicose. A quercetina-3-glicosideo (Q3G) e a quercetina-4’-glicosideo
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apresentam alta biodisponibilidade, sendo a meia vida plasmatica da Q3G de 18,5 + 0,8
horas e a da -4’-glicosideo de 17,7 + 0,9 horas. Seus picos de concentragdo plasmatica
sédo de 5,0 £ 1,0 ymol/L para a Q3G e 4,5 £ 0,7 ymol/L para a -4’-glicosideo, ocorrendo
37,0 £ 12,0 min apos a ingestdo da primeira e 27,0 + 5,0 min apos a ingestao da segunda.
O pico da concentragdo plasméatica da rutina, por sua vez, ocorre apenas 7,0 + 2,9 horas
apoés sua ingestdo. A conversao da quercetina rutinosideo em glicosideo, portanto, é uma
estratégia importante para aumentar a sua biodisponibilidade nos alimentos (Olthof et al.,
2000).

Graefe et al. (2001) observaram que a quercetina presente na cebola, que
geralmente se apresenta sob a forma de glicosideos, foi absorvida com maior rapidez e
eficacia, quando comparada a quercetina presente na magéd, que contém VAarios outros
acucares ligados, além da glicose. Os autores sugeriram que o mecanismo pelo qual a
glicosilacdo facilita a absor¢cdo da quercetina parece estar relacionado com o0s
transportadores de hexoses, especialmente o SGLT1 (transportador ativo de glicose
sbédio-dependente 1), que seria responsavel por levar a forma glicosilada da quercetina
para o interior do enterdcito, no qual esta sofreria a acdo das glicosidases citosolicas.
Segundo Mizuma et al. (1992), a conjugagdo de uma glicose a um composto fendlico
resulta em absor¢éo ativa a partir do lado da mucosa até o lado da serosa pelo sistema
de transporte de glicose. Wolffram et al. (2002) conduziram um estudo ex vivo, utilizando
jejunos e colons proximais de ratos incubados com solugbes de flavonoides, que

corrobora essa afirmacéo.

E possivel que os residuos de aglcar de flavonoides ligados a arabinose ou a
xilose sejam também hidrolisados no célon, mas esta questdo ainda ndo foi estudada em
detalhes (Hollman & Katan, 1999).

Outro caminho de absorcdo de polifendis foi sugerido, envolvendo uma enzima
presente na membrana da borda em escova do intestino delgado, a lactase florizina
hidrolase, uma glicosidase que catalisa a hidrélise extracelular de alguns glicosideos.
Ap6s a hidrdlise, ocorre difusdo passiva da forma aglicona pela membrana da borda em
escova (Day et al., 2003). Caso o flavonoide glicosilado atinja o interior do enterdcito ou
do hepatdcito (através de transporte ativo, por receptores SGLT1), a B-glicosidase
citosdlica hidrolisard a molécula, formando os flavonoides na forma livre, que

posteriormente serdo conjugados e entrardo na corrente sanguinea (Németh et al., 2003).
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Apéds sua absorcao, os flavonoides sofrerdo reacdes metabdlicas, como pode ser
visto no esquema mostrado na Figura 3. Na fase | das rea¢des metabdlicas, um grupo
funcional, por exemplo, um OH, é acrescentado a molécula, ou o grupo funcional da
molécula é exposto através de reacdes de biotransformacgédo (Yan & Caldwell, 2001). As
enzimas da familia do citocromo P450 sdo as mais importantes da fase |. As reagfes da
fase Il sdo reagBes de conjugacdo, ocorridas no intestino delgado e no figado, e entre
elas podemos citar a glicuronizacdo, a sulfatacdo e a metilagdo. Nessas reacdes, um
produto enddégeno, como acido glicurénico, sulfato ou glutationa, € transferido ao grupo
funcional formado na fase | do metabolismo. Em alguns casos, a conjugag¢do ocorre
diretamente no substrato ndo modificado. Os flavonoides podem também ser

metabolizados a pequenos compostos fendlicos.
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Figura 3. Transito e metabolizacdo dos flavonoides no organismo humano (adaptado de
Spencer et al., 2004)

Os metabdlitos dos flavonoides, encontrados no sangue, em 6rgéos alvo ou como
resultado da atividade digestiva e hepatica, podem diferir das formas nativas dos
compostos com relacdo a atividade biolégica. Além disso, as modificacdes na estrutura

dos flavonoides podem facilitar a sua eliminacdo do organismo, devido ao aumento de
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sua polaridade. Assim, muitos desses metabdlitos podem ser detectados na urina e nas
fezes humanas (Walle et al., 2003). Altas taxas de excrecdo dos metabdlitos nas fezes
indicam baixa absorcdo dos flavonoides pelo organismo (Manach et al., 2005). Baixos
valores de excrecdo urinaria podem ser indicativos de excrec¢do pronunciada pela bile, ou
ainda de metabolismo intenso.

Os metabdlitos glicuronizados e sulfatados sdo mais comuns no organismo se
comparados aos metilados (Kroon et al., 2004). No entanto, uma mesma molécula pode
sofrer diferentes processos de metabolizac&o (Yang et al., 2008). O tipo de metabolizacdo
depende da dose ingerida e da natureza da molécula (Manach et al., 2004).

O tempo de meia-vida dos polifenéis no plasma é de, aproximadamente, 2 horas
para antocianinas, 2 a 3 horas para flavanois, 4 a 8 horas para isoflavonas e 11 a 28
horas para flavonois, como a quercetina. J& a epicatequina galato possui eliminacdo mais
lenta, possivelmente devido a sua alta excrecéo biliar, que permite sua alta reabsor¢éo no
intestino delgado juntamente com a bile, ou a sua grande complexidade com as proteinas

plasméticas (Manach et al., 2004).

2.4. Rutina, quercetina-3-glicosideo e quercetina

A rutina (quercetina-3-O-rutinosideo) é um glicosideo conjugado, pertencente a
classe dos flavonéis, formado pela forma aglicona, a quercetina (3,5,7,3-4"-
pentahidroxiflavona) ligada na posi¢cdo C2 do anel C a uma molécula dissacaridica, a
rutinose (C1,H2,010), que é composta por uma molécula de ramnose e uma de glicose
(Williamson et al., 1996).

A rutina e seus derivados representam cerca de 95% do total de flavonoides
ingeridos, estando presentes em altas concentracdes na cebola, na maca, no brécolis, no
vinho, no cha (Hertog et al., 1993), nos frutos de fava d’anta (Dimorphandra sp.) (planta
do cerrado brasileiro) (Chaves & Usberti, 2003), em cascas de frutas citricas (laranja,
toranja, liméo, lima) (Bilbao et al., 2007) e em outras frutas, como o mirtilo (K&hkonen et
al., 2001).

A gquercetina € encontrada em altas concentragdes na cebola (284-486 mg/ kg),
couve (100 mg/kg), vagem (32-45 mg/ kg), brocolis (30 mg/ kg), repolho (14 mg/ kg) e
tomate (8mg/ kg). Entre as frutas, grandes concentracdes de quercetina sdo encontradas

na maca (21-72 mg/ kg). No vinho tinto, o teor de quercetina varia entre 4 -16 ml/ L. O cha
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preto € a bebida que apresenta maior concentracdo de quercetina, em torno de 10-25
mg/L (Hertog et al., 1993).

Estudos relataram que a rutina possui varias propriedades farmacoldgicas, tais
como: atividade antioxidante (Boyle et al., 2000) com alto potencial de neutralizacdo de
radicais OH e O, (Bombardelli & Morazzoni, 1993; Oomah & Mazza, 1996; Metodiewa et
al., 1997) e inibicdo da peroxidagdo lipidica (Negré-Salvayre et al.,, 1991), além das
atividades citoprotetora (Potapovich & Kostyuk, 2003), vasoprotetora (lhme et al.,1996;
Lindahl & Tagesson, 1997; Tang et al., 2011), antiproliferativa (Santos et al., 2011, Kuntz
et al.,, 1999), antitrombotica (Sheu et al., 2004) e cardioprotetora (Ziaee et al., 2009). A
rutina é capaz de diminuir a permeabilidade capilar, exercendo efeito vasoconstritor sobre
0S vasos sanguineos periféricos e inibindo o contetdo de fator de ativacdo plaquetaria
(PAF) (Izzo et al., 1994). Tem sido relatado que a rutina previne ulcera¢cdes na mucosa

gastrica em diversos modelos animais (La Casa et al., 2000; Pérez-Guerrero et al., 1994).

Experimentos em ratos e em culturas de células relataram o potencial da rutina e
da quercetina na inibicdo da neoplasia colonica (Pereira et al., 1996; Lipkin et al., 1999).
Deschner et al. (1991), utilizando modelos experimentais de ratos com tumores de célon
induzidos por azoximetano, observaram que 0s grupos experimentais tratados com dietas
enriquecidas em 2% de quercetina ou 4% de rutina tiveram reducdo significativa na
proliferacdo celular. Além disso, a rutina e a quercetina foram capazes de inibir a fase S
do ciclo celular e de reduzir significativamente as areas focais de displasia. A incidéncia
de tumores de colon nos animais tratados foi reduzida em cerca de 4 vezes com o
tratamento com quercetina e em 2 vezes com o tratamento com rutina. Ambos os
flavonoides foram capazes de inibir a multiplicidade dos tumores, isto é, menores
nameros de tumores por animal surgiram nos grupos tratados. Yang et al. (2000),
utilizando o mesmo modelo experimental, verificaram que os animais que receberam
dietas suplementadas com quercetina ou rutina exibiram um aumento nas taxas de

apoptose das células tumorais, com reducao nas areas focais de displasia.

Roseghini et al. (2009) utilizaram células B de hibridoma murino em um estudo in
vitro para avaliacdo da atividade antiproliferativa da rutina, reportando que esse flavonoide
aumenta a taxa de apoptose em até cinco vezes, a0 mesmo tempo reduzindo a

proliferacdo celular e ainda induzindo a necrose do tecido tumoral.

A quercetina possui importantes propriedades antioxidantes, antiinflamatorias e

antiproliferativas (Nijveldt et al., 2001), além de ser um eficiente inibidor da XO. A
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guercetina € considerada um excelente antioxidante neutralizador de radicais livres,
mesmo Nnos casos em que essa atividade depende da disponibilidade intracelular de
glutationa reduzida.

Efeitos inibitérios da quercetina tém sido relatados em linhagens celulares de
glioma humano e murino (Braganhol et al., 2006; Chen et al., 2006), e ainda em linhagens
humanas de glioblastoma, um tumor cerebral altamente proliferativo e invasivo (Santos et
al., 2011). Em humanos, foi relatado que a rutina suprime a proliferacdo de células de
tumor de préstata andrégeno-independente (Knowles et al., 2000).

Além de sua atividade antioxidante, a quercetina exerce um efeito préapoptotico
direto em células tumorais, podendo efetivamente bloquear o crescimento de varias
linhagens celulares de cancer em diferentes fases do ciclo celular. Estudos demonstram
gue a quercetina € capaz de regular o ciclo celular, interagir com os locais de ligacdo do
estrégeno tipo I, diminuir a resisténcia as drogas e induzir a apoptose de células tumorais
(Xiao et al., 1998; Yang et al., 2001; Yoshida et al., 1990).

Kawaii et al. (1999) estudaram a inibicdo da proliferagdo de varias linhagens
celulares de tumores (A549, carcinoma de pulmdo humano; B16, melanoma 4A5 de
camundongo; CCRF-HSB-2, células T de leucemia humana e TGBC11TKB, células de
linfonodos metastaticos de cancer gastrico humano) por vinte e sete flavonoides citricos.
A quercetina apresentou alto potencial antiproliferativo, menor apenas que a da luteolina e
da natsudaidaina. Apesar do efeito altamente citotoxico exercido sobre células tumorais, a

guercetina ndo demonstra efeitos danosos em células normais (Gibellini et al., 2010).

A Q3G (também chamada de isoquercitrina) é composta pela quercetina ligada a
uma molécula de glicose. Como pode ser visto na Figura 4, existe uma similaridade
estrutural entre a quercetina, a Q3G e a rutina, e por isso 0s trés compostos exibem
atividades biolégicas em comum, incluindo os efeitos antiproliferativos em diversas
linhagens tumorais, propriedades anti-inflamatorias e antialérgicas, atividade antioxidante
e efeitos na prevencao de doencas ateroscleréticas (Wach et al., 2007; Silva et al., 2009;
Motoyama et al., 2009; Fernandez et al., 2005; Erlund, 2004; Seyoum et al., 2006).
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Rutina Quercetina-3-glicosideo Quercetina

Figura 4. Estruturas quimicas da rutina, da quercetina-3-glicosideo e da quercetina (Wang
et al., 2011)

Jo et al. (2010) conduziram um estudo a respeito das propriedades inibitérias da
rutina, da quercetina e da Q3G sobre as a-glicosidases, enzimas responsaveis pela
hidrélise de carboidratos e, consequentemente, pela hiperglicemia pés-prandial que
ocorre no diabetes mellitus ndo-dependente de insulina. Os autores relataram que a
gquercetina e seus derivados sdo inibidores da isomaltase ainda mais potentes do que a

acarbose, farmaco empregado regularmente como redutor da glicemia.

~

Outro efeito biolégico atribuido a rutina, a quercetina e a Q3G é a atividade
antiparasitaria contra os géneros Toxoplasma (Weiss et al., 1998) , Trypanosoma
(Mamani-Matsuda et al., 2004) e Leishmania (Kirmizibekmez et al., 2004; Mittra et al.,
2000; Sen et al., 2005). Ganesh et al. (2012) investigaram a atividade de diversos
flavonoides contra o Plasmodium falciparum, protozoario causador da maléaria. Entre os
compostos investigados, a rutina demonstrou maior atividade tanto em isolados de campo

guanto em culturas em laboratério.

Apesar das similaridades estruturais, existem algumas diferencas notaveis entre
0s trés compostos quanto a suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (Seyoum et
al., 2006). A quercetina é geralmente acumulada em plantas sob a forma glicosilada,
como glicosideos, rutinosideos e xilosideos (Mauludin et al., 2009). Essas formas
glicosiladas da quercetina mostram maior solubilidade em &gua quando comparadas a
quercetina aglicona, devido a hidrofilicidade dos residuos glicosidicos, que contém OH
(Aherne & O’Brien, 2002).

Em comparacdo com a rutina e a quercetina, a Q3G administrada via oral € melhor
absorvida (Arts et al., 2004; Motoyama et al., 2009; Salim et al., 2004; Fernandez et al.,
2005). Erlund (2004) relatou que a biodisponibilidade da quercetina administrada em

capsulas € inferior a 1% em humanos. Outros estudos demonstram que a
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biodisponibilidade da Q3G € 1,5 vez superior a da quercetina em caes (Reinboth et al.,
2010) e também em ratos (Morand et al., 2000). Evidéncias experimentais sugerem que a
Q3G pode ser transportada pelo SGLT1 e subsequentemente desglicosilada no interior do
enterdcito pela B-glicosidase citosolica (Arts et al., 2002; Walgren et al., 2000), conforme
exposto no item 2.3. A quercetina, por sua vez, nao é transportada pelo SGLT1 ou pelo
transportador de glicose 2 (GLUT2) (Kwon et al., 2007).

O pico de concentracdo plasmatica da Q3G ocorre 37 + 12 minutos apds sua
ingestao, e € de 5,0 £ 1 umol/L, e sua meia-vida plasmética é de 18,5 + 0,8 h (Olthof et
al., 2000).

Alguns estudos farmacologicos tém demonstrado que certas atividades biologicas
da Q3G, como alelopatica, antioxidante, anti-inflamatoria, prote¢do contra a aterosclerose
e estabilizacdo plaquetaria, sdo superiores as da rutina (Salim et al., 2004; Fernandez et
al., 2005; Motoyama et al., 2009).

Rogerio et al. (2007) conduziram um estudo a respeito dos efeitos anti-
inflamatérios in vivo da Q3G utlizando camundongos BALB/c desafiados com
ovoalbumina. A contagem de eosinéfilos do fluido broncoalveolar, do sangue e do
paréngquima pulmonar foi reduzida nos animais que receberam, através de gavagem,
tanto a Q3G como a quercetina; no entanto, a contagem de neutréfilos no sangue e os
niveis de interleucina-5 dos homogenatos pulmonares foram reduzidos apenas nos
animais que receberam a Q3G.

Investigando os efeitos anti-inflamatérios de Argemone platyceras, planta
amplamente empregada no México no combate a tosse, a bronquite e a pneumonia,
Fernandez et al. (2005) identificaram a Q3G e a rutina como 0s principais compostos
presentes nos extratos desse vegetal. Através do tratamento de cobaias com os extratos
e suas fracBes, os autores relataram que a Q3G foi capaz de abolir a resposta a
ovoalbumina, utilizada como antigeno, e de diminuir a resposta contratil ao leucotrieno D4
nas células das vias aéreas, indicando a potencial aplicacdo desse flavonoide no

tratamento da asma.

Estudos apontam que a alta atividade antioxidante exercida pela Q3G
desempenha papel importante na prote¢cdo das células contra o dano oxidativo.
Soundararajan et al. (2008) relataram que essa atividade citoprotetora resulta da inducéo
exercida pela Q3G sobre a expressao de genes associados a biossintese de lipideos e de

colesterol, resultando na manutencéo da integridade da membrana celular na presenca de
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estresse oxidativo. No entanto, investigacdes in vitro a respeito do mecanismo protetor da
quercetina e seus derivados sobre danos oxidativos em células C6 de glioma murino
mostraram que a quercetina, mas nado a rutina e a Q3G, foi efetiva como protetor celular
(Chen et al., 2006).

Yang & Liu (2009) estudaram os efeitos antiproliferativos do extrato de maca e da
Q3G em culturas de células de cancer de mama (MCF-7). A combinagcdo do extrato de
maca com a Q3G reduziu os valores de ECs, (50% da concentragdo efetiva maxima) em 2
e 4 vezes, respectivamente, quando comparados aos valores para somente o extrato de
macad e somente a Q3G, indicando um possivel efeito sinergistico entre essas

substancias.

Diversos autores tém relatado os efeitos hipoglicEmicos da Q3G. Gasparotto Jr. et
al. (2011), estudando os efeitos de extratos de Tropaeolum majus, um vegetal comumente
utilizado como diurético, em ratos hipertensos, atribuiram esse efeito a Q3G, composto
presente em abundéncia nesses extratos. Muitos vegetais tradicionalmente empregados
por seus efeitos hipoglicémicos apresentam a Q3G em sua composigdo, tais como
Equisetum sp. (Winkelman, 1986, 1989), Acacia nilotica (Ali et al., 2012), amora (Morus
sp.) (Kumar & Chauhan, 2008), jameldo (Syzygium cumini) (Ruan et al., 2008; Jagetia &
Baliga, 2002) e cebola (Allium cepa) (EI-Demerdash et al., 2005; Kim & Kim, 2006; Azuma
et al., 2007).

A Q3G enzimaticamente modificada (EMIQ), também chamada de a-glicosil
isoquercitrina, € produzida pela glicosilacio da Q3G com ciclodextrina-
glucanotransferase, e possui efeito preventivo na fotodegradacdo de flavorizantes,
vitaminas e corantes naturais e sintéticos. No Japédo, a EMIQ foi aprovada como aditivo
para alimentos (Shimada et al., 2010), e os EUA declararam esse composto como
“Generally Regarded as Safe” (GRAS) para uso em diversos alimentos (Salem et al.,
2010). Nos EUA e em outros paises que adotam a classificacdo GRAS, a EMIQ é usada
em bebidas néo alcodlicas, coolers com vinho, gomas de mascar, laticinios congelados ou

aromatizados, gelatinas e pudins, geleias, balas de goma, bolos, biscoitos e massas.

A escassez de fontes naturais de Q3G e sua baixa concentragcdo em alimentos
fazem com que os processos para isolamento desse composto a partir de matrizes
naturais apresentam pouca eficacia. Em contraste, a ampla distribuicdo e a abundancia

da rutina entre espécies vegetais do mundo inteiro fazem deste flavonoide uma matéria-
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prima adequada para a obtencdo de Q3G, através da hidrélise de seu residuo

ramnosidico (Takahama et al., 2009).

2.5. Hidrolise de flavonoides

A biodisponibilidade limitada de muitos flavonoides constitui um obstaculo
importante para suas atividades biologicas. Estudos tém demonstrado que a molécula
glicosidica € o principal determinante da absorcdo dos flavonoides da dieta humana,
sendo o residuo ramnosidico absorvido de forma menos eficiente em comparacdo as
formas aglicona e glicosilada (Hollman et al., 1999; Aherne & O’Brien, 2002).

Existem evidéncias de que os flavonoides agliconas exibem maior atividade
antioxidante se comparados as formas glicosiladas, visto que esta atividade depende de
um OH livre na posicao 3 do anel C da molécula. Este OH livre ndo estd presente nas
formas glicosiladas.

Com o objetivo de melhorar as propriedades benéficas dos flavonoides, varios
estudos tém relatado a modificacdo destas moléculas através de reacbes quimicas ou
enzimaticas de hidrdlise, também conhecidas como reacdes de desglicosilagéo.

2.5.1. Processos de hidrolise quimica de flavonoides

O método quimico de hidrélise de flavonoides pode ser realizado em meio alcalino
ou acido. Ambas as técnicas sdo empregadas na remocdo de residuos glicosidicos de
flavonoides para a obtencdo de glicosideos secundérios e flavonoides agliconas, em
especial para a extragcdo dos flavonoides de matrizes alimentares (Takahama et al., 2009;
Rodrigues et al., 2011; Madhuijith & Shahidi, 2009).

Algumas ligagBes glicosidicas de flavonoides s&o facilmente hidrolisadas pelo
método de hidrélise Acida; no entanto, outras ligacdes sdo lentamente hidrolisadas
(Garegg, 2004). Formas agliconas sdo geralmente obtidas através de hidrolise
empregando HCI, devido a forte propriedade catalitica de hidrdlise da ligagdo B-D-
glicosidica apresentada por esse acido (Wang et al., 2011).

A hidrolise em meio acido foi empregada por Hertog et al. (1992) na elaboracéo de
um protocolo amplamente utilizado para andlise do contetdo de flavondis e flavonas de
fontes vegetais. As formas agliconas produzidas através de hidrélise acida de amostras

de matrizes vegetais podem ser prontamente analisadas por cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE) em fase reversa. Entretanto, alguns autores afirmam que as condi¢des
de hidrdlise que resultam em uma 6tima taxa de extracdo e hidrolise de um determinado
flavonoide presente na matriz vegetal podem ser muito extremas para outros compostos
fendlicos presentes na mesma matriz, prejudicando a extracéo e a quantificacdo total dos
mesmos (Nuutila et al., 2002). Desta forma, Merken et al. (2001) procuraram minimizar o
problema, determinando as condigBes 6timas para a extracdo acida de flavonoides. Os
autores observaram a ocorréncia de um padrdo comparavel a uma cinética de primeira
ordem e, extrapolando os dados para o0 tempo zero, puderam determinar
matematicamente as concentracdes de flavonoides nas matrizes, ainda que o &cido
utilizado na extracao e na hidrélise dos flavonoides ocasionasse a perda de alguns deles.
Bylka & Matlawska (2001) relataram a hidrélise quimica total e parcial de
flavonoides extraidos de folhas de uva-de-rato (Phytolacca americana), um vegetal
herbaceo nativo do leste da América do Norte, utilizando HClI em diferentes
concentracbes e tempos diferentes de reacdo. A partir de formas glicosiladas do
kaempferol, os autores obtiveram a molécula aglicona apds 2 horas de hidrélise com
aguecimento catalisada por HCI 2%. A hidrélise parcial foi realizada com emprego de HCI
0,5%, com aquecimento, durante 5 minutos de reacdo, levando a formacgdo de

kaempferol-3-glicosideo.

2.5.2. Processos de hidroélise enzimatica de flavonoides

Reaces de biotransformacgéo constituem em alteragdes quimicas na estrutura da
molécula, catalisadas por enzimas, formando em geral produtos com propriedades
guimicas, fisicas e/ou bioldgicas diferentes do composto original. A biotransformacéo tem
se mostrado uma alternativa promissora para a busca de novos compostos
potencialmente ativos, derivados de substancias conhecidas e ativas biologicamente.

As reacfes enzimaticas apresentam vantagens em relagdo aos métodos quimicos,
principalmente no que diz respeito a seletividade e as condi¢cbes brandas de reagao
(Wang et al.,, 2011), a sua grande disponibilidade, seu baixo custo e a eficiéncia das
reacOes, gerando poucos subprodutos. A hidrélise enzimética de flavonoides tem sido
apontada como uma alternativa vantajosa para o aumento de sua biodisponibilidade e a

melhora de suas funcdes fisiologicas.

Estudos demonstram que a hidrolise enzimatica de grupos glicosil especificos ou a

conversao de flavonoides glicosilados a agliconas aumentam a atividade antiinflamatéria
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da naringina (Amaro et al., 2009) e a atividade antioxidante do kaempferol (Park et al.,
2006a), além de aumentar a biodisponibilidade da hesperidina (Nielsen et al., 2006) e de
outros flavonoides glicosilados presentes em sucos de frutas e no cha verde (Gonzéales-
Barrio et al., 2004).

A associacdo de diferentes enzimas tem se mostrado util na modificacdo de
flavonoides complexos presentes em frutas, legumes e bebidas. As enzimas j-
galactosidase e hesperidinase foram eficientemente usadas na hidrélise dos glicosideos
de kaempferol (kaempferol-3-O-[2-O-B-D-galactopiranosil-6-O-a-L-ramnopiranosil]-B-D-
glicopiranose e kaempferol -3-O-[2-O-B-D-xilopiranosil-6-O- a -L- ramnopiranosil]- B-D-
glicopiranose) presentes no cha verde, gerando 95% da aglicona kaempferol pura. O
kaempferol foi mais eficiente como antioxidante utilizando o modelo para avaliacdo da
atividade com DPPH e efeito inibitério da XO (Park et al.,, 2006a). Além disto, o
kaempferol aglicona também se mostrou eficaz na inibicdo da 5-a-redutase, enzima
responsavel pela conversao da testosterona a dihidrotestosterona, composto responsavel
por alguns efeitos adversos, como alopecia, ache e cancer de prostata (Park et al.,
2006Db).

A Tabela 4 sintetiza alguns estudos envolvendo processos de bioconversao de
polifendis para a obtencdo de derivados funcionais. De modo geral, as reagdes
enzimaticas de hidrdlise de flavonoides constituem em ferramentas eficientes para a
sintese de compostos com maior atividade antioxidante e maior biodisponibilidade em
relacdo as moléculas originais, através da remocdo total ou parcial dos glicosideos

presentes nas mesmas.

Os processos de hidrélise enzimatica podem ser aplicados tanto a flavonoides
isolados quanto a matrizes alimentares contendo diversas classes desses compostos, que
podem estar presentes na forma glicosilada com diversos acgucares, como glicose e/ou

ramnose, entre outros.

A especificidade da enzima utilizada € um dos principais fatores determinantes do
tipo de produto de hidrélise formado, quanto a natureza de sua glicosilacéo. Associacfes
de duas ou mais enzimas também foram empregadas com o objetivo de otimizar a sintese

de derivados desglicosilados de flavonoides (Sun et al., 2005; Silva, 2011).
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Tabela 4. Processos enzimaticos de bioconversao de polifendis isolados e presentes na matriz alimentar para obtencao de derivados

funcionais
SUBSTRATO ENZIMA ATUACAO RESULTADO REFERENCIA
Farinha de soja Hidrélise de isoflavonas, como a genistina Aumento da capacidade antioxidante
) B-glicosidase (glicosil-isoflavona) e obtencédo da P Park et al., 2001

desengordurada

aglicona genisteina

avaliada in vitro

Sucos de frutas
(laranja e groselha) e

a-L-ramnosidases

Hidrélise da antocianina (suco de

groselha), flavanonas (suco de laranja) e

Atuacdo das enzimas na hidrélise da
fracdo ramnose dos flavonoides. Nao

Gonzales-Barrio

laranja

hesperitina em voluntarios

chéa verde flavonois (cha verde) foi avaliada atividade antioxidante etal., 2004
o . Aumento da biodisponibilidade da
Hidrolise da frag&o glicosidica (ramnose) - . .
. - s hesperidina avaliada pela Nielsen et al.,
Suco de laranja Hesperidinase da hesperidina presente no suco de ~ o
concentracdo plasmatica de 2006

Extrato de cha verde e
padrdo de EGCG

Tanase

Hidrolise do composto EGCG em EGC e

acido gélico

Aumento da capacidade antioxidante
avaliada in vitro

Battestin et al.,
2008

Suco de aspargo

Enzimas
pectinoliticas com
atividade de rutinase

Hidrolise da fragéo glicosidica (ramnose)

da rutina e obtengéo da aglicona
guercetina

Nao foi observado aumento da
capacidade antioxidante avaliada in
vitro

Sun et al., 2005

Extratos de cha verde

Hidrolise da EGCG em EGC e acido

B-galactosidase

kaempferol glicosilado

e mate, padrbes de Tanase 4lico e do acido cloroa@nico em acido Aumento da capacidade antioxidante Macedo et al.,
EGCG e &cido 9 cafeico e ugl'nico avaliada in vitro 2011
clorogénico q
Aumento da atividade antioxidante in
Extrato de erva-mate e S . : L -
~ L Clorogenato Hidrélise dos ésteres do extrato e do vitro e in vivo e aumento da Rivelli et al.,
padréao de acido ~ ~ e .
o esterase padrao concentracdo plasmatica de acido 2011
clorogénico X
cafeico dos ratos
Hesperidinase, o . .
. . L Hidrolise da frag&o glicosidica (glicose . o
Sucos (laranja e limao) naringinase, . - Aumento da capacidade antioxidante .
. o e/ou ramnose) da rutina, hesperidina e ) L Silva, 2011
e chas (verde e mate) glicosidase e avaliada in vitro
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O aumento das concentracdes plasméticas dos derivados obtidos por hidrélise de
polifendis, como relatado por Nielsen et al. (2006) e Rivelli et al. (2011), indica que a
absorcgéao e a biodisponibilidade desses compostos sdo altamente influenciadas pelo tipo e
grau de glicosilagdo. Embora investigacdes a respeito da atividade antioxidante in vivo de
polifendis biotransformados ndo sejam abundantes, o estudo conduzido por Rivelli et al.
(2011) fornece evidéncias de que o aumento da atividade antioxidante in vitro que
frequentemente ocorre apos a hidrélise enzimatica dos polifendis se reflete na atividade

antioxidante exercida pelos mesmos em sistemas biologicos.

As a-L-ramnosidases [E. C. 3.2.1.40] séao glicosil hidrolases que clivam a a-L-
ramnose terminal de glicosideos naturais. Essa classe de enzimas tem ampla distribui¢cao
na natureza, sendo produzida por tecidos animais e vegetais, leveduras, fungos e
bactérias. Estas enzimas sao consideradas de grande importancia biotecnolégica, devido
a suas aplicagbes no clareamento de sucos citricos e na redugdo do amargor dos
mesmos, no aprimoramento do aroma de vinhos e na producédo de moléculas de interesse

farmacéutico, como a prunina, um adogante utilizado por diabéticos (Yadav et al., 2010).

As principais fontes de a-L-ramnosidases de interesse comercial sdo os fungos
Penicillium sp., Penicilium decumbens e Aspergillus niger (Manzanares et al., 2000;

Gallego et al., 2001), além de bactérias do género Bacillus sp. (Hashimoto et al., 1999).

A maioria das a-L-ramnosidases é ativa em ligagbes glicosidicas a-1,2, seguida
pelo o numero de a-L-ramnosidases ativas em ligagdes a-1,6. Algumas enzimas dessa
classe sao ativas em ligagdes a-1,4, sendo raras as que clivam outras ligacbes

glicosidicas.

A cinética e os mecanismos das reacdes catalisadas por a-L-ramnosidases nao
sdo muito conhecidos. Zverlov et al. (2000) determinaram o tipo de mecanismo
enzimaticos da ramnosidase A (RamA) de Clostridium stercorarium através da andlise dos
produtos de hidrélise do p-nitrofenil-a-L-ramnopiranosideo utilizando a técnica de
ressonancia magnética ‘HMNR. O comportamento cinético indicou um mecanismo de
hidrolise inverso pelo qual a B-ramnose é formada a partir do a-ramnosideo via
substituicdo Unica, mas é espontaneamente convertida a forma a por mutarrotagéo. A a-L-

ramnosidase de Aspergillus aculeatus também age por hidrdlise invertida.

Manzanares et al. (2000) purificaram uma a-L-ramnosidase produzida por uma
cultura de Aspergillus nidulans desenvolvida em meio contendo L-ramnose como Unica

fonte de carbono. A enzima, com peso molecular de 102 kDa, tem seu pH 6timo entre 4,5
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e 6,0 e temperatura 6tima de 60°C, e hidrolisa ligagbes glicosidicas a-1,2 e a-1,6 de 3-D-
glicosideos. Entretanto, mais investigacdes a respeito da cinética e dos mecanismos das
reagOes catalisadas por a-L-ramnosidases sdo necessérios para melhor compreenséo do

mecanismo molecular de catalise dessas enzimas (Yadav et al., 2010).

A hesperidinase (1,6 a-L-ramnosidase, E.C. 3.2.1.40) é uma a-L-ramnosidase com
atividade significativa de B-D- glicosidase que catalisa a hidrolise de residuos terminais
ndo-redutores de [-D-glicosideos, com a liberacdo de glicose. A hesperidinase é

produzida principalmente pelo fungo Aspergillus niger (Yadav et al., 2010).

Miyake & Youmoto (1999), investigando a atividade catalitica da hesperidinase
sobre o0 substrato hesperidina, verificaram a eficiéncia da reacdo em diferentes
temperaturas (de 40 a 70°C), reportando a faixa de temperatura étima para a atividade da

enzima entre 50 e 60°C.

Um estudo duplo-cego, randomizado e controlado por placebo feito em humanos
indicou uma melhora significativa na biodisponibilidade do metabdlito da hesperidina do
suco de laranja ap6s modificacdo enzimatica. O produto hesperitina-7-glicosideo, gerado
apoés remocdo do grupo ramnose desse flavonoide pela hesperidinase, levou a uma
concentracdo plasméatica da aglicona (hesperitina) quatro vezes maior em comparagao
com a bebida ndo modificada (Nielsen et al., 2006). Em outro trabalho, a ramnosidase de
Aspergillus aculeatus foi utilizada na modificacdo do suco de laranja para a remog¢éo do
grupo ramnosidico terminal das flavanonas encontradas na bebida, levando a melhora da

biodisponibilidade desses compostos (Gonzales-Barrio et al., 2004).

A Figura 5 ilustra a atuacdo da hesperidinase sobre a rutina, que leva a obtencéo
de Q3G e quercetina, em proporgdes variadas, dependendo das condi¢cdes da reagéo.
Para a obtengéo de Q3G, a atividade de B-D-glicosidase da enzima deve ser minimizada,
ja que leva a hidrélise da glicose da molécula, originando sua forma aglicona, a
quercetina. Métodos de purificagao da fracdo a-L-ramnosidase da hesperidinase para
obtencdo de monoglicosideos, como a Q3G, séo custosos e trabalhosos. Sendo assim,
uma alternativa viavel é a inativagdo da fragdo (-D-glicosidase da enzima através de
tratamento térmico seletivo, que permite ao mesmo tempo a manutencgéo da atividade de

a-L-ramnosidase da mesma (Vila-Real et al., 2011).
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Figura 5. Agcéo da hesperidinase sobre a rutina e a quercetina-3-glicosideo. (A) atividade

de a-L-ramnosidase. (B) atividade de 3-D-glicosidase
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar comparativamente as atividades antioxidante e antiproliferativa da rutina
antes e apoés hidrolise enzimética catalisada pela hesperidinase de Penicillium sp. em
condi¢cbes de reacao previamente estabelecidas para aumentar a eficiéncia da converséo

de rutina em quercetina 3-glicosideo (Q3G).

3.2. Objetivos especificos

1. Comparar a cinética de hidrélise quimica em meio &cido e de hidrélise enzimatica

em relagdo a eficiéncia na conversao de rutina em Q3G;

2. Estabelecer um processo enzimatico eficiente para hidrdlise parcial da rutina, com

a retirada da molécula de ramnose, utilizando hesperidinase de Penicillium sp.;

3. Estudar a cinética de inativagdo térmica da fragdo B-D-glicosidase da
hesperidinase de Penicillium sp., mantendo a atividade de a-L-ramnosidase desta enzima,

para aumentar a sintese de Q3G através de hidrélise enziméatica parcial da rutina;

4. Avaliar a atividade antioxidante da rutina antes e apoOs hidrélise enziméatica
utilizando os métodos in vitro de sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH),

descoramento do [3-caroteno e inibigdo da enzima xantina oxidase (XO);

5. Avaliar a atividade antiproliferativa da rutina antes e apds hidrélise enzimatica
com o emprego de painel de células tumorais humanas, utilizando o ensaio da

sulforrodamina B (SBR) para avaliagéo do crescimento celular;

6. Comparar a bioatividade da Q3G, principal produto da hidrélise da rutina, com os
dados obtidos para a quercetina padrdo, um conhecido flavonoide de atividade

antioxidante e antiproliferativa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Enzimas, padrbes e reagentes

As reacgfes enzimaticas foram realizadas utilizando hesperidinase de Penicillium
sp. comercializada pela Sigma-Aldrich Chemical Co. (n° catalogo H8137). Também foram
adquiridos do mesmo fornecedor a enzima xantina oxidase de leite bovino (0,4 -
1,0 unidades/mg proteina, n° catdlogo X4376) e os padrdes de rutina (= 94%, n° catalogo
R5143), quercetina-3-glicosideo (isoquercitrina) (= 90%, n° catidlogo 17793) e quercetina
(295%, n° catdlogo 337951) para a confeccdo das curvas padrao. Foram obtidos da
Sigma-Aldrich Chemical Co., Brasil os substratos sintéticos usados para determinar a
atividade da enzima, p-nitrofenil a-L-ramnopiranosideo (= 99%, n° catalogo N3513) e p-
nitrofenil B-D-glicopiranosideo (= 98%, n° catalogo N7006), e os reagentes para os testes
de determinacéo da atividade antioxidante, B-caroteno (= 95%, n° catélogo C4582), acido
linoleico (= 93%, n° catalogo L1268) e o radical DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazila) (n°
catalogo D9132). Os &cidos, bases e sais utilizados foram de marca Merck e todos os

solventes e reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2. Culturade células

As linhagens celulares cedidas pelo NCI (National Cancer Institute, EUA) ao
CPQBA/Unicamp utilizadas no trabalho foram: U251 (glioma), MCF-7 (adenocarcinoma de
mama), NCI-ADR/RES (ovério, linhagem com resisténcia a multiplos farmacos), 786-0
(adenocarcinoma renal), NCI-H460 (adenocarcinoma pulmonar de células ndo-pequenas),
PC-3 (adenocarcinoma de proéstata), OVCAR-3 (adenocarcinoma de ovario), HT-29
(adenocarcinoma de cdlon) e K562 (leucemia mieloide crbnica). Estas linhagens foram
cultivadas em frascos de 25 cm®com 5mL de meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com
5% de soro fetal bovino (SFB - Gibco) e incubadas a 37°C em atmosfera Umida com 5%
de CO,. Quando a monocamada celular atingia cerca de 80% de confluéncia, as

linhagens eram repicadas, o que ocorreu em meédia uma vez por semana.

Para linhagens aderidas (todas as linhagens utilizadas, com excec¢éo da K562), o

desprendimento celular foi realizado mediante agdo enzimética da tripsina. Para isso, o
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meio de cultura foi aspirado, o frasco lavado com 500 pL de tampao de Hank’s (Sigma)
para eliminar residuos de meio de cultura e apés aspiracao do tampao, foram adicionados
500 uL de tripsina-EDTA 2,5 g/L (Vitrocell) a 37°C até que as células se soltassem
totalmente. A acdo da tripsina foi bloqueada com RPMI + SFB 5% e uma aliquota dessa

suspensao foi transferida aos novos frascos, completando-se o volume para 5 mL.

4.2.1. Descongelamento das células

O descongelamento das células foi realizado sempre que o painel celular em uso
atingia a passagem 17. O descongelamento dos criotubos foi realizado a temperatura
ambiente, o conteldo transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL e, para lavagem
do glicerol utilizado no congelamento, o volume foi completado para 10 mL com meio de
cultura RPMI-1640 contendo 5% SBF. O tubo foi centrifugado a 2000 rpm por 4 minutos a
4°C, o sobrenadante foi aspirado e descartado e o precipitado de células foi
ressuspendido em 5 mL de meio de cultura. A suspensao foi transferida para frascos de
manutencdo de T25 e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em ambiente

Uumido.

4.2.2. Congelamento das células

Para sua expansdo, as células foram cultivadas em frascos de 75 cm? (T75) e o
volume final de suspens&o celular a ser congelado foi sempre de 1x10° cel/mL. Para
células aderidas, apos tripsinizacdo com tripsina/EDTA (Sigma), as células foram
ressuspendidas em 10 mL de meio suplementado com 30% de SFB, e em seguida foi
realizada a contagem do numero de células em camara de Neubauer. A solugcéo celular
foi centrifugada a 2000 rpm, a 4°C, por 4 minutos. O sobrenadante foi aspirado e, a
seguir, foi adicionado meio RPMI com 30% de SFB e 20% de glicerol em volume
calculado para obtencdo de uma concentracdo final de 1x10° cel/mL. Cada criotubo
contendo 1 mL da solucéo celular foi colocado na fase gasosa do nitrogénio liquido por 24

horas, para depois ser imerso na fase liquida.
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4.3. Determinacdo da atividade enzimatica da hesperidinase

A atividade de a-L-ramnosidase da hesperidinase foi avaliada utilizando 0,20 mM
do substrato sintético p-nitrofenil a-L-ramnopiranosideo em tamp&o citrato 20 mM (pH
4,0). A atividade de B-D-glicosidase da hesperidinase foi determinada usando 0,20 mM de
p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo em tampéao citrato 20 mM (pH 4,0). A concentracdo de
enzima utilizada foi de 50 mg/L e as reacdes foram realizadas em shaker (Tecnal, modelo
TE-421) com agitacdo de 100 rpm na temperatura de 40°C por 30 minutos. As andlises
foram realizadas em triplicata e expressas como média e desvio padrdo das
determinacgdes. A concentragao de p-nitrofenol livre produzido apds a hidrélise foi avaliada
em espectrofotdmetro UV/VIS (Jenway 6105) em um comprimento de onda (A) de 410 nm
usando uma curva padrdo construida com 0 - 2 umoles de p-nitrofenolato a partir de uma
solucdo estoque de concentragdo 2 pmol/mL (Figura 6). Uma unidade de atividade
enzimética (U) foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 ymol de p-

nitrofenol livre por minuto nas condic¢des de reagdo descritas (U/min).
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Figura 6. Curva padrdo de p-nitrofenolato a partir de uma solucdo estoque de

concentragao 2 ymol/mL
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4.4. Cinética de inativacéo da B-D-glicosidase

Para estudar a cinética de inativacdo enzimatica, as suspensdes das enzimas (50
mg/L) em 5mL de tamp&o citrato 20 mM (pH 4,0) foram colocadas em shaker (Tecnal,
modelo TE-421) com agitagdo de 100 rpm, por 30 minutos, nas temperaturas de 50, 60,
70 e 80°C. As reacdes foram interrompidas por imersédo dos frascos em banho de gelo por
5 minutos. Apés o tratamento térmico, as enzimas foram utilizadas para determinacao da
atividade enzimatica de a-L-ramnosidase e [-D-glicosidase, conforme descrito no item

4.3. O controle continha uma amostra de enzima ndo submetida a inativacao térmica.

As atividades foram expressas em unidade de atividade enzimatica (U) por minuto
de reacao. Para descrever a cinética de inativagao para as atividades de [3-D-glicosidase
e de a-L-ramnosidase foi também utilizada a razdo entre as atividades de a-L-

ramnosidase e B-D-glicosidase (Ram/Gli).

4.5. Reacdo de hidrolise enzimética da rutina

A solucdo de hesperidinase (50 mg/L) em tampéo citrato 20 mM (pH 4,0)
previamente submetida ao tratamento térmico a 70°C por 30 minutos para inativagao
seletiva da atividade de B-D-glicosidase, conforme descrito no item 4.5, foi diluida a 20
mg/L utilizando tampéo acetato 0,05 M (pH 4,0) e utilizada para a determinagcdo da

cinética de hidrélise da rutina.

Para o preparo da mistura de reagdo, 1 ml de solu¢do de rutina (1% p/v em
metanol) foi adicionado a 3 mL de tampé&o acetato 0,05 M (pH 4,0) e a mistura submetida
a agitacdo magnética (marca Fisatom modelo 753A) por 1 minuto. Em seguida foram
acrescentados 100 uL da preparacdo enzimatica na concentracdo de 20 mg/L), e a
mistura agitada e incubada a 40°C por 2, 4, 8 e 12 horas com agitacdo de 130 rpm em
shaker (Tecnal, modelo TE-421). A reacéo foi interrompida pela desnaturacédo da enzima
promovida através de fervura (100°C) por 30 minutos, e as amostras levadas diretamente
para a liofilizacdo e armazenadas a -80°C. Os ensaios foram realizados em triplicata. As
solucBes de rutina incubadas sob as mesmas condi¢cdes sem adicdo de enzima e com a

enzima sem o tratamento térmico foram utilizadas como controle da reacéo.
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4.6. Reacdo de hidrdlise acida da rutina

Em erlenmeyers, 1 mL da solug&o de rutina (1% p/v em metanol) foi incubado com
20 mL de solugéo de HCI 1 M em banho fervente a 100°C por 30 minutos, 1 e 2 horas.
ApOs este periodo as amostras foram levadas diretamente para a secagem por liofilizagéo
e armazenadas a -80°C. Os ensaios foram realizados em triplicata e os produtos
posteriormente submetidos a analise por CLAE-EM.

4.7, Métodos analiticos

4.7.1. Quantificacdo dos derivados de flavonoides por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (CLAE - EM)

A técnica de CLAE aliada a alta seletividade e desempenho da EM tem sido
amplamente empregada nos Gltimos anos por permitir a rapida separacdo dos analitos,
levando a tempos de andlise menores e resultados mais precisos quando comparados

aos métodos tradicionais de cromatografia liquida.

Apos as reacdes de hidrolise quimica e enzimatica, os produtos de hidrélise foram
dissolvidos em metanol, filtrados em filtros de seringa de 0,45 uym e analisados por CLAE -
EM.

A separacao cromatografica foi realizada utilizando um sistema Acquity UPLC
(Waters, Milford, MA, USA) equipado com uma coluna Waters UPLC BEH (2,1 x 50 mm,
tamanho de particula 1,7 um) em temperatura de 30°C. Foram injetados 3 pL de cada
amostra, aplicando-se um gradiente utilizando 2 fases méveis — (A) agua ultrapurificada
com 1% de acido férmico e (B) metanol (Tedia, Brasil), iniciando-se com 5% de B,
atingindo 100% de B em 8 minutos, mantido até 8,50 minutos e finalmente retornando as
condigdes iniciais e estabilizando em 10 minutos. A deteccao foi realizada no modo de
fons negativo utilizando um espectrobmetro de massas Acquity TQD com fonte ESI
(“Electrospray lonization” - ionizacdo por spray de elétrons) (Micromass Waters, Milford,
MA, USA) sob as seguintes condic¢des: capilar - 3000 V, cone - 30 volts, temperatura da

fonte de 150°C, e temperatura de dessolvatacdo de 350°C. A quantificacdo dos
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compostos da hidrélise foi realizada com o auxilio de curvas-padrdo determinadas através
da injecdo de padrdes dos flavonoides de interesse (rutina, quercetina e Q3G) em

concentragdes entre 30 e 300 pg/mL.

4.7.2. Determinacédo da atividade antioxidante in vitro

4.7.2.1. Método de sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH)

Segundo Faria et al. (2005), esse método € baseado no descoramento de uma
solucdo composta por radicais estaveis DPPH de coloracdo violeta. Quando ocorre a
adicdo de uma substancia antioxidante ao meio, capaz de ceder um atomo de hidrogénio
neutralizando esse radical livre, ocorre o decréscimo da absorbancia a 517 nm. Uma
solucdo metandlica de DPPH de concentragéo 0,02 mg/L (750 pL) foi acrescentada a 120
ML de solucido das amostras de flavonoides antes e ap6s hidrélise, preparadas em tampao
acetato 0,3 M pH 3,8 (0,75 mg do composto/mL) ou, no caso do controle, a 120 uL de
metanol. As misturas foram incubadas a 25°C por 25 minutos e a absorbancia foi
determinada em espectrofotdmetro UV/VIS (marca Jenway 6105) a 517 nm. Uma solugéo
de rutina em tampéo acetato 0,3 M pH 3,8 (0,75 mg/mL) foi utilizada para calibrar o
equipamento. A capacidade de sequestro do radical DPPH foi calculada usando a

seguinte equacao:

o (Absc — Absam)
Sequestro de radicais DPPH (%) = Ahsc x 100,

onde Absc e Absam sdo os valores de absorbéncia do controle e das amostras teste,
respectivamente. As determinacdes foram realizadas em triplicata e os testes realizados

também para o padréo de quercetina.

4.7.2.2. Método do descoramento do B-caroteno

A capacidade da rutina e de seus produtos de hidrélise em inibir a peroxidagéo
lipidica foi determinada através de um sistema (-caroteno — acido linoleico, de acordo

com o método de Miller (1971) com adaptacdes. Uma mistura contendo 50 uL de B-
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caroteno (2 mg/mL em cloroférmio), 40 uL de &cido linoleico, 1 mL de cloroférmio e 400
mg de Tween 40 foi preparada. O cloroférmio foi removido sob atmosfera de nitrogénio,
50 mL de &gua destilada saturada com oxigénio foram acrescentados e a mistura foi
submetida a agitacdo vigorosa (agitador Fisatom modelo 753A). Em tubos de vidro com
tampa de rosca, 225 yL da solucdo de B-caroteno foram acrescentados a 100 pL das
amostras em tampéao acetato 0,3 M, pH 3,8 (0,75 mg do composto/mL) ou a 100 yL de
metanol para o branco. As absorbancias foram lidas em espectrofotbmetro UV/VIS
(Jenway 6105) a 470 nm no tempo O (imediatamente apds a adicdo das amostras a
solugcdo de B-caroteno) e apdés 120 minutos de incubacdo a 45°C (para inducdo da
oxidacao térmica). A extensdo da inibicdo da absorbancia esté diretamente relacionada a
concentrac@o de antioxidantes. A inibicdo da peroxidacgéo lipidica foi calculada de acordo

com a seguinte equagao:
% inibicdo = [1 — (Absg— Abs;) /(Abs’s— Abs’;)] x 100,

onde Abs, é a absorbancia da amostra no tempo zero, Abs; é a absorbéncia da amostra
apos a incubacgao (120 minutos) a 45°C, Abs’y é a absorbancia do controle no tempo zero
e Abs’; € a absorbéancia do controle apos a incubagdo (120 min) a 45°C. As
determinagfes foram realizadas em triplicata e os testes realizados também para o

padrdo de quercetina.

4.7.2.3. Inibicdo da xantina oxidase

A capacidade de inibicdo da atividade da XO da rutina antes e ap0s reacdo de
hidrélise foi determinada pela mensuracdo da formacdo de acido Urico a partir do
substrato xantina. Uma solugéo de xantina em tampé&o fosfato 0,1 M pH 7,4 (500 uM) foi
incubada com 100 yL de etanol e com o0 mesmo volume das amostras teste (90 uM
preparada em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4). As amostras foram pré-incubados a 37°C por
10 minutos. A solucao de XO (0,3 mL a 0,1 U/mL) foi acrescentada a mistura de reacao e
os frascos incubados a 37°C por 20 minutos. A reacdo enzimatica foi interrompida pela
adicdo de 25 pyL de HCI 3,2%. A absorbancia das amostras foi determinada em
espectrofotbmetro UV/VIS (Jenway 6105) a 290 nm. O tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4 foi
utilizado como branco e o controle foi composto de uma solucdo contendo xantina e

xantina oxidase. A inibicdo da XO (XOlI) foi calculada como segue:
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Absam
Absc

X0I (%) = (1 — ) x 100

onde Absc e Absam sdo os valores de absorbancia para a reacdo controle e para as
amostras teste, respectivamente. As determinacdes foram realizadas em triplicata e os
testes realizados também para o padrao de quercetina.

4.7.2.4. Anadlise estatistica dos dados da capacidade antioxidante

Os dados dos experimentos foram expressos como médias + desvio padrao. A
significAncia estatistica dos resultados foi acessada através de andlise de variancia
(ANOVA), e as diferengas identificadas foram analisadas através de teste t de Student
ndo pareado, utilizando o software estatistico SPSS (IBM®). Probabilidades associadas

(p-valor) de menos de 5% foram consideradas significativas.

4.7.3. Atividade antiproliferativa - avaliagdo em painel de células tumorais humanas

Os testes em cultura de células foram realizados com o auxilio do grupo de
pesquisa do Dr. Jodo Ernesto de Carvalho, do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas

Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Unicamp.

A atividade antiproliferativa em células tumorais humanas foi avaliada utilizando-se
0 ensaio da sulforrodamina B (SRB) para avaliagdo do crescimento celular (Monks et al,
1991). Este método permite inferir a porcentagem de crescimento celular através da
leitura espectrofotométrica da absorbancia de proteinas celulares coradas com SRB, um
corante aniénico de coloracao rosa brilhante que se liga as terminacgbes basicas de
aminoacidos proteicos de células vivas previamente fixadas, sendo assim independente
do metabolismo celular e permitindo a quantificacdo de proteinas de modo linear com o
namero de células da cultura. O ensaio de SRB é relativamente rapido, simples e
apresenta alta sensibilidade mesmo em baixas concentracdes celulares (1000 — 2500

células por compartimento) (Skehan et al., 1990).

Para determinacao da atividade antiproliferativa da rutina antes e apés a hidrélise

enzimatica catalisada pela hesperidinase, foram empregadas diversas linhagens de

36



células tumorais humanas, conforme descrito na Tabela 5. Para comparacdo os ensaios

também foram realizados com a quercetina padréao.

Foram inoculados 100uL/compartimento, em placas de 96 compartimentos, de
uma suspenséao celular em meio RPMI/SFB acrescido de 50ug/mL de gentamicina. Apés
24h de incubacdo a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,, foram adicionados
100uL/compartimento das amostras de flavonoides e seus derivados, diluidos em DMSO
e dispersos em meio RPMI/5% SFB, em concentracdes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250

pg/mL), de acordo com o esquema representado na Figura 7.

Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico doxorrubicina (Eurofarma,
Brasil), nas concentracdes de 0,025, 0,25, 2,5 e 25 ug/mL. Neste momento, procedeu-se
a fixacdo com &cido tricloroacético (TCA) a 50% da placa controle chamada To,, que
permitiu determinar qual a quantidade de células no momento da adi¢gdo das amostras. Ao
final de 48h de incubacéo, as células foram fixadas com 50uL/compartimento de TCA a
50% e as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C; a seguir, as placas foram lavadas
guatro vezes consecutivas com agua destilada. Depois de secas a temperatura ambiente,
as placas foram coradas com 50uL/compartimento de SRB 0,4% (p/v) dissolvido em acido
acético 1% e mantidas por 60 minutos a 4°C; em seguida, foram lavadas quatro vezes
com acido acético 1% e secas a temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com Trizma Base 10uM (pH 10,5).

A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro
UV/VIS a 540nm, em leitor de microplacas, para cada avaliagdo no tempo zero (To; inicio
da incubacédo) e 48 horas apés a incubacédo tanto das células-controle (C; nao-tratadas)
guanto expostas aos compostos-teste (T) nas diversas concentracdes analisadas (0,25,
2,5, 25 e 250 pg/mL para as amostras e 0,025, 0,25, 2,5 e 25 pg/mL para a

doxorrubicina).
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Tabela 5. Linhagens celulares empregadas na avaliagéo de atividade antiproliferativa

Densidade de

Linhagem Org&o/Doenca Em%r:?o%rgria Inoculacéo
(10° células/mL)
U251 SNC; glioma Ectoderme 4,0
MCF-7 Mama; adecarcinoma Ectoderme 6,0
NCI-ADR/RES * Ovario; adenocarinoma Ectoderme 5,0
786-0 Rim; adenocarcinoma Mesoderme 5,0
NCI-H460 Pulméo; carcinoma tipo ndo Endoderme 40
pequenas células ’
PC-3 Prostata; adenocarcinoma Mesoderme 45
OVCAR-3 Ovario; adenocarcinoma Mesoderme 7,0
HT-29 Coélon; adenocarcinoma Endoderme 5,0
K562 Medula 0ssea; leucemia Mesénquima
mieloide crbnica
* esta linhagem apresenta resisténcia a multiplos farmacos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

" T T

Figura 7. Esquema da aplicagdo das amostras na placa teste. A primeira coluna cinza
representa o controle do meio de cultura (branco do meio). A segunda coluna cinza-
escura representa o controle de células tumorais. As cores claras indicam as substancias-
teste, e as cores escuras representam o controle das substancias-teste (branco da

amostra) nas concentracoes testadas
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4.7.3.1. Anélise estatistica dos dados de atividade antiproliferativa

Com os valores médios de absorbéancia para cada concentracdo das amostras, a
porcentagem de crescimento (%C) foi calculada segundo as seguintes férmulas:

Se T > T; — estimulo de crescimento celular
Se T, >T 2T, — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-To)/( T1-To)]
Se T< T, — atividade citocida: %C = 100 x [(T-To)/ Ty];
Onde:
T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula
T, = absorbancia do branco de células.
To = absorbancia do controle de células na placa T,.

Gréficos de porcentagem de crescimento em fungéo da concentracdo da amostra
testada foram gerados para cada uma das linhagens tumorais. Os valores de Gls
(concentracdo necesséria para reduzir em 50% o crescimento celular) foram calculados

por regressao nao linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin®, versao 8.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Atividade enziméatica da hesperidinase de Penicillium sp.

As atividades de a-L-ramnosidase e de B-D-glicosidase da hesperidinase, as quais
hidrolisam ramnose e glicose, respectivamente, foram determinadas utilizando substratos

sintéticos, conforme descrito no item 4.3. A Tabela 6 sumariza os resultados das

atividades nas condicdes de reacédo utilizadas.
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Tabela 6. Atividades de a-L-ramnosidase e de B-D-glicosidase da hesperidinase de

Penicillium sp.

Valor de atividade

Substrato Atividade enzimatica (x 10%)* em
U/min
p-nitrofenil a-L-ramnopiranosideo  a-L-ramnosidase 3,8+0,3
p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo B-D-glicosidase 2,3+£09

*A concentracdo de enzima utilizada foi de 50 mg/L e as reagBes foram realizadas a

temperatura de 40°C por 30 minutos.

5.2. Efeito do tratamento térmico na inativagdo da p-D-glicosidase da

hesperidinase

As estabilidades térmicas de a-L-ramnosidase e de (-D-glicosidase da
hesperidinase foram avaliadas a 50, 60, 70 e 80°C por 30 minutos, conforme Figura 8.

A atividade de B-D-glicosidase sofreu um decréscimo maior a 70°C em relacédo a
de a-L-ramnosidase. Apesar de o aquecimento a 70°C por 30 minutos levar a uma
diminuicéo significativa na atividade de a-L-ramnosidase da hesperidinase, se comparado
ao aquecimento a 50°C (de 4,2 x 102 para 2,6 x 10 U/min), a razdo entre as atividades
de a-ramnosidase e de B-D-glicosidase (Ram/Gli) foi maior a 70°C (raz&o de 3,7). Isto
mostra que a ramnosidase é mais termoresistente que a glicosidase. Considerando que a
atividade de glicosidase foi seletivamente reduzida a 70°C por 30 minutos, a atividade
residual de ramnosidase foi utilizada para a producdo de Q3G a partir da rutina.

Sendo assim, no presente trabalho, foi possivel definir a temperatura de 70°C
como a melhor condicdo para a inativagdo da [B-D-glicosidase da hesperidinase,

mantendo a atividade da a-L-ramnosidase.

40



6,0 5
1 Hl atividade de glicosidase
5,5 [ atividade de ramnosidase
1 —Q-razéo de atividades (Ram/Gli)
5,0 1
4,5
4,0 T
3,5 13
3,0 ]
2,5 42
2’0 ] /

154

Q
Razéo de atividades (Ram/Gli)

1,0 1

Atividade enzimatica x 10  (U\min)

0,54

0,0 - 0
50 60 70 80
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Figura 8. Estabilidades térmicas de a-L-ramnosidase e de (-D-glicosidase da

hesperidinase avaliadas a 50, 60, 70 e 80°C por 30 minutos

5.3. Cinética de hidrdlise da rutina e analise dos produtos de reagdo por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (CLAE - EM)

A rutina foi hidrolisada enzimaticamente utilizando hesperidinase sem tratamento
térmico e apos tratamento térmico (70°C por 30 minutos), conforme descrito no item 4.5, e
também hidrolisada quimicamente em meio acido (HCI 1M a 30°C por 2 horas), conforme

descrito no item 4.6.

Para a andlise da cinética de hidrélise quimica e enzimética da rutina, todos os
produtos de hidrélise foram analisados por CLAE-EM. A detec¢éo por EM dos flavonoides
quercetina, rutina e Q3G foi realizada no modo de ions negativo. Embora a ionizagdo no
modo positivo seja mais comumente empregada para a analise estrutural dos flavonoides,
a ionizacdo no modo negativo € referida como mais sensivel para essa classe de
compostos (De Rijke et al, 2003; Cuyckens et al., 2002; Fabre et al., 2001). A
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identificacdo dos compostos por EM foi realizada através de comparacdes dos espectros
das amostras com espectros de padres comerciais e por comparacdo de dados na
literatura (Tavares et al., 2010; Yang et al., 2012; Krasteva & Nikolov, 2008). A Q3G foi
detectada como um pico de m/z 463, correspondente ao ion desprotonado [M - HJ, de
acordo com o padrdo de Q3G (M — H] = 463). As fragmentacGes observadas para as
amostras séo tipicas de unidades de agucar, sempre com perdas neutras caracteristicas
de hexoses, como mostrado nos espectros caracteristicos dos ions de m/z 301
(quercetina) e 463 (Q3G). Comparando o ion de m/z 463 ao ion de m/z 609
(correspondente a rutina), pode-se observar que a diferenca entre os valores de m/z das
mesmas é equivalente ao valor de m/z de uma molécula de ramnose (146). Da mesma
forma, comparando o ion de m/z 463 ao ion de m/z 301, percebe-se que a diferenga entre

os valores de m/z equivale ao valor para uma molécula de glicose (m/z 162).

A cinética de hidrélise quimica da rutina utilizando HCL 1 M, representada pela
formacéo, em funcdo do tempo, dos produtos identificados na reacdo, pode ser vista na
Figura 9. A quantificacdo dos produtos da hidrolise &cida da rutina mostrou que o
processo utilizado promoveu a hidrélise total dos grupos glicosidicos da rutina, ou seja,
ramnose e glicose, levando a formagéo de 84 % de quercetina e somente 2,9 % de Q3G
apoés 2 horas de reacdo. Em tempos menores de reagdo, 30 minutos e 1 hora, as
concentragcbes maximas de Q3G obtidas foram de 7,0% e 5,0% (Figura 9). Embora
relatos tenham mostrado que concentracdes inferiores de acido cloridrico ou a utilizagéo
dos &cidos fosférico e sulfurico podem levar a hidrolise parcial da rutina (Wang et al.,
2011), no presente trabalho ndo foram testados outros acidos ou concentragfes variadas
do &cido cloridrico.
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—— Q3G
—+ quercetina
—dh— rutina

Concentragao (%)

tempo de reacéo (min)
Figura 9. Cinética de hidrdlise acida da rutina. Condig6es de reagéo de hidrolise descritas
no item 4.6

As cinéticas de hidrélise enzimatica, utilizando hesperidinase sem e apdés
tratamento térmico, estdo mostradas nas Figuras 10 e 11.
A hidrolise enzimatica da rutina com hesperidinase sem tratamento térmico levou a

formacao de 35% de Q3G e 29% de quercetina apds 4 horas de reagdo (Figura 10).

—m— Q3G

—+ quercetina
—k— rutina

90 4

Concentragao (%)

tempo de reacéo (h)

Figura 10. Cinética de hidrélise enzimética da rutina utilizando hesperidinase sem

tratamento térmico. Condic6es de reacao de hidrélise descritas no item 4.5
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Em contraste, quando a reacdo de hidrélise da rutina foi catalisada pela
hesperidinase submetida a tratamento térmico a 70°C por 30 minutos, 48% da rutina foi
convertida em Q3G nas primeiras 2 horas de reacdo. Em 4 horas de reacao, a taxa de
conversao aumentou para 69,5% de Q3G, e foram formadas pequenas quantidades da
forma aglicona, a quercetina (7,5%) (Figura 11).

100 +

90 +

—— Q3G
—{—quercetina
—d—rutina

80 4

70 4
60
50 4

40 4

Concentragdo (%)

30 1

tempo de reagédo (h)

Figura 11. Cinética de hidrolise enzimética da rutina utilizando hesperidinase com
tratamento térmico (70°C por 30 minutos). Condi¢cBes de reacdo de hidrélise descritas no
item 4.5

Tempos de hidrélise enzimatica superiores a 4 horas ndo foram capazes de
aumentar a sintese de Q3G. Pelo contrario, ocorreu uma leve diminuicdo na taxa de Q3G
com um aumento da taxa de quercetina aglicona, observado principalmente para o tempo
de hidrolise de 8 horas (de 7,5% em 4 horas de reacgdo para 25% em 8 horas de reacéo,
estabilizando-se até o tempo final da reacdo, 12 horas). Isso indica que tempos de reacao
entre 4 e 8 horas levam a um aumento nas taxas de hidrélise total, uma vez que que a
atividade de B-D-glicosidase da hesperidinase foi diminuida com o tratamento térmico,

porém ndo completamente inativada.

Embora o tempo de reacdo enzimatica seja superior ao tempo de reacdo de
hidrélise acida, grandes concentracdes do produto de interesse, a Q3G, puderam ser
obtidas somente através de reacdo enzimatica, uma vez que esta reacdo favorece a

hidrélise do grupo ramnose da rutina, permanecendo a glicose esterificada a aglicona
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(quercetina). Para que isto ocorra é necessario que a hesperidinase apresente atividade
de a-L-ramnosidase superior a atividade de B-D-glicosidase (alta razdo Ram/Gli), uma vez
que o residuo de glicose devera ser mantido para a obtengéo de quercetina-3-glicosideo.
Um aumento na razdo Ram/Gli foi obtido através do tratamento térmico ao qual a enzima
foi submetida.

Os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo com
investigacdes previamente descritas na literatura. Wang et al. (2011) compararam 0s
métodos quimico e enzimatico de hidrélise da rutina, relatando a obteng&o de quercetina
aglicona através de hidrélise &cida a 70°C, por 20 horas, utilizando HzPO,4 2,5%, HCI 1% e
H,SO, 0,5% (11, 100 e 2,5% de quercetina, respectivamente), enquanto niveis muito
inferiores de Q3G foram obtidos (9,60, 0,69 e 1,25%, respectivamente). J& a hidrélise
catalisada por uma hesperidinase comercial a 40°C, por 48 horas, permitiu a obtencédo de
taxas notavelmente maiores de Q3G (43,21%) e 58,1% de quercetina.

Os resultados encontrados no presente estudo para o tratamento térmico da
hesperidinase estdo de acordo com o que foi recentemente descrito por Gerstorferova et
al. (2012). Os autores estudaram uma a-L-ramnosidase purificada a partir de culturas de
Aspergillus terreus desenvolvida em meio rico em L-ramnose. A enzima demonstrou
grande estabilidade térmica, operando a 70°C para a produgcdo de Q3G, e alta
produtividade de reacdo (cerca de 300 g/L), com formacdo de poucas quantidades de

quercetina.

A Figura 12 representa os cromatogramas dos produtos da hidrélise enzimética da
rutina apés 2 e 4 horas de reacdo com hesperidinase submetida a tratamento térmico
(70°C — 30 minutos). Os compostos foram identificados através de seus tempos de

retencao (rutina = 4,5 minutos, Q3G = 5,4 minutos e quercetina = 5,8 minutos).

Apés 2 horas de reacdo, os produtos formados compreendem 46% de rutina, 48%
de Q3G e 6% de quercetina (Figura 12 A).

ApOs 4 horas de reacdo enzimatica, os produtos formados sédo respectivamente:
23% de rutina, 69,5% de Q3G e 7,5% de quercetina (Figura 12 B).
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Figura 12. Cromatogramas obtidos por CLAE — EM para as amostras de rutina hidrolisada com hesperidinase apés 2 horas (A)

e 4 horas (B) de reagdo enzimética. Condi¢des de hidrélise descritas no item 4.5; condi¢bes de analise descritas no item 4.7.1
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5.4. Influéncia da hidroélise da rutina na atividade antioxidante

Métodos in vitro foram empregados para investigar o poder antioxidante da rutina, da
guercetina e da rutina hidrolisada em diferentes tempos de reacdo (misturas contendo 69,5,
57,1 e 5522% de Q3G, obtidas respectivamente apés 4, 8 e 12 horas de reacdo com
hesperidinase submetida a tratamento térmico a 70°C por 30 minutos). Os resultados estédo
demonstrados na Tabela 7.

O DPPH é um radical de nitrogénio relativamente estavel, colorido e comercialmente
disponivel. Na presenca de um antioxidante, ele € reduzido, isto &, o elétron desemparelhado
do radical DPPH é pareado, geralmente através da doagdo de um atomo de hidrogénio pelo
antioxidante, fazendo com que a cor da solugdo mude de roxo para amarelo e permitindo a
mensuracgdo da reacdo em espectrofotbmetro através do decréscimo da absorbéncia (Huang et
al., 2005).

Tabela 7. Atividade antioxidante da rutina (controle), da rutina hidrolisada e da quercetina

padrdo determinada pelos métodos DPPH e B-caroteno

Amostra Tempo de Concentracéo de Sequestro de [-caroteno
reacao guercetina-3- radicais DPPH (% de inibicédo
(horas) glicosideo (%) (%) da oxidacéo)
Rutina - 62,6 + 6,9% 49.4+2.7°
(controle)
Rutina 4 69,5+ 4,2 81,4+2,3° 47.1+75°
hidrolisada 8 57,1+5,4 72,4 + 6,6 50.1 + 3.9°
12 55,2+ 6,1 79,3+1,3 57.2+7.9°
Quercetina - 89,8+ 25" 78.1+2.7°
padréao

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo, e aqueles com letras
diferentes na mesma coluna s&o significativamente diferentes em comparacdo com a rutina

antes da bioconverséo (controle, p < 0,05).
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O método DPPH foi utilizado com o objetivo de avaliar a capacidade de doacgéo de
hidrogénio da rutina e de seus derivados obtidos por hidrélise, e o poder antioxidante foi
expresso como a porcentagem de atividade de sequestro de radicais DPPH em comparacéo

com o controle.

O produto de hidrolise obtido apds 4 horas de reacdo com hesperidinase submetida a
tratamento térmico (70°C — 30 minutos), contendo 69,5% de Q3G, apresentou um aumento de
aproximadamente 20% na atividade de sequestro de radicais DPPH, em relacdo a atividade
observada para a rutina. A Q3G, o principal produto resultante da hidrolise da rutina pela
hesperidinase, apresentou capacidade antioxidante comparavel a da quercetina, conhecida por

sua potente atividade antioxidante.

Os dados estdo de acordo com varios estudos in vitro e in vivo relacionados as
atividades da quercetina e de seus glicosideos C(3)-OH e C(4’)-OH, que relatam diferencas na
eficacia desses compostos. A atividade antirradicais da quercetina e seus derivados se deve
provavelmente a presenga de um grupamento 1,2-dihidroxibenzeno (catecol) no anel B (Goupy
et al, 2003). Entretanto, a glicosilacdo da quercetina na posicdo C(4’)-OH reduz
significativamente a capacidade doadora de hidrogénio do composto (Goupy et al., 2003). O
mesmo é observado para os derivados C(3)-OH da quercetina, que mostram potencial reduzido,
guando comparados a aglicona livre (Burda & Oleszek, 2001; Materska & Perucka, 2005).

Park et al. (2006a) observaram que as formas agliconas ou os flavonoides menos
complexos possuem maior atividade antioxidante do que seus derivados glicosilados de maior
peso molecular. Estes resultados sugerem que a bioconversdo da rutina catalisada pela
hesperidinase é uma eficiente ferramenta para o0 aumento de sua capacidade de neutralizacao
de radicais DPPH.

Ainda na Tabela 7, pode-se observar que o tempo de hidrélise da rutina (4, 8 ou 12
horas) catalisada pela hesperidinase submetida a tratamento térmico (70°C — 30 minutos) nao
acarretou diferencas significativas na atividade antioxidante avaliada pelo método DPPH, fato
gue se torna vantajoso, dado que um alto potencial antioxidante é alcangado com um tempo de
reacao inferior. Isto pode ser explicado pela concentracdo de Q3G produzida nos diferentes
tempos de reagdo (Figura 10). Em 4 horas de hidrdlise, foi obtida a maior concentragdo de Q3G

(69,5%). Tempos de hidrélise superiores (8 e 12 horas), no entanto, levaram a uma diminuicao
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da quantidade de Q3G formada. Apds 8 horas de hidrélise, a concentracdo de Q3G obtida foi
de 57,1% e, apds 12 horas, sofreu ainda um pequeno decréscimo (55,2%).

O método do B-caroteno foi empregado para determinar a capacidade das amostras de
inibir a peroxidagéo do acido linoleico. A peroxidacao do acido linoleico gera radicais livres que
ocasionam o descoramento do [(-caroteno. Desta forma, a presenga de antioxidantes na
amostra inibe o descoramento da solucdo e, consequentemente, inibe o decréscimo da
absorbéancia, medida a 470 nm.

A capacidade da rutina hidrolisada pela hesperidinase (em 4, 8 e 12 horas de hidrdlise)
de inibir a oxidacdo do B-caroteno ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas
quando comparada a da rutina (controle). E conhecido que apenas flavonéis com um grupo OH
livre na posigcdo C-3 do esqueleto do flavonoide mostram alta atividade inibitoria sobre a

oxidacao do B-caroteno (Burda & Oleszek, 2001), como é o caso da quercetina.

A hidrofilicidade aumentada dos glicosideos de quercetina modifica os coeficientes de
distribuicdo entre as fases aquosa e lipidica, fato que dificulta uma andlise fidedigna destes
compostos em sistemas lipidicos como TEAC (capacidade antioxidante equivalente a Trolox®)

e emulsao de B-caroteno (Burda & Oleszek, 2001).

Outro fator que pode justificar as diferencas nos resultados de atividade antioxidante em
relagdo aos métodos DPPH e 3-caroteno € a natureza dos radicais utilizados na avaliagdo do
potencial antioxidante. O método de descoramento do 3-caroteno gera radicais peroxila in situ,
enguanto o DPPH utiliza radicais de nitrogénio (Huang et al., 2005). As maiores porcentagens
de atividade antioxidante observadas para a rutina, tanto antes como apés a hidrélise
enzimatica, pelo método do DPPH, sugerem que a rutina e seus derivados provavelmente

possuem maior afinidade por radicais de nitrogénio, em comparac¢ao com os radicais peroxila.
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5.5. Inibicdo da xantina oxidase da rutina antes e ap6s hidrélise enziméatica
A Figura 13 mostra os efeitos inibitérios da rutina (controle), da quercetina padréo e da

rutina hidrolisada obtida apos 4, 8 e 12 horas de reacdo com hesperidinase em relacdo a
atividade da XO.

100

Inibicdo da xantina oxidase (%)
|

30
20

Rufina Rutina Rutina Rutina (luercetina
controle  hidrolisada  hidrolisada hidrolisada
(4n) (8h) (12h)

Figura 14. Efeitos inibitérios da rutina (controle), da quercetina padréo e da rutina hidrolisada

obtida apds 4, 8 e 12 horas de reagdo com hesperidinase na atividade da xantina oxidase

Os resultados demonstram ndo haver diferenca significativa entre as atividades de
inibicdo da XO para a rutina e a rutina hidrolisada nos diferentes tempos de hidrélise testados.
Por outro lado, a quercetina aglicona exibiu a maior atividade de inibicdo da XO dentre os
compostos analisados, mais de duas vezes superior a atividade inibitéria da rutina hidrolisada,
indicando que a Q3G possui menor capacidade de inibicdo dessa enzima, quando comparada a
guercetina. Os diferentes tempos de hidrélise (4, 8 e 12 horas de reacdo) catalisada pela
hesperidinase submetida a tratamento térmico (70°C — 30 minutos) ndo acarretaram diferencas

estatisticamente significativas na atividade de inibicdo da XO. Este fato pode ser explicado
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pelas quantidades de Q3G formadas nos diferentes tempos de reacdo (Figuras 10 e 11),

conforme exposto no item 5.4.

Evidéncias indicam que a inibicdo da XO por flavonoides depende da localizacdo e do
namero de grupos OH na molécula. A presenca de 5-OH e de 7-OH, grupamentos que
contribuem positivamente para a inibicdo da XO, proporcionam a molécula de quercetina uma
alta capacidade de inibicdo dessa enzima (Nijveldt et al., 2001).

Estudos indicam que a rutina possui uma atividade de neutralizacdo de radicais em
sistemas xantina/XO muito inferior a da quercetina, apesar de possuir um grupamento C(4’)-OH
livre no anel B (Lin et al., 2002; Masuoka et al., 2012).

Em diversos sistemas-modelo, os derivados da quercetina demonstraram menor
atividade antioxidante em comparagdo com a aglicona livre (Burda & Oleszek, 2001; Materska &
Perucha, 2005). Selloum et al. (2001) relataram que a quercetina, em concentracdes de 50uM,
inibiu em mais de 90% a atividade da XO, determinada pela quantidade de acido urico formada
no sistema, enquanto a rutina se mostrou ineficaz. Os autores atribuiram a efetividade da
guercetina na inibicdo da formacgéo de &cido Urico a presenga de um grupo catecol no anel B
(3',4’-OH). Analisando a geracdo de O, no sistema xantina/XO, os autores relataram que a
guercetina exerceu efeito inibitério superior a 90% sobre esses radicais, enquanto a rutina foi
capaz de inibir a formacao desses radicais em apenas 20%. Os autores também observaram a
inibicdo da reducéo do citocromo c exercida pela quercetina, atribuindo esse efeito a uma
associacao entre as atividades de inibicdo da XO, em maior grau, e de neutralizacdo de radicais
O,". O valor de ICsq relatado para a inibicdo da XO pela quercetina, 1,5 uM, foi semelhante ao
valor de 2,62 relatado por Cos et al. (1998). Nagao et al. (1999) relatam para a quercetina um
valor de I1Csp ainda menor, 0,44 uM.

Selloum et al. (2001) atribuiram a menor atividade de inibicdo da XO pela rutina a
substituicdo do grupo 3-OH pelo residuo o-ramnoglicosidico. Assim, a atividade inibitéria menor
para os derivados da quercetina se deve principalmente ao fato de substituintes (glicidicos,
alcoxila, metoxi e outros) bloquearem os grupos OH responséveis pela acdo da molécula sobre
a XO. De forma similar, Nagao et al. (1999) relataram que a ramnetina, um derivado da
guercetina com uma substituicio metoxi na posicdo 7-OH, demonstrou uma atividade de
inibicdo da XO cem vezes inferior a da quercetina.

No presente estudo, a remocdo da ramnose da molécula de rutina ndo foi eficaz em

aumentar a atividade de inibicdo da XO, demonstrando que, conforme relatado na literatura, a
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presenca de uma molécula de glicose bloqueando a hidroxila do C3 do anel C do flavonoide
contribui negativamente para a atividade de inibicdo dessa enzima, assim como a presenca da

rutinose.

5.6. Influéncia da hidrdlise da rutina na atividade antiproliferativa in vitro

Os resultados referentes a atividade antiproliferativa dos compostos foram apresentados
na forma de curvas de crescimento celular em fung¢édo da concentracdo, conforme por ser visto
na Figura 15. Valores positivos referem-se a atividade citostatica do farmaco, ou seja, o farmaco
inibe o crescimento celular sem afetar o ndmero inicial de células. Os valores negativos
referem-se ao efeito citotdxico, ou seja, o farmaco além de inibir por completo o crescimento
celular causa uma redug&o no nuamero inicial de células. Assim, o efeito citostatico & observado
guando C > T > Ty, enquanto o efeito citotdxico (ou citocida) pode ser verificado quando T < T,.
S&o considerados seletivos os compostos que apresentarem comportamento diferenciado sobre

uma determinada linhagem celular em comparagdo com as demais testadas.

A partir das curvas foi construida uma tabela com os valores de concentragbes das

amostras necessarios para reduzir em 50% o crescimento celular (Gls).

A Figura 15 (A) representa a agdo do quimioterdpico doxorrubicina e relaciona a
porcentagem de crescimento das células com a concentracdo do quimioterapico. Na Figura 15
(B, C e D) sdo mostrados os graficos da porcentagem de crescimento celular apés 48 horas de
incubacdo das células tumorais com os compostos-teste, rutina antes da hidrdlise (controle),
rutina hidrolisada e quercetina padrdo. Os valores de Glg, estdo representados na Figura 15

pela linha tracejada.

A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, demonstra elevada atividade e
seletividade em baixas concentra¢des para a maioria das linhagens. A linhagem NCI/ADR-RES
(inhagem de ovario, resistente a multiplos farmacos) apresenta-se mais resistente a este
guimioterpico, enquanto a linhagem UACC-62 (melanoma) € a mais sensivel. Em todos os
experimentos, a doxorrubicina foi utilizada para avaliar se houve alteracdo de sensibilidade das

linhagens durante o cultivo.
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Tabela 8. Valores de inibicdo de crescimento celular (Glsg) (ug/mL) de cada linhagem testada para a doxorrubicina e amostras-teste

U251 MCE-7 NCI-ADR/RES 786-0 NCI-H460 PC-3 OVCAR-3 HT-29 K562
Doxorrubicina 0,025 <0,025 0,90 0,90 <0,025 0,069 0,033 0,091 0,032
Rutina (controle, antes do tratamento enzimatico) >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Rutina hidrolisada com hesperidinase* 3,6 2,3 7,9 8,6 57 5,4 1,5 24,4 4.8
Quercetina 31,4 31,9 44,0 42,7 70,5 72,7 72,7 >250 >250

* Condigdes de hidrdlise descritas no item 4.5

U251 (glioma), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), NCI-ADR/RES (ovério, linhagem com resisténcia a multiplos farmacos), 786-0 (adenocarcinoma renal), NCI-

H460 (adenocarcinoma pulmonar de células nao-pequenas), PC-3 (adenocarcionoma de préstata), OVCAR-3 (adenocarcionoma de ovério), HT-29

(adenocarcinoma de c6lon), K562 (leucemia mieloide crénica).
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Figura 15. Atividade antiproliferativa da doxorrubicina (A), rutina controle, antes do tratamento enzimatico (B), rutina hidrolisada com

hesperidinase (C) e quercetina padrdo (D) em cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento e
concentragdo das amostras

U251 (glioma), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), NCI-ADR/RES (ovario, linhagem com resisténcia a multiplos farmacos), 786-0 (adenocarcinoma renal), NCI-

H460 (adenocarcinoma pulmonar de células ndo-pequenas), PC-3 (adenocarcinoma de préstata), OVCAR-3 (adenocarcinoma de ovario), HT-29 (adenocarcinoma
de célon), K562 (leucemia mieloide cronica)
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Os ensaios mostraram que a rutina hidrolisada (mistura composta por 69,5% de
Q3G, 23% de rutina e 7,5% de quercetina) exerceu, em varias linhagens, um efeito
antiproliferativo mais potente do que a quercetina e a rutina puras. A rutina hidrolisada
mostrou alta atividade antiproliferativa para todas as linhagens testadas, com maior
seletividade para OVCAR-3 (ovério, Glso= 1,5 pg/mL), MCF-7 (mama, Glso= 2,3 pg/mL) e
U251 (glioma, Gls= 3,6 pg/mL), enquanto a quercetina apresentou atividade
antiproliferativa moderada com seletividade para U251 (glioma, Glso= 31,4pug/mL), MCF-7
(mama, Glsg = 31,9 pg/mL), 786-0 (renal, Glso = 42,7ug/mL) e NCI-ADR/RES (ovario,
linhagem com resisténcia a multiplos farmacos, Glso = 44,0 ug/mL). Em todas as linhagens

de células tumorais, a rutina ndo demonstrou atividade de inibi¢cdo da proliferacéo celular.

Diversos estudos relataram que a quercetina, mas nao a rutina, demonstrou
expressar efeitos antiproliferativos sobre células de cancer de célon humanas, de forma
dose-dependente e tempo-dependente (Kuo, 1996; Lamson & Brignall, 2000; Shen et al.,
2003; Kim et al., 2005).

Recentemente foi relatado que a Q3G produzida através da remog&o da ramnose
catalisada por extratos enzimaticos crus de Aspergillus niger mostrou efeitos inibitorios
sobre o crescimento de tumores de cdélon (HT-29 e HCT-116), mama (MCF-7), pulmao
(A549) e hepatocelular (HepG2), com valores de ICx, entre 15 e 25 uM, enquanto que os
valores de ICs, para a quercetina foram maiores do que 80 uM (You et al., 2010). Os
resultados encontrados no presente estudo se mostraram similares aos encontrados
pelos referidos autores em relacdo a alta atividade antiproliferativa da Q3G na linhagem
MCF-7, e a menor atividade antiproliferativa da quercetina nessa linhagem, quando

comparada a atividade da Q3G.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados das atividades antioxidante e antiproliferativa obtidos para a rutina
hidrolisada (contendo 69,5% de Q3G) indicam sua potencial aplicagdo terapéutica.
Segundo relatos bibliogréficos, a Q3G é absorvida de forma eficiente pelo organismo e
possui alta biodisponibilidade, sendo assim, pode-se assumir que a administracéo oral da
Q3G pode levar a efeitos potencialmente benéficos, em especial aqueles relacionados a
sua atividade antioxidante e antitumoral. Esse composto pode atuar na prevengéo e
tratamento de diversas doencas, em especial o cancer, por sua capacidade de inibir
danos oxidativos através do sequestro de radicais livres, e de inibir a proliferacdo de

células de diversas linhagens tumorais.

Embora maiores investigacfes sobre a Q3G sejam necessarias no que diz
respeito a sua atividade antiproliferativa em células saudaveis, e ensaios in vivo, dados da
literatura relatam que a sua forma aglicona, a quercetina, possui atividade antiproliferativa
seletiva, isto é, ndo exibe efeito citotdxico em células normais (Brusselmans et al., 2005;
Gibellini et al., 2010).

Além disso, alguns estudos recentes relatam que os flavonoides, entre eles a
quercetina, sdo capazes de prevenir ou reduzir a caquexia, sindrome que afeta pacientes
ja seriamente comprometidos pelo processo de desenvolvimento tumoral e que é
responsavel pela diminuicdo na qualidade e na expectativa de vida desses pacientes
(Ekambaram et al., 2007; Camargo et al., 2011, 2012). Pesquisas tém demonstrado que
citocinas proé-inflamatérias estdo diretamente implicadas na etiologia da caquexia,
sugerindo que essa sindrome seja uma condicao inflamatéria crénica (McCarthy, 2003).
Assim, a atividade anti-inflamatdria dos flavonoides é potencialmente capaz de atenuar
e/ou suprimir essa sindrome, possivelmente contribuindo para uma melhora na qualidade
de vida e no prognostico do paciente, aliada a sua capacidade de inibicao do crescimento

tumoral.

Outro ponto interessante do presente trabalho é o processo de obtencdo da Q3G a
partir da hidrélise enzimatica da rutina realizado em meio aquoso e, desta forma, torna o
composto obtido mais seguro sem necessidade de etapas posteriores para o isolamento

da Q3G, constituindo uma alternativa nutracéutica viavel e potencialmente vantajosa.
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7. CONCLUSAO

. A hidrolise acida da rutina utilizando HCI 1M levou a formacao de grandes
quantidades de quercetina aglicona e menores taxas do produto de interesse, a Q3G. Ja
a hidrolise enzimatica da rutina catalisada pela hesperidinase de Penicillium sp. foi capaz
de retirar de forma seletiva a molécula de ramnose e, assim foi mais eficiente na sintese
de Q3G,

o O tratamento térmico da hesperidinase a 70°C por 30 minutos, realizado
antes da reacdo de hidrélise da rutina, foi eficiente na reducao da atividade de B-D-
glicosidase da enzima, mantendo sua atividade de a-L-ramnosidase. Desta forma, foi
possivel obter cerca de 70% de Q3G na mistura de reagdo apds 4 horas de hidrélise da
rutina,

° Quando avaliadas pelo ensaio de DPPH, a rutina hidrolisada (mistura de
70% de Q3G e 7,5% de quercetina) mostrou maior atividade antioxidante comparada a
rutina antes da hidrolise enzimatica, o que mostra que a retirada da fracdo ramnose da
rutina favorece o potencial de sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril hidrazila,

. O tratamento enzimatico ndo promoveu incremento da atividade
antioxidante da rutina quando avaliada pelos métodos do descoramento do B-caroteno e
capacidade de inibicdo da xantina oxidase,

. Dentre os compostos analisados, ou seja quercetina padrdo e rutina antes
e apos hidrélise, a quercetina é o flavonoide de maior potencial antioxidante, segundo
dados obtidos pelo ensaio de DPPH e inibicdo da xantina oxidase,

° A Q3G demonstrou maior efeito antiproliferativo em relagdo a rutina e
também a quercetina em diversas linhagens celulares tumorais, indicando que este pode

ser um derivado funcional promissor obtido através da hidrélise enzimética da rutina.
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