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Resumo

O diabetes mellitus é hoje um dos grandes problemas de satde publica, com nimeros
crescentes de incidéncia, e tem sido considerado uma epidemia. Varios estudos demonstram a
relacdo do diabetes mellitus com o estresse oxidativo. Desse modo compostos bioativos com
potencial para atuar impedindo ou amenizando as consequéncias deste processo despertam grande
interesse. Nesta categoria estdo os flavonoides, compostos com atividade antioxidante bem
estabelecida, marcada pela sua capacidade de sequestro de espécies reativas e desta forma com
potencial para atuar no tratamento ou prevencdo do diabetes. Sendo assim, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar in vitro os efeitos citotoxicos, citoprotetores e na funcionalidade de células
secretoras de insulina BRIN-BD11 dos flavonodides rutina e hesperidina. As metodologias
utilizadas foram: método de reducdo do MTT (avaliacdo da viabilidade celular), radioimunoensaio
(avaliacdo da secrecdo de insulina), e o0 método de cinética enzimatica para a determinacdo da
atividade méxima da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px). No ensaio de avaliagdo da
citotoxicidade ndo foi constatado efeito citotoxico dos flavondides rutina e hesperidina em
nenhuma das concentracBes testadas (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e 80 puM) ap6s 24 horas de
tratamento. Os flavonodides rutina e hesperidina nas concentracdes de 2,5; 5 e 10 uM, néao
apresentaram efeitos citoprotetores em células BRIN-BD11 sob estresse oxidativo induzido pela
exposicdo ao peroxido de hidrogénio (37,5 pM- sub-letal e 75 uM- letal). Neste ensaio 0s
flavondides e o perdxido de hidrogénio foram adicionados simultaneamente e permaneceram em
contato com as células por 24 horas. Células BRIN-BD11 foram pré-tratadas (24 horas) com 0s
flavondides rutina e hesperidina (10 uM) e posteriormente submetidas a estresse oxidativo
induzido por peréxido de hidrogénio (350 uM) por 2 horas. Neste ensaio também nao foi
verificado efeito citoprotetor dos flavonoides. Rutina e hesperidina (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e
80uM) ndo apresentaram efeitos insulinotropicos em células BRIN-BD11 apds 24 horas de
tratamento. Ap6s o tratamento das células BRIN-BD11 por 24 horas na presenca dos flavonoides
rutina e hesperidina (10 pM), também ndo foi verificada alteracdo na atividade da enzima
glutationa peroxidade (GSH-Px). Desse modo, conclui-se que os flavondides rutina e hesperidina
sdo seguros, ndo apresentando citotoxicidade sobre células BRIN-BD11, entretanto, néo
apresentaram efeitos citoprotetores e insulinotropicos nas condi¢des testadas.
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Abstract

Diabetes mellitus is now a major public health problems, with increasing numbers of
incidence, and has been considered an epidemic. Several studies demonstrate the relationship
between diabetes mellitus and oxidative stress. Thus bioactive compounds with potential to act by
preventing or mitigating the consequences of this process are interesting. In this category are the
flavonoids, compounds with antioxidant activity is well established, marked by its reactive species
scavenger capacity and thereby have the potential to act in the treatment or prevention of diabetes.
Therefore, the objective was to evaluate the in vitro effects in the cytotoxic, cytoprotective and
functionality of insulin-secreting cells BRIN-BD11 of the flavonoids rutin and hesperidin. The
methods were used: MTT reduction method (assessment of cell viability), radioimmunoassay
(assessment of insulin secretion), and the enzymatic rate method for determining the maximum
activity of glutathione peroxidase (GSH-Px). The experiment of cytotoxicity was not observed
cytotoxic effect of the flavonoids rutin and hesperidin in all tested concentrations (1.25, 2.5, 5, 10,
20, 40 and 80 uM) after 24 hours of treatment. The flavonoids rutin and hesperidin concentrations
of 2.5, 5 and 10 uM showed no cytoprotective effects on BRIN-BD11 cells under oxidative stress
induced by exposure to hydrogen peroxide (37.5 uM-sub-lethal and lethal-75 uM ). In this test the
flavonoids and hydrogen peroxide were added simultaneously and remained in contact with the
cells for 24 hours. BRIN-BD11 cells were pretreated (24 hours) with rutin and hesperidin (10 uM)
and subsequently subject to oxidative stress induced by hydrogen peroxide (350 uM) for 2 hours.
In this condition also was not observed cytoprotective effect of flavonoids. Rutin and hesperidin
(1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 and 80 uM) had no insulinotropic BRIN-BD11 cells after 24 hours of
treatment. After treatment BRIN-BD11 cells for 24 hours in the presence of the flavonoids rutin
and hesperidin (10 pM) was not observed change in the activity of glutathione peroxidase (GSH-
Px). Thus, it is concluded that the flavonoids rutin and hesperidin are safe, showing no
cytotoxicity on BRIN-BD11 cells, but showed no cytoprotective effects and insulinotropic on the
conditions tested.



Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) viii

Lista de figuras

Figura 1- Efeitos do perdxido de hidrogénio sobre a viabilidade de células secretoras de

IS0 T VOSSR PRPR 21
Figura 2 - Estrutura geral dos flavonGides ... 27
Figura 3 - Estrutura da NeSPeriding..........cccooiiiiiiieiese et 33
FIgura 4 - EStrUtUra da FULINGL.......cceoiieieieeie ettt e e nesneesreeneeannenneas 36
Figura la - Estrutura geral de flavonGIdes.............cooveiiiiiiiiie e 50

Figura 2a - Avaliacdo da viabilidade celular na presenca de diferentes concentragdes dos
flavonGides ruting @ NESPEIIAING. .........coeiiiiiei et 60

Figura 3a - Avaliacdo da viabilidade celular na presenca de peréxido de hidrogénio — Ensaio

Figura 4a - Avaliacdo da viabilidade celular na presenca de peroxido de hidrogénio — Ensaio
(o1 £0] 11 01 J ST 62

Figura 5a - Avaliacdo do efeito citoprotetor dos flavonoides rutina e hesperidina

Figura 6a - Avaliagdo do efeito citoprotetor do pré-tratamento com os flavonoides rutina e
ESPEITOING. ...ttt bbbt bttt bbb bbb bbb 67
Figura 7a - Avaliacdo do efeito dos flavondides rutina e hesperidina na secrecdo de
IS0 - VOSSR 70
Figura 8a - Avaliacdo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) na presenca dos
flavonGides rutind 0u NESPEIIAING. .........cviiiieiiiie et 73



Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

Lista de tabelas

Tabela 1. Espécies reativas radicalares (radicais livres) e ndo radicalares



1

4

Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) X

SUMARIO

1R 2(0] 51U 07:X o J T 11
R B 1 =1 =g Y = I O S ORI 13
1.2 DIABETES E ESTRESSE OXIDATIVO ....ciiiiuttiiiieee e s iittttiee e e e s setbttteesssssaabbbatessesssasababesseesssasbbbbeeesessessbbbbaeseessessbbbbaseeesssssasbbnens 18
1.3 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS ..uvuiieeiiiiittitiie e e e e sitbtte e e e e e s sebbaateesesssaabbbtaeeseess s bbb aaesseesssasbbbbeeeeeessasabbbaeseesseasbbbbaaeeeesessasbbanes 23
1.4 ANTIOXIDANTES NAO= ENZIMATICOS ...ccciivviieiiteie e itteeeeettee e e ettt s s sbteessebbeeesesbessssbeeesaabbeeesssbassessbaesesasbassesbessesssaeeesssbeeseans 25
1.5 EFEITO BIOLOGICO DOS FLAVONOIDES.......ciiiitiieiitteeeeettieeeette e s sttt e e s etbesesssbessssabtesssasbesssssbaseessbaeeesabbassssbessssssaesssasbeeeeans 29
1.6 FLAVONOIDES DE ORIGEM CITRICA .. uvviieiittiie i ittt e e sttee e s ettt e e sestteessabaesssatbesessssetesssbeessaasbeessssbassessbaessaasbeeessssessssbaeessasbenseans 32
1.7 HESPERIDINA ..ot iiiiitttiit e et e eiitt ettt e e e e e e et a et e e e e st bbb et e e e e e e se s b bbb e ee s e e s saab bbb be e s e e s se bbb bt e e s e e e s easbb b beeeeeeeeasa bbb e e e eeseeasabbbaseeeesssabbbnees 33
RS T U 1 1T 36
(O 1= I Y/ 1 T 38
MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt et e e et et e e e et e e et e eee e et e et e et et e e e et eeaeeeeeeeee e e e e et eeaeenteeneeeeeeseneeeneenees 39
R A 2 {7 = N =1 R 39
3.2 CULTURA DE CELULAS ... utttttiee st eitttteteeeesesetbtttessesssasbastsssesssasbasassseesssassab s esseessessab b besseeesesabbbaeseeessssabbbesseeessssasbrebenssesssases 39
3.3 SOLUGOES DOS FLAVONOIDES - RUTINA E HESPERIDINA ... uvtiitiieiiiteitie e st estteestaeesateestaeessseestaeessseessaaesssessssaesssesssnasssseans 39
K Y/ =5 o] n o] Mol VXU 40
L1 U ] 7Y 1 1 TR 46
R O =Tt U 1 I N SOOI 46

CITOTOXICIDADE, CITOPROTECAO E EFEITOS DOS FLAVONOIDES RUTINA E HESPERIDINA SOBRE A FUNCIONALIDADE DE
CELULAS SECRETORAS DE INSULINA. 1111ttt et iiietttiet e e e e seeitbtet e e e e st eitbbeteesssesiatbaassesessssbbbaaesseessabbbabesseesssasbbbbeeeeeessasabbbeeeeeeas 46
CONSIDERAQC)ES Lt 1A £ 76
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... .ottt et ettt ettt et ettt ee e eee e 77



Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

1 Introducéo

No mundo todo o diabetes mellitus do tipo 2 é um importante problema de saude
pablica, que tem tido um grande crescimento nas Ultimas décadas, chegando a ser considerado
uma epidemia (PINENT et al., 2008). Conforme Zimmet, Alberti e Shaw (2001) é uma das

principais ameacas a salde humana do século 21.

A previsdo € de que, até 2030, ja sejam 366 milhdes de portadores de diabetes do tipo 2
no mundo (WILD et al., 2004). Sendo esperados 64 milhdes de pessoas com este tipo de
diabetes nas Américas em 2025, com um aumento de incidéncia em todas as faixas etarias nos
paises em desenvolvimento, gerando um grande impacto nos sistemas publicos de salde

destes, ainda ndo preparados para atender a demanda (KING; AUBERT; HERMAN, 1998).

No Brasil, um estudo realizado em 1988 demonstrou que a prevaléncia do diabetes
mellitus tipo 2 estava em 7,6% na populacdo urbana de 30 anos e em 7,8% na populagdo na
faixa etéria de 69 anos (MALERBI; FRANCO, 1992). O aumento da incidéncia de diabetes
pode ser constatado pelo aumento de hospitalizacBes, geradas pela doenca, que é
comparativamente superior, as hospitaliza¢Ges por todas as outras causas. Acredita-se também
que o numero de mortes causado por diabetes seja bem maior do que o numero notificado, ja
que geralmente a causa da morte do diabético é atribuida as complicagdes que sdo
conseqiiéncia da doenca. As populacGes das regides de maior desenvolvimento econdmico, sul
e sudeste, sdo também as mais acometidas pela doenca (SARTORELLI; FRANCO, 2003).

Contribuindo para este aumento de incidéncia estdo mudancas no estilo de vida das
pessoas, como a urbanizacdo, aumento do consumo de dietas hipercaléricas e de baixa

qualidade nutricional, aliadas a falta de exercicios fisicos, e ainda as mudancas que
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acompanharam a globalizacdo, as quais levam a maior prevaléncia de obesidade e de diabetes
(ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001).

Existem teorias que assumem que 0 homem contemporaneo teria componentes
genéticos apropriados para a dieta do homem do Paleolitico, periodo que vai desde o
aparecimento do género Homo, mais de 2 milhdes de anos, até 10 mil anos a.C, quando se
inicia a prética agricola (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009). Os estudos sobre a relagio
entre a dieta do Paleolitico e as doencas cronicas ganharam forca a partir de descobertas feitas
por paleontologistas norte-americanos, de que o genoma humano sofreu poucas alteracdes ao
longo de milhares de anos de evolugdo, sendo assim, muito semelhante ao dos nossos
antepassados. Desse modo o homem atual pode ser geneticamente comparado aos cagadores-
coletores do Paleolitico (EATON; KONNER; SHOSTAK, 1988). A dieta do homem neste
periodo era composta de carne animal proveniente da caca, e plantas, principalmente as raizes,
frutos, e vegetais ndo-graos em geral (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

Colaborando com esta teoria esta o fato de que as poucas populagdes que conservam
habitos primitivos, com dieta e estilo de vida muito similar aos seus ancestrais da pré-historia,
como aborigenes da Australia, esquimds do Alasca/Groenlandia e os Amerindios, geralmente
ndo sofrem com problemas coronarianos, de hipertensdo, diabetes e alguns tipos de cancer
(DECOURT, 1989; EATON; EATON I1l; KONNER, 1997; DOVAL, 2005).

Em paises industrializados, algumas doengas cronicas sdo atribuidas ao
envelhecimento devido ao aumento da expectativa de vida. Contudo esta pode ndo ser
necessariamente a unica causa do aumento destas enfermidades, pois observa-se que jovens
desenvolvem assintomaticamente doencas crénicas que ndo ocorrem em jovens que

conservam habitos primitivos, e ainda que individuos destas culturas tecnologicamente
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primitivas, que chegam aos 60 anos ou mais também ndo sdo acometidos por tais
enfermidades.

Observa-se também que as mudancas em variaveis fisiologicas que ocorrem ao longo
da vida nas populagdes industrializadas, como aumento da concentracdo serica de colesterol,
elevacdo da pressdo arterial e do indice de massa corporal, ndo ocorrem nas popula¢es com
cultura tecnologicamente primitiva (DOVAL, 2005).

Os 10.000 anos que se seguiram desde o inicio do desenvolvimento agricola,
correspondem somente a cerca de 1% do tempo evolutivo do género Homo, desse modo, ndo
teriamos tido tempo para que a selecdo natural pudesse atuar de modo que favorecesse 0s
individuos aptos para esta nova dieta, em tdo curto intervalo de tempo, dessa forma a néo
“adaptacdo” fisioldgica do nosso organismo aos novos habitos alimentares, favorece o
aparecimento de doencas como a aterosclerose, doencas cardiovasculares, resisténcia a

insulina e diabetes mellitus tipo 2 (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

1.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus é definido como uma desordem metabdlica de etiologia multipla,
resultante de defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina, o que conduz a distlrbios no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas e que tem como caracteristica a
hiperglicemia cronica. Os niveis de glicose no sangue séo controlados através da acdo dos
horménios, insulina e glucagon, secretados pelas células B e A das ilhotas de Langerhans, do
pancreas, respectivamente. A insulina é responsavel por promover a captacéo e utilizagdo da
glicose pelos tecidos e é produzida em resposta a ingestdo de carboidratos. Apos a ingestéo,

estes, sdo hidrolisados pela acdo de enzimas digestivas a monossacarideos como a glicose,
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frutose e galactose, sendo a glicose o principal secretagogo de insulina em células B (ROCHA
et al., 2006). Além da glicose, acidos graxos e aminoacidos também podem atuar no processo
de secrecdo de insulina de forma a potencializar o estimulo gerado pela glicose (NEWGARD;
McGARRY, 1995).

A glicose entra na célula B atraves da proteina transportadora GLUT2, passando entéo
pelas vias da glicdlise, ciclo do acido citrico e geracdo de ATP. O aumento da concentracédo de
ATP leva ao fechamento dos canais de K* sensiveis ao ATP, com conseqiiente despolarizagio
da membrana celular, permitindo um aumento do influxo de Ca®*, através dos canais de Ca**
sensiveis & voltagem. Este aumento da concentracdo intracelular de Ca** promove a exocitose
das vesiculas de insulina e o consequiente aumento da concentracdo plasmatica deste hormonio
(ROCHA et al. 2006).

Outro mecanismo pelo qual a glicose pode atuar no processo de secrecao de insulina é
através da ativacdo da fosfolipase C (PLC), esta que é capaz de hidrolisar lipidios de
membrana, 0 que leva a geracdo de inositol 1-4-5 trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG).
Ambos promovem o aumento do calcio intracelular. No caso do IP3, por meio da ativacdo dos
canais de Ca** da membrana do reticulo endoplasmético e conseqiiente liberacdo de Ca** da
organela. J4 o DAG, atua ativando canais de Ca®" sensiveis a voltagem da membrana
plasmatica, levando a entrada de Ca* extracelular para o interior da célula. Além desta acdo, o
DAG também atua ativando a proteina quinase C (PKC) que juntamente com o Ca®* promove
a translocacdo dos granulos secretdrios de insulina para a membrana plasmaética e posterior
exocitose. A PKC também promove o aumento do AMPc (adenosina monofosfato ciclico),
através da ativacdo da adenilato ciclase, 0 aumento deste segundo mensageiro, leva a ativacéo

da PKA (proteina quinase A). Esta por sua vez, atua no processo relacionado a exocitose dos
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granulos secretérios de insulina e também promovendo o aumento do Ca®* intracelular pela
fosforilacdo de canais de Ca®* sensiveis a voltagem (HABER et al., 2001).

O glucagon é o hormdnio antagonico a insulina e atua durante o jejum, promovendo o
aumento da glicemia. O principal estimulo para a secrecdo deste hormdnio é a diminuicéo do
nivel de glicose no sangue. Um dos processos pelos quais o glucagon promove o aumento do
nivel de glicose no sangue é a glicogenolise, que consiste na degradacéo da reserva de glicose
armazenada sob a forma de glicogénio no figado. A glicogendlise estimulada pelo glucagon
aumenta a glicemia dentro de poucos minutos. E mesmo depois de toda a reserva de
glicogénio ter sido esgotada a glicemia continua aumentando através da influéncia do
glucagon, isto ocorre pela capacidade deste hormoénio em promover gliconeogénese pelo
figado, através do aumento da captacdo de aminoacidos nas células hepéticas e da posterior
conversdo destes em glicose (GUYTON; HALL, 1997; WATANABE et al., 1998).

Desse modo a insulina e o glucagon sdo importantes para o metabolismo adequado da
glicose e a homeostase deste processo mantém a glicemia dentro de valores entre 4,5 e 5,5
mM (ROCHA et al.,, 2006). Quando ocorrem alteracbes no processo de regulacdo do
metabolismo da glicose pela insulina, ha um aumento do nivel de glicose sanguinea, que
cronicamente caracteriza o desenvolvimento do diabetes mellitus (TIWARI; RAO, 2002). As
principais formas de diabetes sdo, o diabetes tipo 1 e o tipo 2.

No diabetes tipo 1 ha auséncia total do hormonio insulina, devido a destruigdo auto-
imune das células B (secretoras de insulina) causado por uma infiltracdo progressiva de
ceélulas inflamatorias como linfocitos T auto-reativos. Essa patologia tem maior incidéncia em
criangas e adolescentes e os sintomas manifestam-se geralmente quando ja ha um grande

comprometimento das células B (ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001; LIU;
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EINSENBARTH, 2002). Contudo, os mecanismos envolvidos no inicio e progressdao da
doenca ainda ndo estdo completamente elucidados, sabe-se, porém que os fatores genéticos
estdo fortemente associados, e ha ainda influéncia de fatores imunoldgicos e ambientais
(FERNANDES et al., 2005).

O diabetes tipo 2, apresenta maior prevaléncia, representando 90% dos casos de
diabetes no mundo. Este pode ocorrer por disturbios na secrecdo de insulina ou por problemas
no reconhecimento deste horménio pelos tecidos alvos, denominado, resisténcia a insulina
(ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001). A resisténcia a insulina leva a hiperglicemia, pois
diminui a utilizacdo da glicose e aumenta a producédo hepatica desta, colaborando assim para o
desenvolvimento do diabetes tipo 2 (McGARRY, 1994).

O diabetes tipo 2 ocorre também por pré-disposicao genética, porém fatores ambientais
exercem grande influéncia na sua patogénese, atingindo geralmente adultos, contudo esta
sendo observado um aumento do nimero de casos também em criancas e jovens, 0 que pode
levar a uma inversdo desta situacdo em no maximo duas décadas. Geralmente os individuos
acometidos pelo diabetes tipo 2 ndo fazem uso da insulina exdgena, mas esta pode ser
necessaria, se mesmo com dieta adequada, ndo houver restabelecimento do controle glicémico
(ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001).

Um dos fatores ligados diretamente ao aumento do diabetes mellitus tipo 2 € o aumento
do sobrepeso e da obesidade, sendo o aumento destes, diretamente proporcional ao aumento
do diabetes, cerca de 80 a 90% dos individuos portadores do diabetes mellitus tipo 2, é obeso
(SARTORELLI; FRANCO, 2003). Este aumento nas taxas de obesidade é atribuido ao
consumo aumentado de alimentos com maior densidade energética, alimentos como

carboidratos refinados, gorduras saturadas, acidos graxos trans, fast foods e bebidas alcodlicas.
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Estes fatores aliados a reducdo da atividade fisica, com consequente reducdo do gasto
energético, tém gerado numeros crescentes de incidéncia da obesidade e consequente aumento
de doengas cronicas associadas, tais como o diabetes (PENA; BACALLAO, 2001).

Vérios estudos demonstram, que as ceélulas B precisam se adaptar a maior
disponibilidade de glicose, presente durante a obesidade, e que este estado de hiperglicemia
constante, pode levar a resisténcia a insulina e consequentemente ao diabetes tipo 2. Este, que
em estagio mais avancado provoca perda de funcdo das células B, pela sobrecarga gerada
nessas células para atender a maior necessidade de insulina. Esta sobrecarga leva a célula B a
exaustdo, acarretando em perda de sua fungdo, em individuos obesos (BAGUST; BEALE,

2003; MUOIO; NEWGARD, 2006).

E bem estabelecido que a hiperglicemia sustentada, que ocorre tanto no diabetes tipo 1
quanto no tipo 2, esta diretamente relacionada com as complicacdes da doenga, tais como
nefropatia, neuropatia, retinopatia, entre outras. Esta condicdo cronica também gera um
comprometimento progressivo das células B, agravando a resisténcia a insulina, no diabetes
tipo 2, o que leva a um quadro denominado de glicotoxicidade (LOPES; OLIVEIRA;
FORTUNATO, 2008). A glicotoxicidade pode afetar a célula B pela redugdo da expressao do
gene da insulina, também pela diminuicdo do processamento da pré-insulina, e ainda pela
deposicdo de material amildide, levando ao aumento de morte celular (POITOUT,;

ROBERTSON, 2002).

A glicotoxicidade pode também contribuir para 0 aumento da resisténcia a insulina, na
medida em que ocorre um aumento no processo de glicosilagdo, no qual a glicose reage nao
enzimaticamente com varias proteinas resultando em produtos iniciais da glicosilacdo, os

chamados produtos de amadori. Este processo ocorre nos granulos de insulina das células B,
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gerando uma forma de insulina que possui reduzida atividade bioldgica, a insulina glicosilada

(MCKILLOP et al., 2002).

1.2 Diabetes e estresse oxidativo

A hiperglicemia € também uma importante causa do aumento das concentracfes
plasmaticas de espécies reativas e do comprometimento dos sistemas antioxidantes de
protecdo, levando o organismo a uma situacao de estresse oxidativo (CERIELLO, 1997). Este
é definido como um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas radicalares e nao
radicalares (principalmente as espécies reativas de oxigénio), e as defesas antioxidantes do
organismo (SIES; STAHL, 1995). Dessa forma o estresse oxidativo estd associado a

progressdo e complicagdes tardias do diabetes.

Sabe-se que as células B sdo altamente susceptiveis ao estresse oxidativo devido a
baixa expressdo e atividade de enzimas antioxidantes, que promovem a defesa celular contra
os agentes oxidantes (LENZEN; DRINKGERN; TIEDGE, 1996). Desse modo, 0 excesso de
espécies reativas gera alteracdes funcionais nessas células, pois podem interagir com enzimas
gue atuam no metabolismo da glicose, causam também inibi¢do da sintese de DNA e também
sua fragmentacdo, e ainda outras alteracdes, levando esta célula a destruicdo (RADONS et al.

1994; NAKAZAKI et al., 1995).

As espécies reativas radicalares ou radicais livres s&o moléculas ou atomos que
apresentam um ou mais elétrons ndo pareados, o que os torna altamente instaveis e
guimicamente muito reativas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Existem também
espécies reativas que nao apresentam elétrons desemparelhados, sendo denominadas de

espécies reativas ndo radicalares, como pode ser verificado na tabela abaixo:
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Tabela 1 — Espécies reativas radicalares (radicais livres) e nao radicalares

19

1. Espécies reativas

a. Espécies reativas de oxigénio (EROS) radicalares/radicais livres
O oxigénio molecular ~ OH’ hidroxil

O, “ superdxido HO," peridroxil

b. Outros exemplos de espécies reativas radicalares

RO’ alcoxil NO6xido nitrico

RO, peroxil

2. Espécies reativas de oxigénio (EROS) nado-radicalares

10, oxigénio singlete O3 0z6nio

ONOO' peroxinitrito H,O, peréxido de hidrogénio ou agua oxigenada

Fonte: OLIVEIRA (2003)

A producdo celular de espécies reativas ocorre em diferentes locais e atraves de diversos
processos. Entre eles, a reducdo parcial do oxigénio molecular durante o transporte de elétrons
na cadeia respiratéria (processo mitocondrial), sendo este um dos principais sitios de geracao
de espécies reativas. Além da produgdo mitocondrial, outras importantes fontes de espécies
reativas sdo: a oxidacdo de catecolaminas, a ativacdo da cascata do acido araquidbnico; a
ativacdo do sistema xantina-oxidase que ocorre apds o processo de isquemia-reperfusdo; a
metabolizacdo hepética de xenobidticos através do sistema do citocromo P-450; a ativacdo da
enzima NADPH oxidase no endotélio vascular, em células fagocitarias e, mais recentemente,
também evidenciada em células B pancreéaticas (OLIVEIRA et al. , 2003).

As espécies reativas podem ser subdivididas nos seguintes grupos: espécies reativas de
oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS), e espécies reativas de cloro (RCS),
estas menos frequentes (LOPES; OLIVEIRA; FORTUNATO, 2008). Dentro do grupo das

ROS, destacam-se o radical superoxido (O;"), o radical hidroxil (OH"), e o radical peroxil
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(RO, e entre as ndo-radicalares, o peroxido de hidrogénio é um dos mais importantes. Ja no
grupo das RNS, destacam-se o Oxido nitrico (NO’) e o peréxido de nitrito (ONOQY)
(HALLIWELL, 1995a; ROSEN et al., 2001; VALKO et al., 2007).

O anion superoxido € pouco reativo em sistemas aquosos e € formado apos a primeira
reducdo do O, (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), sendo eliminado pela acdo da enzima
superdxido dimutase. Este radical tem um papel chave na defesa do organismo, sendo gerado
por fagdcitos, para eliminar microorganismos patogénicos. Contudo, em processos
inflamatdrios cronicos ocorre uma producdo excessiva deste composto, 0 que acarreta em

lesGes teciduais (LEITE; SARNI, 2003).

O radical hidroxil é considerado o mais deletério em sistemas bioldgicos, pois
apresenta meia-vida muito curta, o que dificulta muito seu sequestro in vivo. Desse modo, a
presenca do radical hidroxil pode ser controlada pela inibi¢do de sua formacéo ou atraves do
reparo aos danos gerados pelo composto. Este radical causa danos celulares pelo ataque ao
DNA, RNA, proteinas, lipidios, membranas nucleares e mitocondriais (BARREIROS;

DAVID, J. M; DAVID, J. P, 2006).

O perdxido de hidrogénio desempenha um papel importante no estresse oxidativo na
medida em que atravessa com facilidade membranas bioldgicas. A toxicidade deste composto
deve-se em grande parte ao fato de que, o perdxido de hidrogénio gera o radical hidroxil,
através de reacdes com metais de transicdo, principalmente o ferro (Fe**), o que caracteriza a
reacdo de Fenton (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O H,0, é formado in vivo pelo
processo de dismutacdo do radical superdxido. Sabe-se que as mitocondrias sdo importantes
fontes geradoras de superoxido, o que pode causar sérios danos celulares. Para impedir que

isto ocorra, a mitocondria € rica na enzima SOD (superéxido dismutase) que catalisa o
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processo de dismutacdo do superoxido que é entdo convertido em peroxido de hidrogénio

(HALLIWELL, CLEMENT, LONG, 2000).
I
l// \

Peroxidacéo ?
Lipidica
e e A
e u Sanse
1

<
Da iNOS

Efeitos do H,O, sobre células secretoras de insulina: Efeito feedback
positivo redox
1.Aumento da expressdo e atividade da NADPH oxidase e da iNOS
2. Aumento da peroxidagdo lipidica
3. Abertura dos canais de K* - hiperpolarizagéo celular
Célula Beta 4. Inibicdo de fatores de transcricdio relacionados com a sintese de

insulina e desenvolvimento pancreético
Fislologia Humana UEPG, 2010

Figura 1. Efeitos do perdxido de hidrogénio sobre a viabilidade de células secretoras de
insulina
Fonte: FISIOLOGIA HUMANA UEPG, 2010

As espécies reativas estdo presentes em todos os sistemas bioldgicos, pois resultam de
varios processos metabdlicos, e desempenham papel fisiologico significativo em baixas
concentragOes, como por exemplo: sinalizadores intracelulares, mediadores de defesa celular e
processos inflamatdrios, detoxificacdo de substancias e crescimento celular (CHIHUAILAF;
CONTRERAS; WITTWER, 2002; BARREIROS; DAVID, J. M; DAVID, J. P, 2006).

O efeito da insulina nos tecidos periféricos € um dos exemplos de processos
fisioldgicos dependentes de espécies reativas. Neste caso, 0 perdxido de hidrogénio em baixa

concentracdo exerce papel fundamental na interacdo da insulina com seu receptor,
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autofosforilacdo do receptor tirosina-quinase e consequente efeito biolégico do hormonio
(DROGE, 2005).

Apesar de criticas para o funcionamento adequado do metabolismo, as espécies reativas,
quando presentes em altos niveis, devido a sua producdo excessiva ou eliminacdo deficiente,
podem causar danos celulares e teciduais, pois reagem facilmente com biomoléculas como
proteinas, lipidios e DNA (HALLIWELL, 1994). Ao reagirem com o DNA, por exemplo,
podem levar a quebra da cadeia, e ao surgimento de mutacdes, que acumuladas, conduzem a
ativacdo de oncogénese; as reacfes com enzimas podem acarretar em alteracdes ou até mesmo
perda da funcdo enzimatica; e reagindo com os lipidios da membrana celular, podem alterar
sua permeabilidade ou rompé-la, levando a morte celular (BARREIROS; DAVID, J. M;
DAVID, J. P, 2006).

Para evitar ou diminuir os danos causados pelas espécies reativas, existem agentes
enddgenos ou exdgenos (obtidos geralmente através da dieta) responsaveis pela defesa contra
estes agressores, sdo os chamados antioxidantes, que sdo definidos como: ‘“qualquer
substancia que presente em baixas concentragdes quando comparada ao substrato oxidavel,
atrasa ou inibe a oxidagéo desse substrato de maneira eficaz” (SIES; STAHL, 1995).

Os antioxidantes, que geralmente estdo localizados no meio intracelular, (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997), podem atuar de diferentes maneiras na protecdo do organismo, como,
por exemplo, evitando a formacéo de espécies reativas, impedindo principalmente as reacoes
em cadeia do ferro e do cobre. Podem também interceptar as especies reativas antes que elas
causem lesdes celulares, funcdo esta, bem exercida pelas vitaminas C, E e A, e ainda por

flavonoides e carotendides. Além do efeito direto, algumas substéncias antioxidantes atuam
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de forma indireta, induzindo o aumento de antioxidantes celulares tais como aumentando a

expressao e/ou atividade de enzimas antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Geralmente os antioxidantes sdo divididos em duas categorias, 0s enzimaticos e 0s ndo
enziméticos. Os enziméticos sdo principalmente representados pela superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px). E entre os antioxidantes néo
enzimaticos destacam-se, a vitamina C e os catecdis, as vitaminas A e E (a-tocoferol) os
carotendides e os flavondides, geralmente obtidos da dieta (OLIVEIRA, 2003; BONDAN,

2006; TREVISAN, 2008).

1.3 Antioxidantes enzimaticos

A SOD é a enzima responsavel por catalisar a conversdo do anion superédxido,
formando H,0, e O, esta reacdo também pode ocorrer espontaneamente, porém na auséncia
da enzima, torna-se muito lenta. Existem diferentes formas de SOD em ceélulas eucari6ticas,
uma delas esta presente no citosol, e possui no centro de ativacdo cobre e zinco (CuZn-SOD),
outra forma de SOD esta presente na mitocondria, mais precisamente na matriz mitocondrial,

e em associacdo com 0 manganés (Mn-SOD) (DIAS, 2005; OLIVEIRA, 2003).

SOD citoplasmatica

SOD-Cu?* + 0, —, SOD-Cu* + 0O,

+ e

SOD-Cu* +0, " +2H SOD-Cu®* + H,0;

0, +0,7+ 2 H* — HYO, + 0O,
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SOD mitocondrial

SOD-Mn?"  + 0, SOD-Mn* + 0O,

—

SOD-Mn* +0, " +2H" _, SOD-Mn** + H,0,

0," +0,"" + 2H' H,0, + 0O
A CAT ¢é uma enzima encontrada principalmente nos peroxissomos, também pode
estar presente na mitocondria (figado) nos cloroplastos e no reticulo endoplasmatico, porém
em pequenas quantidades (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999), e possui grupos heme em
seu sitio ativo, exerce sua funcdo catalisando a reacéo de reducao do H,O; a agua e oxigénio,
sendo uma das reguladoras dos niveis intracelulares deste composto (DIAS, 2005;

VASCONCELOS et al., 2007).

Catalase

Enzima- Fe 3* + H,0, , Composto | + H,0

Composto | + H,0, _— Enzima- Fe** + H,0 + O,

H.0,+HO0, _______, 2H,0+0,

A glutationa peroxidade (GSH-Px) é um importante componente do sistema de defesa
enzimatico, e € encontrada em muitos tecidos de origem animal, tem em seu sitio ativo o
selénio, obtido da dieta (ROVER JUNIOR et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2007). A
GSH-Px atua degradando peroxidos através da oxidacdo de seu substrato, a GSH (glutationa
reduzida), o que leva a geracdo da forma oxidada desta, glutationa oxidada (GSSG). Este
sistema € mantido pela a¢do da glutationa redutase (GSRd) que tem a funcdo de restaurar
GSSG a sua forma reduzida (GSH), promovendo a manutencgéo deste ciclo, utilizando para tal

NADPH como cofator (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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GSH-Px
ROOH+2GSH ——— »GSSG + H,O +ROH (1)
GSRd
GSSG + NADPH + H* ,2 GSH + NADP" (2)
1.4 Antioxidantes ndo- enzimaticos

Os antioxidantes ndo-enzimaticos geralmente atuam de forma direta sobre os agentes
oxidantes impedindo-os de causarem danos, entretanto alguns também podem agir

indiretamente ocasionando o aumento de outras defesas intracelulares.

Apesar do sistema enzimatico de defesa antioxidante ser eficiente na prevencdo de
danos oxidativos, os antioxidantes obtidos da dieta sdo necessarios para garantir que a
protecdo seja mais completa, aumentando o potencial de defesa do organismo contra as
espécies reativas e o estresse oxidativo. E bem estabelecido que o consumo de frutas e
vegetais apresenta uma relacdo positiva na diminuicdo do risco de desenvolver doencas
associadas com o acumulo de espécies reativas (POMPELLA, 1997). Nesse sentido, tem sido
crescente a busca por compostos bioativos com capacidade antioxidante, como 0s
provenientes dos alimentos, principalmente de origem vegetal. Dentre os antioxidantes
presentes em vegetais e frutos destacam-se as vitaminas C, E e A, carotenodides e 0s

flavonoides (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A vitamina E age protegendo as membranas bioldgicas dos danos oxidativos, como por
exemplo, na inibicdo da peroxidacéo lipidica, em que atua doando H para o radical peroxil,
impedindo a propagacdo das reacdes em cadeia causadas pelas espécies reativas (BIANCHI;

ANTUNES, 1999; BARREIROS; DAVID, J. M; DAVID, J. P, 2006).

25
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A vitamina C ou &cido ascérbico € um bom agente redutor e, portanto pode agir sobre a
maioria das espécies reativas tornando-as menos lesivas. Por ser hidrossolivel atua
principalmente nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos (BARREIROS; DAVID, J.
M; DAVID, J. P, 2006). Existem trabalhos in vitro que relatam uma atividade pré-oxidante da
vitamina C na presenca de metais de transicdo, como o ferro, gerando H,O, e OH", contudo
devido a baixa concentracdo desses metais, in vivo, domina sua atividade antioxidante (ODIN,
1997). Adicionalmente a sua acdo direta sobre as espécies reativas, a vitamina C age

regenerando a vitamina E (a-tocoferol) (SIES; MURPHY,1991; WEFERS; SIES, 1988).

O efeito positivo da interacdo das vitaminas C e E na inibicdo da peroxidacao lipidica
em membranas celulares e na protecdo do DNA é com frequéncia citado em varios trabalhos,

sendo demonstrada a forca desta interacdo para evitar danos as células (GEY, 1998).

A vitamina A tem grande importancia nos processos de crescimento e diferenciacdo
celular, e tem como precursor o B-caroteno, bem estabelecido como antioxidante, cuja
principal funcdo é desativar o oxigénio singlete além de poder atuar também no sequlestro do
radical peroxil reduzindo a oxidagdo dos lipidios e do DNA (BARREIROS; DAVID, J. M;

DAVID, J. P, 2006).

Os flavonoides foram descobertos em 1930, quando a partir da laranja, foi isolada uma
nova substancia, a qual foi inicialmente classificada como uma vitamina, a vitamina P. Mais
tarde, foi descoberto que esta nova substancia ndo era uma vitamina, mas sim um flavondide, a
rutina. A partir disso, varias pesquisas foram realizadas, na tentativa de isolar os flavonoides e

elucidar seus mecanismos de a¢do (NIJVELDT et al., 2001).
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Nas plantas, os flavonoides s@o responsaveis, por exemplo, pela protecdo contra fungos
parasitas, herbivoros, e outros patdgenos, alem de proteger contra danos celulares oxidativos e
serem muito importantes para a polinizacdo, ja que sdo responsaveis também pelas cores

atrativas de flores, frutos e folhas (COOK; SAMMAN, 1996).

Ja foram identificadas mais de 4000 estruturas diferentes de flavondides (GROOT;
RAUEN, 1998). A estrutura basica dos flavonoides é composta por trés anéis fendlicos, o anel
benzeno (A) que é condensado com o sexto membro do anel C, o qual é portador de um anel

fenil benzeno na segunda posi¢ao, como um substituinte (AHERNE; O’BRIEN, 2002).

Figura 2. Estrutura geral dos flavondides

Fonte: http://www.scielo.sa.cr/img/fbpe/rcc/v8n1/3213i1.JPG

Os flavondides sdo ainda subdivididos em classes conforme estrutura e nivel de
oxidacdo do anel C, sendo os principais grupos: antocianidinas, flavondis, flavonas,
flavanonas, isoflavonas e flavanois. Podem ainda ocorrer modificagdes adicionais na estrutura
basica dos flavonoides como glicosilagdes, hidrogenacdes, hidroxilagcbes, malonilacdes,

metilacOes, sulfatacbes, e outras modificacGes que fazem com que o termo flavonodide inclua


http://www.scielo.sa.cr/img/fbpe/rcc/v8n1/3213i1.JPG
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uma gama de compostos com diferentes propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (PINENT

et al., 2008).

Os flavondides pertencem a classe dos compostos fendlicos, sendo sua atividade
antioxidante atribuida & acdo de sequestro de espécies reativas (DECKER, 1997). Eles
exercem sua atividade doando atomos de hidrogénio para as espécies reativas prevenindo a
propagacao das reagcdes em cadeia e evitando danos. Essa atividade neutralizadora (scavenger)
de espécies reativas (agdo direta dos flavondides), tanto como sequestradores de espécies
reativas, quanto como bloqueadores da formacdo destas, estd relacionada ao numero e
posi¢cdes de grupos hidroxila, sendo que alguns dos flavondides que ndo possuem o grupo
hidroxila ndo apresentam esta propriedade (VAN ACKER, et al. 1996). Os flavonoides agem
tanto nos compartimentos hidrofilicos quanto lipofilicos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
Podem ser encontrados em frutas, vegetais, em chas, vinhos e também no chocolate (PINENT,
et al. 2008). Contudo, o tipo de flavondide obtido varia de acordo com o tipo de fonte
alimentar (ERLUND, 2004). Além da atividade sequestradora considerada uma acao aguda e
direta, os flavondides também pode agir de forma a induzir aumento das defesas intracelulares
(acdo indireta). Um exemplo deste efeito foi demonstrado em estudos realizados por Xiong et
al. (2006) em que foi observado um aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD e
catalase em ilhotas de rato sob estresse oxidativo induzido por perdxido de hidrogénio (500

UM) e pré-tratadas com o flavonoide puerarina, encontrado na erva chinesa Pueraria lobata.

Propriedades biologicas dos polifendis, tais como os flavondides, dependem da sua
biodisponibilidade. Um indicio de sua absor¢do através do trato intestinal € o aumento da
capacidade antioxidante do plasma observada ap0s o consumo de alimentos ricos em

polifendis (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). A disponibilidade dos flavondides, por
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exemplo, difere grandemente, ndo correspondendo necessariamente aqueles de maior
abundancia como sendo os mais biodisponiveis (D’ARCHIVIO et al., 2007). Os flavondides
podem ser encontrados no plasma em niveis farmacologicamente ativos apds ingestdo de
alimentos ricos nesses compostos, porém eles ndo se acumulam no organismo (CAO, et al.,
1998; HOLLMAN; KATAN, 1999). Os flavondides, assim como demais polifenois, podem
ser absorvidos na sua forma original, entretanto muitos podem ser total ou parcialmente
modificados antes da sua absorcdo intestinal, sendo esta questdo ainda um assunto
controverso. Alguns estudos apontam que a rutina foi totalmente hidrolisada para sua forma
quercetina 3-glicosidica e para quercetina aglicona, por glicosidases produzidas por
enterobactérias (MANACH et al., 1997). Por outro lado, Hollman et al. (1995) demonstraram

melhor absorcéo intestinal da quercetina na forma glicosidica do que na forma aglicona.

O desempenho dos antioxidantes pode variar de acordo com a espécie reativa em
questdo, dependendo também do local em que estas espécies sdo geradas e como sdo geradas,
por isso é importante analisar a agdo dos antioxidantes no intuito de identificar possiveis danos
causados por estes, bem como estabelecer doses ideais para garantir protecéo, pois sabe-se que
um antioxidante pode ter acdo protetora em um determinado sistema, porém pode nao ter

efeito protetor em outro, como até mesmo potencializar danos (HALLIWELL et al., 1995b).

1.5 Efeito Biologico dos Flavonoides

Vaérios estudos in vitro demonstram que os flavonoides podem ter acdo anti-
inflamatdria, antialérgica, antiviral e também propriedades anticarcinogénicas (MIDDLETON,

1998).
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Alguns flavonoides podem agir diminuindo a resposta inflamatdria, pela diminuicdo da
adesdo das células inflamatorias ao endotélio (FRIESENECKER; TSAI; INTAGLIETTA,
1995). A resposta inflamatoria pode também ser atenuada pela inibicdo das enzimas
ciclooxigenase (COX) e lipooxigense, importantes mediadores inflamatdrios, envolvidas na
liberacdo do &cido araquiddnico, composto chave para a resposta inflamatoria. O flavonoide
quercetina demonstrou atuar na inibicdo destas enzimas, embora o mecanismo exato pelo qual
os flavonoides atuam neste processo ainda nao esteja bem estabelecido (NIJVELDT et al.,

2001).

A quercetina, um dos flavondides mais estudados, atua reduzindo os efeitos
prejudiciais causados pela isquemia-reperfusdo, pois interfere na atividade da enzima o6xido
nitrico sintase induzivel, reduzindo a formacgdo de 6xido nitrico pela enzima, e atenuando os
danos causados pelo composto (SHOSKES, 1998). Outro flavondide, a epigalocatequina
galato (EGCG) atua reduzindo a apoptose causada por isquemia-reperfusdo em ilhotas de ratos
(HARA et al., 2006).

Uma via importante relacionada aos danos oxidativos no processo de isquemia-
reperfusdo é via da xantina-oxidase, esta reage, durante a reperfusdo, com o oxigénio
produzindo o anion superéxido. Os flavonoides quercetina e silibina reagem com a enzima
inibindo sua atividade, atenuando as lesdes celulares oxidativas (NIJVELDT et al., 2001).
Outro flavondide, a luteolina, foi considerado o maior inibidor da xantina-oxidade (COS et al.,
1998).

Alguns flavonodides tém a capacidade de agir como quelantes de ferro, impedindo que
ocorra peroxidacao lipidica, resultante da interacdo de espécies reativas com o metal, a

quercetina é conhecida por apresentar esta capacidade (NIJVELDT et al., 2001).
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Estudos tém mostrado a capacidade dos flavonodides em inibir a carcinogénse. Alguns
podem atuar inibindo a proliferacdo celular, sdo exemplos de flavonoides com esta capacidade
a fisetina, apigenina e luteolina (FOTSIS; PEPPER; AKTAS, 1997; STEFANI; BOFFETTA;
DENEO-PELLEGRINI, 1999). A quercetina e a apigenina apresentaram efeito inibitorio sobre
0 crescimento de melanoma e ainda tiveram influéncia sobre o potencial invasivo e
metastatico em camundongos (CALTAGIRONE et al., 2000). Além disso, os flavonoides
parecem ter efeito importante na inibicdo da angiogénese (FOTSIS; PEPPER; AKTAS, 1997;

PAPER, 1998).

Os flavondides podem inibir a proliferacdo celular interferindo na atividade de
moléculas-chave na regulacdo do ciclo celular, as quinases dependentes de ciclina. S&o
exemplos de flavondides com esta capacidade a quercetina e a genisteina. Os flavonoides
impedem a progressdo das células pelo ciclo celular inibindo a transicdo de GO-G1, desse
modo, inibindo o crescimento de células tumorais e levando-as a morte por apoptose (WOO;

JEONG; HAVES, 2005).

Foram realizados também alguns estudos in vitro sobre a atividade antiviral dos
flavonoides, e observou-se que alguns virus como, herpes simplex virus, virus sincicial
respiratorio, parainfluenza virus e adenovirus foram afetados pelos flavondides. Os
flavonoides podem atuar de maneiras distintas sobre os virus, alguns agem sobre a replicacdo
intracelular viral, e outros podem atuar inibindo as propriedades infecciosas virais. A
quercetina € um exemplo de flavondide que pode atuar de ambas as formas (KAUL;

MIDDLETON; OGRA, 1985; BAE et al., 2000).

Estudos in vivo e in vitro ttm demonstrado a atividade dos flavonoides em células

secretoras de insulina. Alguns flavondides como a genisteina e a pelargonidina apresentaram
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efeitos sobre a secrecdo de insulina. A genisteina (isoflavona), por exemplo, apresentou
capacidade de aumentar a secrecdo de insulina estimulada por glicose na linhagem celular
secretora de insulina derivada de camundongo, MIN 6, e também em cultura de ilhotas de
camundongos e ratos, em concentracdes até 100 umol/L. Contudo altas concentracfes deste
flavonoide inibiram a secrecdo de insulina. A pelargonidina, flavondide do grupo das
antocianidinas, também mostrou-se um eficiente secretagogo de insulina in vitro

(JAYAPRASKASAM et al., 2005; PINENT, et al. 2008).

Os estudos in vivo mostraram que os niveis normais de glicose foram mantidos com
uma menor secrecdo de insulina em ratos alimentados com proteina de soja, este efeito foi

atribuido aos flavonoéides genisteina e daidzeina (NORIEGA-LOPEZ et al., 2007).

Os flavondides também apresentam efeitos sobre a apoptose em células secretoras de
insulina. A puerarina, por exemplo, mostrou efeito significante na supressdo da apoptose
induzida por peroxido de hidrogénio e ainda promoveu um aumento da atividade de enzimas
antioxidantes em ilhotas de ratos pré-tratadas com 50 ou 100 pumol/L (XIONG et al., 2006). A
morte celular induzida por citocinas também foi prevenida pelo flavondide silimarina, na

linhagem celular RINm5F (MATSUDA et al., 2005).

1.6 Flavondides de origem citrica

As frutas do género Citrus (Rutaceae) estdo muito presentes na dieta humana, sob a
forma de suco, ou através do consumo da fruta fresca, este género tem grande aceitagdo na
alimentacdo. As frutas citricas destacam-se entre as demais por ser uma fonte rica em
compostos antioxidantes, como, carotendides, vitamina C, fenois e polifendis (GORINSTEIN

etal., 2001).
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Estudos recentes tém dado atencdo aos flavondides de origem citrica, pelo seu
potencial efeito benéfico sobre a satde. Os flavonoides de frutas citricas mostraram atividade
bioldgica em experimentos in vivo e in vitro, sendo assim um dos compostos presente no
género Citrus de maior importancia (CHEN et al., 2010a). Entre os flavondides de origem
citrica destacam-se a naringina, a neohesperidina, a narirutina, a diosmina, a eriocitrina, a

neoeriocitrina, a rutina e a hesperidina, entre outras (L1U, 2004).

1.7 Hesperidina

As flavanonas sdo um dos flavondides mais presentes em Citrus, além da importancia
fisiologica e ecoldgica despertam interesse comercial pelas vérias aplica¢fes tanto na industria
alimenticia quanto farmacéutica (CHEN et al., 2010a).

A hesperidina, uma flavanona glicosilada, composta por uma aglicona (hesperitina) e

um dissacarideo anexo a rutinose se apresenta no estado sélido possuindo baixa solubilidade

em agua (MAJUMDAR; SRIRANGAM, 2009).
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Figura 3. Estrutura da hesperidina

Fonte: KALPANA,; SRINIVASAN; MENON (2009)
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Este flavondide é quase gque exclusivamente encontrado em frutos citricos, sendo que
altas concentracOes deste sdo encontradas na casca e nas partes membranosas dos frutos. Séo
bem estabelecidas suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, hipolipidémicas,
vasoprotetoras e anticarcinogénicas (EMIN; OLIVEIRA; LAPA, 1994).

A atividade anti-inflamatoria da hesperidina pode ser atribuida a sua capacidade
moduladora da sintese de prostaglandinas e das vias de expressao do gene COX 2 (HIRATA
et al., 2005). Ja a atividade anticarcinogénica é atribuida a sua habilidade de suprimir a
proliferacdo celular. Por suas propriedades a hesperidina parece atuar modulando diversas
rotas relacionadas a retinopatia diabética e também ao edema macular diabético, entre outras
doencas oculares (MAJUMDAR; SRIRANGAM, 2009).

A atividade de seqliestradora de espécies reativas e de inibidora da peroxidacdo lipidica
da hesperidina tem despertado o interesse de varios pesquisadores, como uma alternativa para
prevenir os danos oxidativos (PRADEEP; PARK; KO, 2008; KALPANA; SRINIVASAN;
MENON, 2009).

Em estudo realizado por Chen et al. (2010a), foi demonstrado que a hesperidina
diminuiu a morte celular induzida por peroxido de hidrogénio na linhagem celular hepatica
L02 de maneira dose-dependente e também apresentou atividade promotora de defesas
enddgenas antioxidantes, através da inducdo da expressdo da enzima HO-1 (heme oxigenase-
1), responsavel pelo catabolismo de grupos heme, cujos efeitos citoprotetores estdo
relacionados aos produtos gerados por este processo, como aumento dos niveis de bilirrubina,
monoxido de carbono e ferro livre. Este induz o aumento da sintese de ferritina, que por sua

vez, pode reduzir a concentragéo de ferro livre (FERRIS et al., 1999).
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Kalpana; Srinivasan e Menon (2009) avaliaram o potencial antioxidante da hesperidina
e verificaram que este flavonoide apresenta eficiente capacidade seqlestradora de espécies
reativas de oxigénio, como o radical hidroxil e superoxido. Além disso, este flavonoide
apresenta efeito positivo também no sequestro de éxido nitrico e na inibicdo de danos
induzidos por peroxido de hidrogénio, como a peroxidagdo lipidica em membrana celular
RBC (eritrocitos).

A atividade dos flavondides hesperidina e naringina sobre os niveis de glicose
sanguinea foi avaliada em estudos com camundongos realizados por Jung et al. (2004), no
qual observou-se uma diminuicdo da glicemia de 20% ap06s 5 semanas consumindo uma dieta
suplementada com hesperidina ou naringina. Os autores constataram também um aumento nas
reservas de glicogénio hepéatico nos camundongos C57BL/KsJ-db/dB, considerados bons
modelos para estudo dos estagios iniciais do diabetes tipo 2, ja que apresentam resisténcia
periférica a insulina. Este aumento do glicogénio hepatico constitui um forte indicativo do
efeito positivo deste flavondide na reducdo da resisténcia hepatica a insulina (HUMMEL;
DICKIE; COLEMAN, 1966). Estes efeitos apresentados pelos flavondides foram atribuidos a
alteracbes na atividade da enzima glicoquinase hepatica, que promove um aumento na
utilizacdo (captacdo) da glicose e assim do estoque de glicogénio no figado. Neste estudo
observou-se um aumento da enzima glicoquinase hepatica apds o tratamento com hesperidina
ou naringina. No mesmo estudo foi avaliada também a secrecéo de insulina nos animais com
doze semanas de idade, onde foi verificado um aumento dos niveis de insulina plasmatica apos
0 tratamento com os flavonoides, indicando assim o efeito insulinotropico positivo dos

flavonadides citricos testados (JUNG et al., 2004).
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Em outro estudo realizado por Jung et al. (2006), constatou-se além dos efeitos
hipoglicémicos e insulinotropicos, também efeitos hipolipidémicos tanto da hesperidina
quanto da naringina. Estes demonstraram capacidade de diminuir os niveis plasmaticos de

acidos graxos livres e triglicerideos hepéaticos em camundongos C57BL/KsJ-db/dB.

1.8 Rutina

A rutina (quercetina-3-O-rutinosideo), descoberta no século 19, é um flavondide
pertencente ao grupo dos flavonois, apresenta baixo peso molecular e ampla distribuicdo em
vegetais e frutas (YANG; GUO; YUAN, 2008). Sendo especialmente encontrado em frutas

citricas como a laranja, uva, limo e lima (MAULUDIN; MULLER; KECK, 2009).
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Figura 4. Estrutura da rutina

Fonte: PEDRIALI (2005)

A rutina destaca-se pela sua capacidade de sequestro de espécies reativas como 0s
radicais hidroxil, superoxido e peroxil (CALABRO et al., 2005). A capacidade de sequestro de
espécies reativas da rutina pode estar ligada a sua capacidade de inibir a enzima xantina-

oxidase (NIJVELDT et al., 2001). Outras propriedades importantes da rutina incluem efeitos
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anti-inflamatorios, antialérgicos, vasoativos, antitumor, antibacterianos, antivirais,
antiprotozoarios (CALABRO et al., 2005). A rutina apresenta ainda propriedades
hipolipidémicas, citoprotetoras, antiespasmddicas e anticarcinogénicas (MAULUDIN;

MULLER; KECK, 2009).

A capacidade antioxidante de um composto pode ser determinada pelo potencial
redutor deste, assim, em estudos realizados por Yang, Guo e Yuan (2008), foi demonstrado
que a rutina possui um significativo potencial redutor, estabilizando espécies reativas pela
doacdo de elétrons e interrompendo assim as reacBes em cadeia provocadas pelas espécies
oxidantes. Este estudo evidencia a forte capacidade antioxidante da rutina em varios sistemas
in vitro, sendo esta capacidade dose-dependente.

Em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina (STZ), o tratamento com rutina
apresentou uma diminuicéo significativa do nivel de glicose no plasma, aumentada durante o
diabetes, normalizando assim a glicemia, reduziu também os danos teciduais que ocorrem no
diabetes, tendo também efeito protetor contra a hepatotoxicidade e cardiotoxicidade geradas
pela inducdo do diabetes por STZ (FERNANDES et al., 2010).

Srinivasan, Kaul e Ramarao (2005), utilizando também o modelo de diabetes induzido
por estreptozotocina, em camundongos machos Swiss, observaram uma redugdo na
prevaléncia de diabetes ap6s a administracdo cronica de rutina. Além disso, a rutina também
atuou reduzindo o nivel de glicose plasmatica nos mesmos modelos. Muitos desses efeitos
podem ser atribuidos a uma atividade protetora indireta, uma vez que Prince e Kamalakkannan
(2006) constataram aumento da atividade das enzimas antioxidantes catalase, SOD, e
glutationa peroxidase, além de aumento na concentracdo de GSH, em ratos Wistar, com

diabetes induzido por estreptozotocina e tratados com rutina.
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2 Objetivos

Objetivo geral

Avaliar in vitro a citotoxicidade, citoprotecdo e efeitos dos flavondides rutina e

hesperidina sobre a funcionalidade de células secretoras de insulina BRIN-BD11.

Objetivos especificos

a. Avaliar a citotoxicidade de diferentes concentracdes dos flavonoides rutina e
hesperidina através da avaliacdao da funcionalidade mitocondrial.

b. Avaliar a capacidade citoprotetora dos flavonoides rutina e hesperidina em
células BRIN-BD11 sob estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio através da

avaliacdo da funcionalidade mitocondrial.

C. Analisar o efeito dos flavondides rutina e hesperidina sobre a secrecdo de
insulina.
d. Determinar o efeito dos flavondides rutina e hesperidina sobre a atividadade da

enzima glutationa peroxidase (GSH-Px).
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3 Material e Métodos

3.1 Reagentes

Foram utilizados reagentes com grau de pureza analitico (P.A). Os flavondides rutina e
hesperidina, o MTT, e o0s reagentes utilizados nos ensaios de atividade da glutationa
peroxidase foram obtidos da Sigma-Aldrich. O meio de cultura RPMI 1640,
penicilina/estreptomicina e soro fetal bovino da Vitrocell; e o dimetil sulfoxido (DMSO) da

Biotec.

3.2 Cultura de células

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a linhagem celular secretora de
insulina BRIN-BD11 (gentilmente doada pelo Prof. Dr. Angelo Rafael Carpinelli, do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo), produzida por eletrofusdo da
linhagem RINmM5F com ilhotas pancreaticas de ratos NEDH (New England Deaconess
Hospital). Esta linhagem celular apresenta estabilidade em cultura de tecidos por mais de 50
passagens, e ainda uma resposta positiva a D- glicose.

A linhagem celular utilizada foi cultivada em meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de antibiético (10000 Ul de penicilina e 100
mg/mL de estreptomicina) em garrafas de cultivo de 75 cm? e mantidas em estufa a 37°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO..

3.3 Solugdes dos flavondides - Rutina e Hesperidina

Para preparo da solucéo estoque, os flavonoides isolados rutina e hesperidina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) foram pesados e solubilizados em DMSO, sendo a concentracéo

final desta solugdo 250 mM, em seguida foram aliquotados em eppendorfs e congelados.
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Para preparo da solucdo uso, a solucdo estoque de flavondides foi diluida 1000x em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino. Todas as concentracfes
testadas tinham a mesma concentracdo final de DMSO, equivalente a concentragdo maxima

testada (0,032%).
3.4  Metodologias

Curva de sobrevivéncia celular para determinacéo do tempo de dobramento das células
BRIN-BD11 pelo método do azul de Tripan

O azul de Tripan, um corante vital, penetra em membranas celulares nao integras,
corando-as de azul. Neste ensaio 10 garrafas para cultivo celular contendo inicialmente 1x10°
células cada, foram incubadas em estufa umidificada a 37°C, na presenca de 5% de CO, em
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico
penicilina e estreptomicina. A cada 24h duas garrafas eram retiradas da estufa e as células
viaveis e ndo viaveis foram contadas em camara de Neubawer, sendo retirada uma aliquota de
50uL da amostra de células, e esta em seguida era diluida 1:1 em azul de Tripan 0,4%, em
microscopio éptico. A partir das contagens foi possivel determinar o tempo de dobramento da
linhagem celular BRIN-BD11, dado pela seguinte relagéo:

PDT=1/R R= 3,32 (Log Ni — Log No)/ to-t;

e PDT = population doubling time

¢ R =taxa de multiplicacdo celular

e Np =numero inicial de células no inicio da fase exponencial
e N;=numero total de células no tempo 2 (t)

e t; =tempo zero

e t,=tempo determinado

e 3,32 = constante
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Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade das células BRIN-BD11 na auséncia ou presenca de diferentes
concentracdes dos flavondides rutina e hesperidina e do peréxido de hidrogénio foi avaliada
pelo método de reducdo do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]).
Este método descrito por Mosmann em 1983, baseia-se na capacidade da enzima succinato
desidrogenase mitocondrial em reduzir o MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a cristais de
formazan, e é utilizado como indicativo da atividade metabolica, por meio da avaliacdo da
integridade mitocondrial. Para avaliacdo do formazan formado foi utilizado espectrofotdmetro
a 546nm (leitor de microplaca pQuant — Biotek). A absorbancia (Abs) obtida para o grupo
controle (auséncia de flavondides e/ou peréxido de hidrogénio) foi definida como 100% de
viabilidade celular.

A porcentagem de viabilidade celular foi definida através da seguinte relacéo:

AbsAmostra 3
AbsMédiaControle

%viabilidade = 100

Determinacdo da viabilidade celular na presenca de diferentes concentracdes de
peroxido de hidrogénio — ensaio agudo (2h)

Foram cultivadas, em meio RPMI 1640, 3x10° células/poco em placas de 24 pogos por
um periodo de adesdo de aproximadamente 24 horas. Apds este periodo as células foram
tratadas com diferentes concentragdes de perdxido de hidrogénio (100, 200, 400, 500 e 600
M) preparadas em meio de cultura RPMI 1640 e na presencga de 0,032% de DMSO, por um

periodo de 2 horas em estufa umidificada a 37°C e 5% CO,. Ap0s o tratamento a viabilidade
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celular foi determinada pelo método de reducdo do MTT, descrito anteriormente. Este ensaio
foi realizado para determinacdo do IC50 (concentracdo de peroxido de hidrogénio que inibe

50% da viabilidade celular).

Determinacdo da viabilidade celular na presenca de diferentes concentracdes de
peroxido de hidrogénio — ensaio cronico (24h)

Este teste foi realizado para determinacdo do IC50 (concentracdo de peroxido de
hidrogénio que inibe 50% de viabilidade celular). As células (1,5x10° células/poco) foram
incubadas por 18h para adesdo em placas de 24 pocos, em meio de cultura RPMI 1640 e
mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds a adesdo, as células foram tratadas com
diferentes concentracfes de perdxido de hidrogénio (6,25; 12,5; 25; 50; 75; 100; 125; 150;
200; 250 e 300 pM). Este ensaio foi realizado na auséncia ou presenca de DMSO, sendo este
equivalente ao que esta presente na maxima concentracdo de flavondide testada (0,032%) com
0 intuito de mimetizar a mesma condicdo de futuros ensaios na presenca de peroxido de
hidrogénio e flavonoide, e preparadas em meio de cultura RPMI 1640. Posteriormente a
adicdo do tratamento, as células foram incubadas por 24h, em estufa umidificada a 37°C e 5%
de CO,. Apos o tratamento, seguiu-se o protocolo de reducdo do MTT, conforme descrito

anteriormente.

Avaliacdo da citotoxicidade de diferentes concentragdes dos flavonoides rutina e
hesperidina

Em placas de 24 pocos, foram cultivadas 1,5x10° células/poco e por um periodo de 18h
de adesdo em meio de cultura RPMI 1640, mantidas em estufa umidificada a 37°C/ 5% CO..

Apos a adesdo as células foram tratadas na presenca de diferentes concentracdes de rutina ou
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hesperidina (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e 80uM) preparadas em meio de cultura RPMI 1640 e em
todas as solucdes estava presente 0,032% de DMSO. Apos adicionar o tratamento com 0s
flavonoides as células foram novamente incubadas por 24h (estufa umidificada a 37°C/ 5%
CO,). A citotoxicidade dos flavondides testados foi avaliada a partir do ensaio de
determinacéo da viabilidade celular por reducdo do MTT (descrito anteriormente).
Avaliacao da citoprotecéo dos flavonoides rutina e hesperidina

Para este ensaio, 1,5x10° células/ pogo, foram cultivadas por 18 horas (periodo de
adesdo) em placas de 24 pocos, e mantidas em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO, em
meio de cultura RPMI 1640. Posteriormente as celulas foram tratadas com diferentes
concentracdes dos flavondides rutina ou hesperidina (2,5; 5; 10 uM), na presenca simultanea
de duas concentracfes de peroxido de hidrogénio (37,5 e 75 uM) por 24h, a 37°C e 5% de
CO,. Todas as solucdes foram preparadas em meio RPMI 1640 e continham 0,032% de
DMSO. Depois do tratamento seguiu-se o protocolo de reducdo do MTT, e a leitura das

absorbancias foi realizada em 546nm.

Avaliacdo do efeito citoprotetor do pré-tratamento com os flavonoides rutina e

hesperidina

Neste ensaio 1,5x10° células/pogo foram cultivadas, em meio RPMI 1640, em placas
de 24 pogos por um periodo de 24h para a adesdo celular, em estufa umidificada a 37°C e 5%
de CO,. Ap0s este periodo, as células foram tratadas com uma solucdo na concentracdo de
10uM dos flavonoides rutina ou hesperidina, preparada em meio RPMI 1640 e incubadas por
um periodo de 24 horas. Apos este periodo, o0 meio de cultura contendo os flavondides foi

removido, e as células foram submetidas a estresse oxidativo pela exposi¢cdo a 350 uM de
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perdxido de hidrogénio (solucdo preparada em meio RPMI 1640) por um periodo de 2 horas,
onde permaneceram em estufa umidificada contendo 5% de CO, a 37°C. Em seguida, a
viabilidade celular foi avaliada pelo método de reducdo do MTT, conforme descrito

anteriormente. Todas as solu¢des preparadas apresentavam 0,032% de DMSO.

Determinacdo da secrecdo de insulina na presenca de diferentes concentracdes dos
flavonoides isolados

Para este ensaio as células foram incubadas (1,5x10° células/pogo) em placas de 24
pocos, em meio RPMI 1640, por um periodo de 18 horas para adesdo. ApOs a adesdo as
células foram tratadas com os flavonodides rutina ou hesperidina (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e
80uM) preparadas em meio de cultura RPMI 1640 e contendo 0,032% de DMSO. As células
permaneceram na presenca dos tratamentos por 24 horas. Apos este periodo o sobrenadante
celular foi coletado, centrifugado por 5 min a 1200 rpm (para remocao de residuos celulares) e
posteriormente utilizado para a determinacgédo da secrecdo de insulina por radioimunoensaio, de
acordo com método descrito por Morgan e Lazarow (1963) e Pupo e Marriero (1970)
modificado. Este baseia-se na competicdo entre a insulina (humana) marcada com o

I'* e a insulina ndo marcada (insulina secretada pelas células BRIN-BD11) pelo

radioisotopo
anticorpo anti-insulina (1:200) derivado de cobaia guinea pig. O complexo antigeno-anticorpo
foi precipitado pela adsor¢do do horménio ao polietilenoglicol (PM 6000). Uma curva padréao

foi preparada utilizando-se concentragdes conhecidas de insulina ndo marcada. A partir desses

resultados foi possivel determinar a concentracao de insulina presente nas amostras.
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Determinacdo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-PXx)

Para este ensaio foram cultivadas 5x10° células por poco, em placas de 6 pogos por um
periodo de 24 horas (adesdo) em meio de cultura RPMI 1640 e mantidas em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO,. Apos a adesdo, o meio de cultura foi removido, e foram
adicionadas aos pocos as solugdes dos flavonodides rutina e hesperidina, na concentracdo de 10
UM, preparadas em meio de cultura RPMI 1640 e contendo 0,032% de DMSO. As células
permaneceram na presenca dos tratamentos por 24 horas.

Depois do periodo de tratamento, a atividade da GSH-Px foi determinada pelo método
de Wendel (1978). Este método baseia-se na determinacéo indireta da atividade da GSH-Px a
partir do decréscimo da concentracdo de NADPH, que é consumido no processo de
regeneracdo da GSH (glutationa reduzida). A cinética enzimética ocorreu durante 10 minutos
em temperatura ambiente a 340 nm. Para calcular a atividade maxima da GSH-Px baseia-se no

coeficiente de extincdo molar do NADPH (0,00622 uM ™. cm ™).

Atividade da GSH-Px = A Absorbancia da amostra x diluicdo

Coeficiente de extin¢do molar do NADPH

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média. A andlise
estatistica dos dados foi realizada por ANOVA (one-way analysis of variance), seguido por
teste de comparagédo de Tukey, utilizando o software GraphPad PRISM versdo 5.01. O nivel

de significancia minimo definido foi de p<0,05.
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4 Resultados

Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo cientifico:

4.1 Capitulo |

Citotoxicidade, Citoprotecdo e Efeitos dos Flavondides Rutina e Hesperidina sobre a

Funcionalidade de Células Secretoras de Insulina.

46
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Resumo

Flavondides sdo compostos bioativos amplamente consumidos na dieta e que
apresentam importante atividade antioxidante. Esta atividade é principalmente atribuida a
capacidade destes compostos em seqlestrar espécies reativas, especialmente as espécies
reativas de oxigénio, como o radical hidroxil, superoxido, peréxido de hidrogénio, entre
outras. Desse modo, apresentam potenciais efeitos benéficos no tratamento de doencas
cronicas envolvendo estresse oxidativo, como o diabetes mellitus. Sendo assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a citotoxicidade, citoprotecdo e efeitos dos flavonoides rutina e
hesperidina sobre a funcionalidade de celulas secretoras de insulina BRIN-BD11. A avaliacéo
dos efeitos citotoxicos e citoprotetores dos flavonoides testados foi realizada por meio do
ensaio de reducdo de MTT. Os flavonodides rutina e hesperidina ndo apresentaram efeitos
citotoxicos apos 24 horas em nenhuma das concentracfes testadas (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e
80 pM). Contudo também nédo foram observados efeitos citoprotetores dos flavonoides rutina
e hesperidina (2,5; 5; 10uM) sobre as células BRIN-BD11 em exposicdo simultdnea ao
peroxido de hidrogénio (37,5 — dose sub-letal e 75uM- dose letal) por 24 horas. A exposicao
das células BRIN-BD11 ao pré-tratamento por 24 horas com os flavondides rutina ou
hesperidina (10 uM) e posterior exposi¢cdo a 350 UM de perdxido de hidrogénio (2 horas) do
mesmo modo ndo apresentou efeitos citoprotetores. Também ndo foram observados efeitos
insulinotrdpicos do tratamento com os flavondides rutina e hesperidina (1,25; 2,5; 5; 10; 20;
40 e 80uM) por 24 horas na linhagem celular utilizada avaliado pelo método de
radioimunoensaio. A atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GSH-Px) foi
avaliada na presenca de 10 uM dos flavondides rutina e hesperidina (24 horas) e ndo foram
observados efeitos sobre a atividade da enzima em questdo, quando comparada ao grupo
controle. Desse modo conclui-se que nas concentracdes testadas os flavondides ndo
apresentaram citotoxicidade, sendo, portanto bem tolerados e seguros, entretanto néo
apresentaram efeitos citoprotetores. Além disso, nas condicBes e concentracles testadas, tanto
a rutina como a hesperidina nao apresentaram efeito significativo sobre a secrecdo de insulina
e a atividade da enzima antioxidante GSH-Px. Dessa forma s&o necessarios futuros
experimentos, variando as condi¢cdes experimentais, in vitro e principalmente in vivo, para
melhor avaliacdo dos possiveis efeitos destes flavondides em células secretoras de insulina.

Palavras-chave: BRIN-BD11; perdxido de hidrogénio; estresse oxidativo; diabetes mellitus;
antioxidante.
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Abstract

Flavonoids are bioactive compounds widely consumed in the diet that have antioxidant
activity. This activity is mainly attributed to the ability of these compounds to scavenge
reactive species, especially reactive oxygen species such as hydroxyl radical, superoxide,
hydrogen peroxide, among other. Thus, present potential beneficial effects in treating chronic
diseases involving oxidative stress such as diabetes mellitus. Therefore, the purpose of this
study was to evaluate the cytotoxicity and cytoprotective effects of flavonoids rutin and
hesperidin on the functionality of insulin-secreting cells BRIN-BD11. The assessment of
cytotoxic and cytoprotective flavonoid tested was performed using the MTT reduction assay.
The flavonoids rutin and hesperidin did not show cytotoxic effects after 24 hours in any of the
tested concentrations (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 and 80 uM). Cytoprotective effects of flavonoids
rutin and hesperidin (2.5, 5, 10uM) on BRIN-BD11 cells were not observed in simultaneous
exposure to hydrogen peroxide (37.5 pM- sub-lethal dose and 75uM- lethal dose) for 24
hours. Exposure of BRIN-BD11 cells to pre-treatment for 24 hours with the flavonoids rutin
and hesperidin (10 puM) and subsequent exposure to 350 UM hydrogen peroxide (2 hours)
similarly showed no cytoprotective effects. Insulinotropic effects were not observed from
treatment with the flavonoids hesperidin and rutin (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 and 80uM) for 24
hours in the cell line evaluated by radioimmunoassay. The antioxidant enzyme glutathione
peroxidase (GSH-Px) was measured in the presence of 10 uM of flavonoids rutin and
hesperidin (24 hours) and no effects were observed on the enzyme activity in compared to the
control group. Thus it is concluded that the concentrations of the flavonoids tested showed no
cytotoxicity and is therefore well tolerated and safe, but had no cytoprotective effects.
Moreover, under conditions and concentrations tested, both rutin and hesperidin had no
significant effect on the secretion of insulin and antioxidant enzyme GSH-Px. Thus future
experiments are needed, varying the experimental conditions in vitro and mainly in vivo to
better evaluate the possible mechanisms of action of these flavonoids in insulin-secreting cells.

Keywords: BRIN-BD11; hydrogen peroxide; oxidative stress, diabetes mellitus; antioxidant.
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Introducéo

Os flavondides sdo considerados os antioxidantes mais ativos encontrados nos vegetais
(BIANCHI; ANTUNES, 1999). S&o amplamente consumidos na dieta humana, e podem ser
encontrados em Vérias partes das plantas, como por exemplo, nos frutos. A estrutura basica
dos flavonoides consiste de um anel benzeno (A) condensado com o sexto membro do anel
(C) que possui na segunda posi¢do um anel fenil benzeno (B) como substituinte (AHERNE;
O’BRIEN, 2002). Esta estrutura basica pode apresentar uma série de modificagdes, o que
confere aos flavondides suas caracteristicas particulares com diferentes propriedades fisicas,

quimicas e bioldgicas (PINENT et al., 2008).

Figurala — Estrutura geral de flavonoides
Fonte: http://www.scielo.sa.cr/img/fbpe/rcc/v8n1/3213i1.JPG

Pertencendo ao grupo dos flavonais, a rutina € um bioflavondide glicidico amplamente
encontrado em diversos vegetais e frutas (YANG; GUO; YUAN, 2008), além de bebidas
como chés e vinhos (BECHO; MACHADO; GUERRA, 2009). A rutina é classificada como
um bioflavonoide citrico, também chamado de vitamina P, encontrada em frutas tais como a
laranja, limdo, lima e uva (MAULUDIN; MULLER; KECK, 2009). Dentre 0s varios
flavonoides estudados, a rutina se destaca por sua ampla atividade farmacologica. Este

bioflavonoide apresenta propriedades antialérgicas, anti-inflamatorias, vasoativas,
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antitumorais, antibacterianas, antivirais, antiparasitarias (CALABRO et al., 2005), além de
antioxidante. Segundo Afanas'ev et al. (1989), atraveés de estudos avaliando a atividade
antioxidante da rutina e da quercetina, demonstraram que estes flavonoides tém uma acgéo
terapéutica significativa em patologias que envolvam espécies reativas além de apresentarem
baixa toxicidade, principalmente a rutina.

A hesperidina (hesperitina- 7-0- rutinosideo) ¢ um bioflavondide que pertence a classe
das flavanonas. Estas sdo principalmente encontradas em frutas citricas, diferente de outras
classes que podem ser encontradas em uma grande variedade de alimentos (MANACH et al.,
2003). E o principal bioflavonéide encontrado na laranja e no limdo, sendo constantemente
associado a vitamina C (GARG et al., 2001). Destaca-se por apresentar baixa toxicidade ao ser
humano, além de diversas propriedades farmacoldgicas, entre as quais, efeitos antioxidante,
anti-inflamatorio, hipolipidémico, vasoprotetor, anticarcinogénico e hipoglicémico (EMIN;
OLIVEIRA; LAPA, 1994). A acdo hipoglicemiante deste bioflavondide citrico é atribuida,
principalmente, ao efeito sobre a atividade das enzimas envolvidas no metabolismo hepatico
da glicose, relacionadas principalmente aos processos de glicélise e gliconeogénese (JUNG et
al., 2006).

Muitos dos efeitos benéficos dos flavonodides sobre a saude sdo atribuidos a sua
capacidade antioxidante, esta que advém da capacidade destes compostos em sequestrar
especies reativas (DECKER, 1997). As espécies reativas quando presentes em altos niveis
levam o organismo a uma situacdo denominada de estresse oxidativo. Esta é uma condi¢do em
que ha um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas e as defesas antioxidantes

enddgenas levando a danos celulares oxidativos (SIES; STAHL, 1995). Dentre 0s varios
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efeitos nocivos do aumento de espécies reativas estdo a peroxidacdo de membranas lipidicas,
danos aos acidos nucléicos, carboidratos e grupos sulfidrilas de proteinas (SIES, 1991).

O estresse oxidativo tem sido relacionado com a patogénese de varias doengas tais
como: cardiopatias, enfisemas, disfuncbes cerebrais, arteriosclerose e o diabetes mellitus
(BIANCCHI; ANTUNES, 1999).

O diabetes mellitus é caracterizado por desordens no metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas, relacionadas a absoluta ou relativa deficiéncia na secrecdo e/ou acdo da
insulina, apresentando como uma das principais consequéncias a hiperglicemia (PRINCE;
KAMALAKKANNAN, 2006).

E bem estabelecido que a hiperglicemia contribui intensamente para 0 aumento das
concentracdes plasmaticas de espécies reativas e também para o comprometimento dos
sistemas antioxidantes endégenos (CERIELLO, 1997). Este aumento de espécies reativas €
extremamente danoso as células B pancredticas, uma vez que é bem instituido que estas
células apresentam baixa atividade e expressdo de enzimas antioxidantes sendo assim,
altamente sensiveis aos danos causados pelas espécies reativas (LENZEN; DRINKGERN;
TIEDGE, 1996). Desse modo a busca por compostos com capacidade de atenuar ou impedir 0s
danos gerados pelas espécies reativas tem despertado grande interesse, e com este proposito
flavonoides que apresentam potencial para tal acdo tem se tornado objeto de inimeros estudos.

Os flavondides foram identificados como compostos com significativo potencial
antidiabético em uma grande variedade de formulagdes usadas na medicina popular. Apesar
do crescente aumento dos estudos da acdo destes compostos em animais diabéticos, o
mecanismo atraves do qual essas substancias exercem seus efeitos hipoglicémicos,

hipolipidémicos e insulinotropicos ainda € pouco investigado. Entre os recentes estudos,
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destacam-se os efeitos benéficos dos bioflavonoides citricos rutina e hesperidina. Jung et al.
(2004) evidenciaram efeitos hipoglicemiantes da hesperidina em camundongos C57BL/KsJ-
db/dB, modelo de estudos para estagios iniciais do diabetes mellitus tipo 2. J& a rutina, em
ratos com diabetes induzido por estreptozotocina, também apresentou atividade
hipoglicemiante e ainda acdo protetora contra a hepatotoxicidade e cardiotoxicidade presentes
neste modelo de diabetes (FERNANDES et al., 2005). Apesar do potencial destes flavonoides,
demonstrado por estes estudos, ainda sdo raros resultados relacionados ao efeito direto dos
mesmaos sobre a funcionalidade do pancreas endécrino.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a citotoxicidade, citoprotecédo e
os efeitos dos flavonoides rutina e hesperidina sobre a funcionalidade de células secretoras de

insulina BRIN-BD11.
Material e métodos

Cultura de células

Células BRIN-BD11(gentilmente doados pelo Prof. Dr. Angelo Rafael Carpinelli, do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo) foram cultivadas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético (10000 Ul de
penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina) e em garrafas de cultivo de 75 cm® As células
foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,.

Solugdes de flavondides - Rutina e Hesperidina

Para o preparo da solucéo estoque, os flavondides rutina e hesperidina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) foram pesados e solubilizados em DMSO (concentracdo final = 250 mM).

Essa solucéo foi aliqguotada em eppendorfs e congelada a -20°C.
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Para preparo da solucdo de uso, a solucdo estoque de flavonodides foi diluida 1000
vezes em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino. Todas as
concentracdes de flavonodides testadas tinham a mesma concentracdo final de DMSO
(0,032%), equivalente a quantidade de DMSO presente na concentracdo maxima de

flavondide testada.

Avaliacdo da Viabilidade Celular — Reducédo do MTT

A viabilidade das células BRIN-BD11 na auséncia ou presenca de diferentes
concentracdes dos flavondides rutina e hesperidina e do perdxido de hidrogénio foi avaliada
pelo método de reducdo do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]).
Este método descrito por Mosmann em 1983, baseia-se na capacidade da enzima succinato
desigrogenase mitocondrial em reduzir o MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a cristais de
formazan, e é utilizado como indicativo da atividade metabdlica, através da avaliacdo da
integridade mitocondrial. A quantificacdo do formazan foi realizada por espectrofotometria a
546nm (leitor de microplaca pQuant — Biotek). A absorbancia (Abs) obtida para o grupo
controle (auséncia de flavondides e/ou perdxido de hidrogénio) foi definida como 100% de
viabilidade celular.

A porcentagem de viabilidade celular foi definida através da seguinte relacao:

% Viabilidade Celular =  Absorbancia da Amostra  x 100

Absorbancia Média do Controle
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Citotoxicidade dos flavonoides Rutina e Hesperidina

As células (1,5x10° células/pogo) foram cultivadas em placas de 24 pocos e mantidas
em estufa umidificada a 37°C/ 5% CO, por 18h em meio de cultura RPMI 1640 (periodo de
adesdo celular). Apos adesdo, as células foram tratadas com rutina ou hesperidina nas
concentragdes de 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e 80 uM preparadas em meio de cultura RPMI 1640.
Apbs adicdo dos flavondides, as células foram novamente incubadas por 24h (estufa
umidificada a 37°C/ 5% CO,). A citotoxicidade dos flavonoides testados foi avaliada a partir
do ensaio de determinacdo da viabilidade celular por reducdo de MTT (conforme descrito

anteriormente).
Citotoxicidade do peroxido de hidrogénio — ensaio agudo (2h)

Foram cultivadas 3x10° células/poco, em meio RPMI 1640, em placas de 24 pogos por
um periodo de adesdo de aproximadamente 24 horas. Apds este periodo as células foram
tratadas com diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio (100, 200, 400, 500 e 600
UM) preparadas em meio RPMI 1640 e na presenca de 0,032% de DMSO (solvente utilizado
para a solubilizacdo dos flavondides), por um periodo de 2 horas em estufa umidificada a 37°C
e 5% CO,. Apds o tratamento a viabilidade celular foi determinada pelo método de reducédo do
MTT, descrito anteriormente. Este ensaio foi realizado para determinacdo do IC50

(concentracédo de perdxido de hidrogénio que inibe 50% da viabilidade celular).
Citotoxicidade do perdxido de Hidrogénio — ensaio cronico (24h)

Este teste foi realizado para determinacdo do IC50 (concentracdo de perdxido de

hidrogénio que inibe 50% da viabilidade celular). As células (1,5x10° células/pogo) foram
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cultivadas em placas de 24 pocos e mantidas em estufa umidificada a 37°C/ 5% CO; por 18h
em meio de cultura RPMI 1640 (periodo de adesd@o celular). Apds adesdo, as células foram
tratadas com diferentes concentrac@es de perdxido de hidrogénio (6,25; 12,5; 25; 50; 75; 100;
125; 150; 200; 250 e 300uM). As concentracOes testadas foram preparadas em meio de cultura
RPMI 1640 na auséncia ou presenca de DMSO (solvente utilizado na solubilizacdo dos
flavonoides) equivalente ao que estaria presente na maxima concentracdo de flavonodide
testada (0,032%), visando mimetizar as mesmas condicdes de futuros ensaios na presenca de
perdxido de hidrogénio e flavondide. Posteriormente a adicdo do tratamento, as células foram
incubadas por 24h, em estufa a 37°C e 5% de CO,. Ap0s o tratamento, seguiu-se o protocolo
de reducdo do MTT, e a leitura das absorbancias foi realizada a 546nm. A partir dos resultados
obtidos foi construida uma curva e obtida equacdo a partir da qual foi calculada a
concentracdo de perdéxido de hidrogénio em que foi verificada morte de 50% das células

(IC50).
Efeito citoprotetor dos flavonoides rutina e hesperidina

Para este ensaio, 1,5x10° células/poco, foram cultivadas em placas de 24 pocos
contendo meio de cultura RPMI 1640 e foram mantidas por 18 horas em estufa umidificada a
37°C e 5% de CO, (periodo de adesdo). Apds adesao, as células foram tratadas com diferentes
concentragOes dos flavonoides rutina ou hesperidina (2,5; 5; 10uM), na presenga simultanea
de duas concentracdes de perdxido de hidrogénio, 37,5 UM (concentragdo sub-letal) e 75uM
(concentracdo letal), por 24h, a 37°C e 5% de CO,. Todas as solucdes foram preparadas em
meio RPMI 1640 e continham 0,032% de DMSO. Depois do tratamento seguiu-se o protocolo

de reducdo do MTT, e a leitura das absorbancias foi realizada em 546nm.
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Efeito citoprotetor do pré-tratamento com os flavondides rutina e hesperidina

Neste ensaio 1,5x10° células/pogo foram cultivadas, em meio RPMI 1640, em placas
de 24 pocgos por um periodo de 24h para a adesao celular, em estufa umidificada a 37°C e 5%
de CO,. Apds este periodo, as células foram tratadas com uma solu¢do na concentracdo de
10uM dos flavonoides rutina ou hesperidina, preparada em meio RPMI 1640 e incubadas por
um periodo de 24 horas. Apos este periodo, o0 meio de cultura contendo os flavondides foi
removido, e as células foram submetidas a estresse oxidativo pela exposicdo a 350 uM de
perdxido de hidrogénio (solucdo preparada em meio RPMI 1640) por um periodo de 2 horas,
onde permaneceram em estufa umidificada contendo 5% de CO, a 37°C. Em seguida, a
viabilidade celular foi avaliada pelo método de reducdo do MTT, conforme descrito

anteriormente. Todas as solugdes continham 0,032% de DMSO.
Determinacao da secrec¢do de insulina

Para este ensaio as células foram incubadas (1x10° células/poco) em placas de 24
pocos, em meio RPMI 1640, por um periodo de 18 horas para adesdo. Apds a adesdo as
células foram tratadas com os flavondides rutina ou hesperidina (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e
80uM) sendo as solucdes preparadas em meio de cultura RPMI 1640 contendo 0,032% de
DMSO. As células permaneceram na presenca dos tratamentos por 24 horas. Apds este
periodo o sobrenadante celular foi coletado, centrifugado por 5 minutos a 1200 rpm (para
remocao de residuos celulares) e posteriormente utilizado para a determinacdo da secregéo de
insulina por radioimunoensaio, de acordo com método descrito por Morgan e Lazarow (1963)
e Pupo e Marriero (1970) modificado. Este baseia-se na competi¢édo entre a insulina (humana)

marcada com o radiois6topo I'* e a insulina ndo marcada (insulina secretada pelas células
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BRIN-BD11) pelo anticorpo anti-insulina (1:200) derivado de cobaia (guinea pig). Uma curva
padrdo foi preparada utilizando-se concentracdes conhecidas de insulina ndo marcada. A
partir de regressao linear e equacao da reta foi possivel determinar a concentracdo de insulina

presente nas amostras.

Atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px)

Para este ensaio 5x10° células/poco foram cultivadas em placas de 6 pocos em meio
RPMI 1640 a 37°C e 5% CO, por um periodo de 24 horas para adesdo. Apos o periodo de
adesdo, as células foram tratadas com solucdo 10 uM dos flavonoides rutina ou hesperidina
preparadas em meio de cultura RPMI 1640, sendo que todas as solu¢des continham 0,032% de
DMSO. As células permaneceram na presenca dos tratamentos por 24 horas. Depois do
periodo de tratamento, a atividade da GSH-Px foi determinada pelo método de Wendel (1978).
Este método baseia-se na determinacdo indireta da atividade da GSH-Px a partir do
decréscimo da concentracdo de NADPH, que € consumido no processo de regeneracdo da
GSH (glutationa reduzida). A cinética enzimatica ocorreu durante 10 minutos em temperatura
ambiente a 340 nm. O célculo da atividade maxima da GSH-Px baseia-se no coeficiente de

extincdo molar do NADPH (0,00622uM ™ . cm?).

Atividade da GSPHx = A absorbancia da amostra x diluicio

Coeficiente de extin¢do molar do NADPH

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média. A anélise

estatistica dos dados foi realizada por ANOVA (one-way analysis of variance), seguido por
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teste de comparacao de Tukey, utilizando o software GraphPad PRISM versdo 5.01. O nivel

de significancia minimo definido foi de p<0,05.

Resultados e Discussao

Avaliacdo da citotoxicidade de diferentes concentracdes dos flavondides rutina e

hesperidina

Os resultados deste estudo demonstraram que os flavondides rutina e hesperidina ndo
foram citotdxicos em nenhuma das concentragdes testadas apos 24 horas de tratamento (figura
2a), pois ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (auséncia do
flavondide). Resultado semelhante foi encontrado por Chen et al. (2010a), em que foram
testadas diferentes concentracdes de hesperidina por 24h na linhagem celular hepética
humana, L02, e ndo foram verificados efeitos negativos sobre a viabilidade celular. Marcarini
et al. (2010), utilizando a linhagem celular hepatica HTC, também ndo observaram efeito
citotdxico da rutina em 24 horas de tratamento com diferentes concentragdes do flavonoide.
Além disso, estudos in vivo também demonstram a baixa toxicidade da rutina quando
administrada a ratos normais (PRINCE; KAMALAKKANNAN, 2006). Estes resultados
evidenciam que os flavondides utilizados sdo bem tolerados tanto em sistemas in vivo quanto
in vitro ndo interferindo na viabilidade celular. Contudo, sabe-se que alguns fatores sdo
criticos para determinar a acdo celular destes compostos, sendo um dos principais fatores a ser
considerado a concentracdo utilizada, alem de ser levado em consideracdo também o tempo de
exposicdo. Estes fatores sdo determinantes para que um mesmo flavonoide possa agir como

antioxidante, por exemplo, em uma determinada condicéo ou pro- oxidante em outra.
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Figura 2a — Avaliacdo da viabilidade celular na presenca de diferentes concentragcdes dos flavonoides rutina (A)
e hesperidina (B). Células BRIN-BD11 (1,5x105 células/pogo) foram cultivadas por 24 horas / 37°C / 5% CO,,.

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média e analisados por analise de variancia ANOVA
(p<0,05). Os dados do flavonoéide rutina (A) sdo representativos de 5 experimentos independentes com n > 8. Os
dados do flavonodide hesperidina (B) s@o representativos de 4 experimentos independentes com n > 7. CTL=
controle (auséncia de DMSQ); CTL DMSO = controle DMSO (0,032% de DMSO).

Viabilidade celular na presenca de diferentes concentracdes de peroxido de

hidrogénio — Ensaio Agudo e Crdnico

A toxicidade do peroxido de hidrogénio em células BRIN-BD11 foi confirmada
através dos ensaios de viabilidade na presenca de diferentes concentracbes do composto. A
viabilidade celular foi avaliada apds 2 horas de exposi¢do (Figura 3a), ensaio agudo, e ap0s 24
horas de tratamento com diferentes concentragdes de peroxido de hidrogénio (ensaio cronico).
Sendo este realizado de duas maneiras, apenas na presenca de perdxido de hidrogénio (Figura
4aB), e simultaneamente na presenca de 0,032% de DMSO (Figura 4aA), concentracdo esta
equivalente a maxima testada dos flavondides rutina e hesperidina. E importante ressaltar a
relevancia da adicdo simultdnea do solvente. Essa foi definida apOs estudos prévios no

laboratdrio em que foi constatado que o DMSO potencializa o efeito deletério do perdxido de
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hidrogénio (Figuras 4aA e 4aB). Sendo o DMSO o solvente utilizado para obtencdo da
solucdo de flavondides, fez-se necessario a adicdo do mesmo de forma a minimizar a

interferéncia deste nos ensaios de avaliacdo da capacidade citoprotetora dos flavondides

testados.
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Figura 3a- Avaliagdo da viabilidade celular na presenca de perdxido de hidrogénio — Ensaio agudo. Células
BRIN-BD11 (3x10° células/pogo) permaneceram por 2 horas / 37° C/ 5% CO, na presenca de diferentes
concentragdes de peroxido de hidrogénio e de 0,032% de DMSO. Os dados sdo representativos de 4
experimentos independentes com n = 16. *** p < 0,001 diferencga estatisticamente significativa em relaco ao
controle DMSO = CTL DMSO (auséncia de perdxido de hidrogénio e presenca de 0,032% de DMSO). Os

resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média e analisados por andlise de variancia ANOVA
(p<0,05).
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Figura 4a — Avaliacdo da viabilidade celular na presenca de peréxido de hidrogénio — Ensaio cronico. (A)
Células BRIN-BDll(l,leO5 células/pogo) permaneceram por 24 horas / 37°C / 5% CO, na presenga de
diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio e de 0,032% de DMSO. Os dados séo representativos de 2
experimentos independentes com n = 12. *** p < 0,001 diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao
controle (CTL). (B) Células BRIN-BD11(1,5x105 células/poco) foram cultivadas por 24 horas / 37°C / 5% CO,
na presenca de diferentes concentraces de peroxido de hidrogénio (auséncia de DMSO). Os dados sdo
representativos de 5 experimentos independentes com n > 6. *** p < 0,001 diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controle. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média e
analisados por analise de variancia ANOVA (p<0,05). CTL = controle (auséncia de DMSO); CTL DMSO =

controle DMSO (presenga de 0,032% de DMSO).
A partir da curva de regresséo linear, o IC50 obtido para o peréxido de hidrogénio em
células BRIN-BD11 foi de aproximadamente 350 uM em duas horas (ensaio agudo) e 75 uM

para 0 ensaio em 24 horas (cronico). Este resultado ndo corroborou com o obtido por Michalska
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et al. (2010), que afirmaram ser a dose de 88 UM de peroxido de hidrogénio sub-letal para as
células BRIN-BD11 ap0s 24 horas de exposi¢do. Entretanto os autores nao apresentaram uma
curva de viabilidade na presenca de diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio, além
de ndo mencionarem a adicdo do solvente utilizado para solubilizacdo das drogas testadas nos
ensaios de citoprotecdo, diferindo desta forma do nosso protocolo.

A adicdo do DMSO parece ser o principal fator que desencadeou a maior
sensibilizacdo das células BRIN-BD11 ao peroxido de hidrogénio, sendo que ao testarmos o
efeito do perdxido de hidrogénio na auséncia do DMSO (Figura 4aB) também verificamos que
dose igual ou até superior a 88 UM ainda eram sub-letais apos 24 horas de exposicao, sendo
verificado morte celular apenas a partir de 125 uM de peréxido. Kimoto et al. (2003), também
verificaram uma significativa reducdo na viabilidade de células secretoras de insulina
(linhagem MING — derivada de camundongo), apds 6 horas de exposi¢cdo a 150 uM de peroxido
de hidrogénio, sendo a viabilidade celular reduzida para 29,3%. Esses resultados comprovam a
citotoxicidade do peroxido de hidrogénio, uma das principais espécies reativas de oxigénio
geradas em situacfes de hiperglicemia e hiperlipidemia, sobre células secretoras de insulina,
podendo ser a utilizacdo deste in vitro um bom modelo de inducdo de estresse oxidativo, e
assim ser empregado como ferramenta para avaliacdo da capacidade antioxidante e

citoprotetora de diferentes compostos.

Avaliacao do efeito citoprotetor dos flavondides rutina e hesperidina

Vaérios estudos demonstram o efeito citoprotetor de diferentes flavonoides sobre
células secretoras de insulina. Xiong et al. (2006), verificaram efeito citoprotetor do pré-

tratamento por 48 horas com diferentes concentragdes do flavonoide puerarina (10, 50 e 100
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M) em ilhotas pancreaticas expostas posteriormente ao peroxido de hidrogénio (500 uM) por
duas horas, sendo observados efeitos positivos (protetor) do flavondide através da reducdo da
morte celular (taxa de apoptose). Entretanto, como € possivel evidenciar na figura 5a os
flavonoides rutina (Figura 5aA) e hesperidina (Figura 5aB) ndo demonstratram efeitos
citoprotetores em células BRIN-BD11 nas concentracbes testadas frente ao estresse

simultaneo causado pelo perédxido de hidrogénio (CTL H,0, 75 uM).
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Figura 5a — Avaliacdo do efeito citoprotetor dos flavondides Rutina e Hesperidina. Células BRIN-BD11
(1,5x10° células/pogo) foram cultivadas por 24 horas/37°C/5% CO, na auséncia ou presenca de duas
concentragdes de peroxido de hidrogénio - sub-letal (37,5 uM) e letal (75 pM) - e dos flavondide rutina (A) e
hesperidina (B) nas seguintes concentracdes: 2,5; 5; 10 HM. Os resultados S30 expressos como média + erro
padrdo da média e analisados por analise de variancia ANOVA (p<0,05). Os dados sdo representativos de 2
experimentos independentes com n > 7. *** p < 0,001 diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
controle. CTL= controle (auséncia de DMSO); CTL DMSO = controle DMSO (0,032% de DMSO).
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Estudos recentes demonstram efeito citoprotetor dos flavonodides sobre células
submetidas a estresse oxidativo (CHEN et al., 2010b; ECHEVERRY et al., 2010). Entretanto,
na grande maioria deles foi realizado o pré-tratamento com os flavonoides, antes da submisséo
das células a situacdo de estresse, demonstrando desta forma uma eficiéncia preventiva dos
flavondides. Desse modo, uma provavel explicagdo para a auséncia de citoprotecdo
demonstrada pelos flavondides rutina e hesperidina sobre células BRIN-BD11, pode advir do
fato dos flavondides terem sido adicionados simultaneamente ao perdxido de hidrogénio, e
talvez esse seja um ponto crucial para a acdo dos mesmos. Nessa situacdo simultanea, 0s
flavondides rutina e hesperidina podem estar sendo rapidamente comprometidos na
neutralizacdo direta das moléculas de peroxido de hidrogénio. A partir dos nossos resultados,
foi possivel verificar que este efeito parece ser insuficiente na protecdo, além de possivelmente
diminuir a disponibilidade dos mesmos para estimulagdo de defesas celulares, como por
exemplo, aumento da expressdo e ou atividade de enzimas antioxidantes. Uma segunda
hipGtese que pode contribuir para o ocorrido é a concentracdo de flavondide utilizada no
ensaio. As células pancredticas sdo caracterizadas pela baixa atividade e expressao de enzimas
antioxidantes (LENZEN; DRINKGERN; TIEDGE, 1996), sendo assim é provavel que as
concentracOes utilizadas dos flavonoides para os ensaios ndo tenham sido suficientes para
promover significativa neutralizacdo do agente oxidante, portanto, uma acdo scavanger
limitada pela concentragdo. Em suma, é possivel que os flavonoides tenham agido para
neutralizar o perdxido de hidrogénio, contudo a quantidade utilizada pode nédo ter sido
suficiente para que todo o peroxido fosse impedido de causar danos celulares. Além disso,

sendo todo, ou grande parte, do suprimento de flavonoide recrutado para esta neutralizagédo
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ndo houve a possibilidade deste agir sobre as células de modo a estimular as defesas
antioxidantes, prevalecendo os danos causados pelo perdxido de hidrogénio, observados pela
reducdo da viabilidade celular.

Sendo assim, possivelmente uma exposi¢do prévia das células ao flavonoide antes de
submeté-las ao estresse oxidativo possa apresentar uma acdo mais efetiva, reforcando assim
um carater preventivo dos flavonoides como agentes citoprotetores, devendo ser consumido de
forma a garantir uma melhora da capacidade protetora celular frente a eventuais situacfes que
conduzam ao estresse oxidativo. Assim o consumo destes flavondides, tais como a rutina e a
hesperidina, quando as células ja se encontram sob estresse oxidativo parece nao ser eficiente.
Além disso, destaca-se a importancia da dose utilizada destes compostos, sendo provavel que
células ja expostas ao estresse oxidativo necessitem de doses maiores para que se possa obter

um efeito citoprotetor significativo.

Efeito citoprotetor do pré-tratamento com os flavondides rutina e hesperidina

Diversos estudos tém demonstrado efeitos positivos do pré-tratamento com flavondides
em diferentes tipos celulares. Como por exemplo, os estudos conduzidos por Gong et al.
(2010) em que foi realizado o pré-tratamento por 2 horas de células endoteliais humanas
(isoladas do corddo umbilical) com rutina (20, 50 e 100 uM) e em seguida expostas a 200 uM
de peroxido de hidrogénio (12 horas), sendo que a rutina promoveu um aumento significativo
da viabilidade celular nas concentrac@es de 50 e 100 uM. Kim et al. (2007) também obteve
citoprotecdo de um modo dose-dependente em células secretoras de insulina (RINm5f )
através do pré-tratamento por 3 horas com o flavonoide genisteina (5, 10, 20 e 40 uM) , sendo

estas células submetidas a citocinas por adicionais 48 horas. Nos trabalhos realizados por
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Xiong et al. (2006) também s&o relatados efeitos benéficos, como por exemplo, a diminuigédo
da apoptose e aumento da atividade de enzimas antioxidantes no pré-tratamento por 48 horas
com o flavondide puerarina (10, 50 e 100 uM), em ilhotas pancreaticas de ratos Wistar
submetidas ao estresse oxidativo induzido pela exposicdo a 500 puM de perdxido de hidrogénio
(concentracédo que inibe aproximadamente 50% da viabilidade celular) por 2 horas.

Contudo, como é possivel notar na figura 6a, ndo encontramos efeitos citoprotetores no
pré-tratamento por 24 horas com os flavondides rutina e hesperidina (10 uM) em células
secretoras de insulina (BRIN-BD11) expostas por adicionais 2 horas a 350 M de perdxido de

hidrogénio (concentracdo que inibe aproximadamente 50% da viabilidade celular).
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Figura 6a- Avaliacdo do efeito citoprotetor do pré-tratamento com os flavondides Rutina e Hesperidina. Células
BRIN-BD11 (1,5x10° células/pogo) foram cultivadas por 24 horas/ 37°C/ 5%CO, na auséncia ou presenca de 10
MM dos flavonoides rutina ou hesperidina. Apds o tratamento com os flavondéides as células foram submetidas a
estresse oxidativo por 2 horas de exposicdo ao perdxido de hidrogénio (350 pM). Os resultados sdo expressos
como média + erro padrdo da média e analisados por andlise de variancia ANOVA (p < 0,05). Os dados sdo
representativos de 2 experimentos independentes com n > 7. *** p < (0,001 diferenca estatisticamente
significativa em relagéo ao grupo controle DMSO = CTL DMSO (presenca de 0,032% de DMSO)

E possivel que a concentragdo utilizada em nossos ensaios ndo tenha sido suficiente

para impedir a acdo toxica do perdxido de hidrogénio, sendo provavel que aumentando a
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concentracdo se potencialize o efeito antioxidante dos flavondides. Desse modo, o efeito
citoprotetor em nossos ensaios de pré-tratamento, mais uma vez, pode ter sido limitado pela
concentracdo ndo havendo uma quantidade suficiente de flavonoide para uma acao efetiva, por
exemplo, sobre enzimas antioxidantes, melhorando a capacidade das células BRIN-BD11 de
reagir contra os danos causados pelo peréxido de hidrogénio. Como citado anteriormente estas
células sdo caracterizadas por apresentarem baixos niveis de expressdo e atividade de enzimas
antioxidantes (LENZEN; DRINKGERN; TIEDGE, 1996). E possivel que os flavondides
rutina e hesperidina no pré-tratamento tenham atuado sobre as enzimas antioxidantes,
entretanto a concentracdo ndo foi suficiente ndo apresentando efeito significativo. Em sintese,
S80 necessarios novos experimentos em concentracdes mais elevadas dos flavondides rutina e
hesperidina, respeitando-se os limites de citotoxicidade, para que se possa otimizar os efeitos

citoprotetores dos mesmos, além de estabelecer a dose ideal para uma acdo efetiva.

Determinacdo da secrecdo de insulina na presenca dos flavondides rutina e
hesperidina

O horménio insulina é o principal regulador da homeostase da glicose em condicGes
fisiolégicas, promovendo a captacdo, armazenamento e rapida utilizacdo deste acucar por
praticamente todos os tecidos, principalmente os musculos, tecido adiposo e figado
(OLIVEIRA, 2003). Desse modo compostos que atuem de forma positiva sobre a secrecéo de
insulina podem ser Uteis na manutencao da normoglicemia e possivelmente na prevencao e/ou
tratamento do diabetes mellitus.

Alguns flavondides sabidamente apresentam acdo insulinotropica. Um dos principais

exemplos € a genisteina, flavondide derivado da soja, que apresenta acdo dose-dependente
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sobre a secrecdo de insulina induzida por glicose. Essa acdo foi verificada tanto sobre
linhagens celulares (INS-1 e MING) quanto sob ilhotas pancreaticas isoladas de camundongos.
Esse efeito insulinotropico da genisteina é atribuido ao aumento da concentracéo intracelular
de AMPc e consequente ativacdo da PKA (proteina quinase A) (LI1U et al., 2006).

A avaliacdo da secrecdo de insulina nas células BRIN-BD11 foi determinada por
radioimunoensaio, apos exposicdo das células por 24 horas a diferentes concentracdes dos
flavonoides isolados rutina e hesperidina em meio de cultura contendo 11,1 mM de glicose.
Neste ensaio observou-se que ndo ocorreu alteracdo na secre¢do de insulina, ja que ndo houve
diferenca estatistica entre a secrecdo verificada nas células controle (CTL) e 0s grupos

expostos aos flavonoides (Figura 7aA e 7aB).
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Figura 7a — Avaliacdo do efeito dos flavonoides Rutina e Hesperidina na secrecdo de insulina. Células BRIN-
BD11 (1,5x10° células/poco) foram cultivadas por 24 horas/ 37°C/ 5% CO, na auséncia ou presenca de diferentes
concentragdes (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 pM) de rutina (A) e hesperidina (B). Os resultados sdo expressos
como média + erro padrdo da média e analisados por analise de varidncia ANOVA (P<0,05). Os dados sdo
representativos de 1 (rutina) ou 2 (hesperidina) experimentos independentes com n = 8. CTL = controle (auséncia
de DMSO); CTL DMSO = controle DMSO (presenga de 0,032% de DMSO).

Entretanto, ao contrario do que foi verificado em nossos ensaios in vitro, Akiyama et
al. (2010) observaram um aumento dos niveis de insulina no soro de ratos Wistar com diabetes
induzido por estreptozotocina ap6s o tratamento com hesperidina (10 g/Kg) por 4 semanas,
sendo a secrecdo de insulina superior a do grupo controle (ndo-diabético). Este resultado

evidenciou ndo apenas um efeito citoprotetor, impedindo a queda da secre¢do de insulina
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induzida pela estreptozotocina, quanto um efeito insulinotrépico, potencializando a secrecéo
basal de insulina. Além da hesperidina, a rutina (100 mg/Kg) também aumentou o nivel de
insulina no plasma de ratos com diabetes induzido por estreptozotocina em relacdo aos
animais diabéticos sem tratamento com rutina. Contudo, ratos normais tratados com a mesma
dose de rutina ndo apresentaram efeitos nos niveis de insulina no plasma (PRINCE;
KAMALAKKANNAN, 2006). Este resultado evidencia o efeito citoprotetor da rutina,
evitando a queda da secrecdo de insulina nos ratos tratados com estreptozotocina, entretanto,
assim como verificado em nosso estudo, a rutina ndo apresentou efeito insulinotropico sobre
células pancreéticas normais (ratos controle).

Como os flavonoides testados em nosso trabalho sdo glicosidicos, uma provavel causa
que pode explicar a diferenca dos nossos resultados em comparagdo com estudos in vivo, vem
do fato de que alguns trabalhos defendem a teoria de que estes flavonodides necessitam de
modificagdes estruturais para tornarem-se mais ativos. No intestino, os flavonoides
glicosidicos podem ser modificados para as formas aglicanas através de enzimas intestinais ou
pela microflora e dessa forma séo entdo absorvidos (WILLIAMSON et al., 2000; CRESPY et
al., 2003; MANACH et. al., 2005)

Muito pouco da rutina, por exemplo, é absorvida na sua forma intacta, sendo
metabolizada pela microflora intestinal para compostos que sdo facilmente absorvidos
(WINTER et al., 1989). Ha indicios de que para a sua absorcdo a hesperidina deva ser
convertida por beta-glicosidases secretadas pela microflora intestinal, para a forma de
hesperitina (MANACH et al., 2003). Desse modo é possivel que os flavonoides rutina e
hesperidina na sua forma original ndo atuem eficientemente sobre a secrecdo de insulina em

células BRIN-BD11 sendo necessarias modificacdes em sua estrutura que facilitariam sua
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absorcéo e que os tornariam mais eficientes para atuarem sobre a secrecdo de insulina, assim
como em outros processos celulares.

Contudo, € importante ressaltar que a questdo da absorcéo intestinal de flavonoides
glicosidicos ainda € um assunto muito controverso. Ha estudos em humanos que demonstram
que flavonoides nesta forma também podem ser eficientemente absorvidos. Hollman et al.
(1995), por exemplo, apresentaram que a quercetina em sua forma glicosidica foi melhor
absorvida (52%) do que em sua forma aglicana (24%). Neste estudo foi demonstrada também

uma significativa absorcéo (17%) da quercetina rutinosidica (rutina).

Atividade da enzima glutationa peroxidase na presenca dos flavondides rutina e
hesperidina

Para evitar o ataque de espécies reativas 0s organismos desenvolveram um sistema
enddgeno de defesa antioxidante. Um dos importantes componentes deste sistema € a enzima
glutationa peroxidase (GSH-Px), uma das mais importantes defesas contra o ataque mediado
por perdxidos organicos e peroxido de hidrogénio (VASCONCELOS et al., 2007).

E bem caracterizada a capacidade de flavonoides como sequestradores de espécies
reativas e antioxidantes. Além disso, ha evidéncias de que os flavondides podem atuar
aumentando o potencial de defesas antioxidantes enddgenas, induzindo principalmente o
aumento da atividade e/ou expressdo de varias enzimas antioxidantes (MASELLA et al.,
2005).

Em nosso estudo, avaliamos o efeito dos flavonoides rutina e hesperidina na atividade
da enzima glutationa peroxidase em células BRIN-BD11, uma vez que um aumento na

atividade desta enzima seria um indicativo da eficiéncia deste flavonoide na elevacdo da
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capacidade antioxidante e de protecdo das células secretoras de insulina. A partir da analise da
figura 8a, € possivel verificar que ambos os flavondides nao tiveram efeito sobre a atividade
da GSH-Px , comparado ao grupo controle (auséncia de flavondide). Em ensaios realizados in
vivo, Prince e Kamalakkannan (2006) observaram um aumento no péancreas de ratos com
diabetes mellitus induzido por estreptozotocina da atividade das enzimas antioxidantes SOD,
catalase e GSH-Px apds o tratamento dos animais com rutina (100 mg/Kg). A rutina, nessas
condicdes, impediu a reducdo da atividade destas enzimas antioxidantes verificada nos

animais diabéticos, entretanto ndo teve efeito sobre a atividade enzimatica dos ratos normais.
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Figura 8a — Avaliacdo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) na presenca dos flavondides
rutina (R) ou hesperidina (H) (10 pM). Células BRIN-BD11 (5x10° células/pogo) foram cultivadas em placas de
6 pocos por 24 horas a 37°C / 5% CO,. Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo da média e
analisados por anélise de variancia ANOVA (p < 0,05). Os dados sdo representativos de 2 experimentos
independentes com n = 3. CTL DMSO = controle DMSO

Assim como a rutina, a hesperidina também parece ter um efeito significativo na
atividade de enzimas antioxidantes in vivo. Em um estudo realizado por Ibrahim (2008), a
inducdo do diabetes mellitus por estreptozotocina, que sabidamente é acompanhada de estresse
oxidativo, promoveu uma supressdo da atividade das enzimas antioxidantes no cérebro dos

ratos tratados com a droga. Ja o tratamento dos ratos diabéticos com hesperidina (200
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mg/Kg) restaurou a atividade das enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase e superéxido
dismutase).

Apesar de ndo ter sido verificado em nosso estudo, aumento da atividade da GSH-Px
sobre celulas secretoras de insulina normais (BRIN-BD11), esse resultado ndo descarta a
possibilidade dos flavonoides rutina e hesperidina terem efeito protetor em uma condicao
diferente, como por exemplo, em uma situacdo de estresse oxidativo induzido. Como
mencionado anteriormente, alguns estudos evidenciaram efeito tanto da rutina como da
hesperidina sobre a atividade da GSH-Px, entretanto nesses estudos, realizados in vivo, 0s
animais e consequentemente suas células B foram submetidas a estresse oxidativo induzido
por droga com o intuito de desenvolver diabetes. Sendo assim uma hipdtese para explicar este
efeito citoprotetor apresentado pelos flavondides em condicéo de estresse oxidativo seria a de
gue estes podem atuar indiretamente sobre as defesas antioxidantes enddgenas. Estes atuariam
prevenindo, mesmo que parcialmente, as espécies reativas de causarem danos oxidativos nas
células pela neutralizacdo destes agentes oxidantes e desta forma prevenindo o
comprometimento das biomoléculas, entre elas as préprias enzimas antioxidantes pré-
formadas. Sendo assim, os flavondides rutina e hesperidina, assim como verificado em nosso
estudo, ndo teriam um efeito preventivo, ou seja, agindo de forma a potencializar a capacidade
antioxidante celular a partir do aumento da atividade e/ou expressdo das enzimas
antioxidantes, mas parecem ter um efeito direto de neutralizacdo de agentes oxidantes
(espécies reativas) e desta forma prevenindo danos, entre eles a reducdo das defesas

enzimaticas em geral verificada quando a célula é exposta a condicGes de estresse oxidativo.



Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

Agradecimentos
Este trabalho foi apoiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico-CNPq e Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-CAPES.

Referéncias Bibliogréaficas

As referéncias citadas neste capitulo estdo listadas ao final da dissertacdo em um unico

topico com todas as demais referéncias.

75



Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

5 Consideragdes finais

Apesar de apresentarem baixa toxicidade, os flavonoéides rutina e hesperidina nas
condicdes testadas nao apresentaram significativo efeito na citoprotecdo das células secretoras
de insulina em condi¢bes normais ou quando submetidas a estresse oxidativo induzido por
perdxido de hidrogénio. Além disso, apesar de varios indicios de efeitos insulinotrépicos de
flavonoides, a rutina e a hesperidina também ndo tiveram efeito sobre a secrecdo de insulina
em células BRIN-BD11. Entretanto, em muitos estudos verifica-se efeito citoprotetor e
insulinotropico de flavondides apenas em condicOes de exposicao das células ou organismos a
situacdo de estresse oxidativo. Desse modo, futuros experimentos sdo necessarios para
elucidar os possiveis efeitos dos flavondides rutina e hesperidina em condicdes de estresse,
assim como para determinar o provavel mecanismo de acdo destes compostos, além de avaliar

sua eficiéncia como possiveis agentes antidiabéticos.
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