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RESUMO

A rutina é um tipo de flavonoide encontrado nas
plantas e de grande interesse farmacologico, ja que
muitas propriedades tém sido atribuidas a rutina,
incluindo antialérgica, anti-inflamatoéria, antitumoral
e principalmente antioxidante. O objetivo deste
estudo foi proporcionar um maior conhecimento
sobre a capacidade antioxidante celular da rutina
utilizando linhagens de S. cerevisiae proficiente e
deficiente em defesas antioxidantes. As linhagens de S.
cerevisiae (Sodwt, Sod1A, Sod2A, Sod1ASod2A, CatlA,
Sod1ACat1A) foram expostas as varias concentracées da
rutina em trés diferentes condicoes de tratamento (pré-
tratamento, co-tratamento e poés-tratamento) e assim
verificar se a rutina inibe o efeito oxidativo do peréxido
de hidrogénio, permitindo o aumento da sobrevivéncia
das linhagens testadas. Os resultados obtidos mostram
que a rutina diminui significativamente os danos
oxidativos nas linhagens de S. cerevisiae nas condicdes
de pré-tratamento, co-tratamento e pés-tratamento,
demonstrando que a rutina apresenta uma elevada
capacidade antioxidante celular, sendo importante na
protecio ao estresse oxidativo induzido.
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INTRODUCAO

A rutina (Figura 1) é um tipo de flavonoide
encontrado nas plantas e de grande interesse farmacologico
para saide humana, ja que muitas propriedades tém
sido relatadas e atribuidas para a rutina, incluindo
antialérgica, anti-inflamatoria, antitumoral, antibacteriano,
propriedades antiplaquetarias, antiespasmodico, antivirais,
antitlcera, antidiarreico, vasodilatador, citoprotetora, anti-
hipertensivo, antimutagénica e protecdo contra o estresse
nitrosativo e lesdo hepatocelular (Calabro et al., 2005;
Domitrovic et al., 2012; Janbaz et al., 2002; Mahmoud,
2012; Yang et al., 2008). Existem outros estudos que
mostra um efeito dose resposta da rutina na inibigdo da
peroxidagdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
atividade antioxidante pela eliminag@o de espécies reativas
de oxigénio, tais como radical hidroxila (OHe), anion
radical superdxido (O2+—) e radical perdxido (R-O-O¢)
(Caillet et al., 2007; Jiang et al., 2007; Calabro et al., 2005).
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Figura 1: Estrutura quimica da rutina.

Muitas das agoes bioldgicas dos flavonoides podem
estar relacionadas as suas propriedades antioxidantes
e devido a sua estrutura quimica, podem atuar como
doadores de hidrogénio e supressores de oxigénio singleto,
além do seu potencial quelante (Williams et al., 2004). Os
mecanismos precisos pelos quais os flavonoides exercem
suas acgOes benéficas, principalmente como antioxidantes,
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precisam ainda ser bem conhecidos, ja que muitas das
informagdes disponiveis sdo insuficientes ¢ os principais
ensaios antioxidantes utilizados sdo in vitro.

Na literatura cientifica varios métodos in vitro sao
utilizados para avaliar capacidade antioxidante de uma
variedade de substincias quimicas e estes métodos podem
ser a base para a realizagdo de estudos antioxidante in
vivo. Os métodos mais utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante sdo o DPPHe (2,2-difenil-1-picril-hidrazila),
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) ou
ABTSe+ (4cido  2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico), ORAC (Oxygen radical absorbance capacity),
FRAP (Ferric-Reducing Ability of Plasma), TRAP (Total
Radical — Trapping Antioxidant Parameter), CUPRAC
(Cupricions Cu®* reducing antioxidant power) e métodos
de peroxidagdo lipidica (Moon & Shibamoto, 2009).
Mesmo com os métodos descritos anteriormente, ¢é
de suma importancia a avaliagdo antioxidante sobre a
sobrevivéncia celular por meio de células vivas e oxidantes
fisiologicamente relevantes.

Apesar da extensa caracterizagdo antioxidante in
vitro da rutina, mais estudos precisam ser realizados com
ensaios que abordem o potencial antioxidante em nivel
celular, como o ensaio que utiliza linhagens mutantes de
Saccharomyces cerevisiae proficientes e deficientes em
defesas antioxidantes. Apos o tratamento com uma substancia
quimica, um aumento no crescimento das linhagens de S.
cerevisiae contra o estresse oxidativo induzido serve como
um indicativo de capacidade antioxidante (Wu ef al., 2011).
A utilizacdo de S. cerevisiae como um sistema de modelo
para o estudo da resposta ao estresse oxidativo, demonstra
ser bastante util para avaliar se um produto quimico apresenta
capacidade antioxidante ou pro-oxidante, ja que suas defesas
antioxidantes sdo semelhantes aos de organismos superiores
(Frassinetti et al., 2012). Danos oxidativo a proteinas,
lipidios, acidos nucléicos e ao sistema de defesa contra o
estresse oxidativo sdo basicamente semelhante em todos os
niveis de organizagdo celular, o que torna S. cerevisiae um
organismo de referéncia para avaliagdo antioxidante in vivo
(Roehrs et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi proporcionar um
maior conhecimento sobre a capacidade antioxidante da
rutina frente ao dano oxidativo induzido em linhagens
de S. cerevisiae proficiente e deficientes em defesas
antioxidantes, como as enzimas superoxido dismutase e
catalase.

MATERIAL E METODOS

Rutina

Para avaliacdo antioxidante utilizando linhagens
de S. cerevisiae, a rutina (MP Biomedics, CAT NO-
102824, LOT NO-5744E) foi dissolvida em DMSO
(dimetilsulfoxido) e diluida em agua destilada. Para evitar
interferéncia nos resultados antioxidantes, a concentragdo
de DMSO na solugéo final ndo excedeu 0,01%. A solucdo
da rutina foi esterilizada antes da realizagdo do teste e as
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concentragdes utilizadas foram de 25pg/mL, 50pg/mL,
100pg/mL, 150pg/mL, 250pg/mL e 500pg/mL.

Linhagens de levedura S cerevisiae e as condicdes
de crescimento

As linhagens de S. cerevisiae proficiente e deficiente
em Superdxido dismutase (Sod) e Catalase (Cat) foram
gentilmente cedidas pelo grupo de pesquisa em Genética
Toxicologica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) e estdo descritas na Tabela 1. As linhagens de
S. cerevisiae foram replicadas em meio YEPD solido (1%
extrato de levedura, 2% de glicose, 2% de peptona e 2% de
agar) e armazenadas em condi¢des apropriadas.

Avaliacio da capacidade antioxidante celular

Para avaliacdo antioxidante celular da rutina, foi
utilizada a metodologia do disco central segundo Fragoso
et al. (2008), com algumas modificagdes. Foram utilizadas
linhagens em fase estacionaria (2x10[] células/mL) de S.
cerevisiae, que depois foram lavadas e resuspensas em
solugdo salina estéril (NaCl a 0,9%) para uma concentragdo
final de tratamento de 1 x 107c¢lulas/mL.

As linhagens de S. cerevisiae (Sodwt, SodlA,
Sod2A, Sod1ASod2A, CatlA, Sod1ACat1A) foram expostas
as concentragdes da rutina em trés diferentes condigdes de
tratamento, sendo pré-tratamento, co-tratamento e pos-
tratamento. No pré-tratamento, as concentragdes da rutina
foram adicionadas primeiramente em um disco de papel
filtro no centro da placa de YEPD e trés horas depois,
adicionou-se o agente estressor peroxido de hidrogénio.
No co-tratamento, foram adicionados simultaneamente
as concentracdes da rutina e o agente estressor peroxido
de hidrogénio no disco de papel filtro. No pds-tratamento
adicionou-se, primeiramente o perdxido de hidrogénio
e trés horas apos, adicionaram-se as concentragdes da
rutina. Apds 48 horas de incubagdo em estufa a 30°C,
mediu-se o halo de inibi¢do do crescimento em milimetros
(mm) desde a margem do disco de papel-filtro para o
inicio do crescimento celular. Os valores podem variar
de 0 mm (crescimento completo) a 30 mm (auséncia de
crescimento), sendo estes valores o tamanho da placa de
petri. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Em
cada avaliacdo, as linhagens foram estriadas em placa de
YEPD contendo no centro um disco de papel filtro, que ¢é
adicionado 10puL da rutina e do perdxido de hidrogénio (40
mM). Um controle com somente o peroxido de hidrogénio
foi realizado para todas as linhagens de S. cerevisiae.

Analise estatistica

O resultado antioxidante ¢ o valor da média +
DP (desvio padrio) de trés experimentos, sendo que
cada experimento foi realizado em triplicata para cada
tratamento. A estatistica foi realizada utilizando analise de
variancia (ANOVA) e as diferencas significativas entre as
médias foram determinadas pelo teste de Tukey, através do
programa GraphPad Prism 5.01. Valores de p<0,05 foram
considerados significativamente diferentes.
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Tabelal: Descrigao das linhagens de S. cerevisiae usadas na avaliagdo antioxidante.

Descri¢io Genétipo

Deficiéncia em defesas enzimaticas Origem

EG103 (Sodwt)
EG118 (Sod1A)
EG110 (Sod2A)

MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52
Sod1::URA3 all other markers as EG103
Sod2::TRP1 all other markers as EG103

Sodl1::URA3 Sod2::TRP1 double mutant all other

EG133 (Sod1ASod2A) markers as EG103

EG223 (CatlA)
EG (Sod1ACat1A)

EG103, except Catl:: TRP1
EG103, except Sod1l:: URA3 and Catl::TRP1

Nenhum Edith Gralla, Los Angeles

Cu-Zn superdxido dismutase (citosolica) Edith Gralla, Los Angeles

Mn superoxido dismutase (mitocondrial) Edith Gralla, Los Angeles

Superoxido dismutase citosolica e mitocondrial Edith Gralla, Los Angeles

Catalase Citosolica Edith Gralla, Los Angeles

Cu-Zn superoxido dismutase e catalase citosélica ~ Edith Gralla, Los Angeles

Tabela 2. Capacidade antioxidante celular da rutina em linhagens de S. cerevisiae.

Trat: to/ Linh de S. Rutina
Atividade cerevisiae 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 150pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL
Sodwt v v v v v v
Sod1 v v v v v v
Co-tratamento/ Sod2 v v v v v v
Antioxidante Sod1Sod2 v v v v v v
Catl v v 4 v 4 v
SodlCatl v v v v v v
Sodwt v v v v v v
Sodl v v v v v v
Pré-tratamento/ Sod2 v v v v v v
Antioxidante Sod1Sod2 v v v v v v
Catl v v v v v v
SodlCatl v v v v v v
Sodwt v v v v v v
Sod1 v 4 v v v v
Pés-tratamento / Sod2 v v v v v v
Antioxidante Sod1Sod2 v v v v v v
Catl v 4 v v v v
SodlCatl v v v v v v
v Atividade observada
Sodwt Sod1 Sed2

RESULTADOS

No pré-tratamento, co-tratamento e pos-tratamento
(Figura 2 e 3), pdde-se observar uma tendéncia a diminui¢ao
na inibi¢gdo do crescimento e consequente aumento da
sobrevivéncia das linhagens de S. cerevisiae (Sodwt,
SodlA, Sod2A, Sod1ASod2A, CatlA, SodlACatlA) em
todas as concentrag¢des da rutina, de forma estatisticamente
significativa em relacdo aos resultados do agente estressor
peroxido de hidrogénio.
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Figura 2. Capacidade ant10x1dante da rutina frente ao dano
oxidativo induzido em linhagens de S. cerevisiae no pré-
tratamento. aSignificincia em relagdo ao agente estressor (H202).
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Figura 3. Capacidade antioxidante da rutina frente ao dano
oxidativo induzido em linhagens de S. cerevisiae no co-
tratamento. aSignificancia em relagdo ao agente estressor
(H202).

No pré-tratamento e co-tratamento (Figura 2 e 3),
a rutina apresentou capacidade antioxidante significante
para todas as linhagens de S. cerevisiae de maneira dose-
dependente, inibindo o efeito oxidativo do peroxido de
hidrogénio e permitindo o aumento da sobrevivéncia
das linhagens testadas. A concentracdo de 500 pg/
mL foi a que mais apresentou capacidade protetora ou
antioxidante, demonstrando que uma concentragao elevada
da rutina é necessaria para anular os efeitos oxidantes
do peroxido de hidrogénio. Como esperado, a linhagem
de S. cerevisiae selvagem (Sodwt) apresentou um maior
nivel de sobrevivéncia no pré-tratamento e co-tratamento,
enquanto as linhagens de S. cerevisiae deficientes em
defesas antioxidantes foram mais sensiveis ao peroxido
de hidrogénio (Figura 2 e 3), sugerindo a importancia da
enzima superdxido dismutase na prote¢dao celular contra
o stress oxidativo. E importante notar que a capacidade
antioxidante da rutina foi observada na linhagem Sodwt
bem como nas linhagens deficientes em superdxido
dismutase (Sod1A, Sod2A e Sod1ASod2A), sugerindo que o
seu efeito protetor pode aumentar a atividade da superéxido
dismutase, demonstrando o papel chave da rutina na defesa
antioxidante celular. A prote¢do proporcionada pela rutina
contra o peroxido de hidrogénio parece ser necessaria
também para a linhagem mutante CatlA e a duplo mutante
Sod1ACatlA, pois elas foram capazes de adquirir tolerancia
ao estresse oxidativo com a diminui¢do da inibigdo de
crescimento no pré-tratamento e co-tratamento (Figura 2
e 3).
No pos-tratamento (Figura 4), as linhagens de
S. cerevisiae foram primeiramente expostas ao dano
oxidativo provocado pelo peroxido de hidrogénio, e apods
trés horas foi adicionado a rutina em varias concentragdes
para verificar o comportamento das linhagens de S.
cerevisiae. A figura 4 mostra um comportamento parecido
com o pré-tratamento e co-tratamento, no qual as linhagens
de S. cerevisiae na presenga da rutina apresentaram
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um aumento na taxa de sobrevivéncia com diminuigdo
na inibigdo do crescimento em todas as concentracdes
testadas quando comparadas com os resultados do agente
estressor peroxido de hidrogénio. Observou-se também,
que para a linhagem de S. cerevisiae selvagem (Sodwt), foi
a que apresentou a menor taxa de inibi¢ao de crescimento
quando comparado com as linhagens mutantes. A Figura
4 mostra que as linhagens SodlA, Sod2A e Sod1ASod2A
apresentam também um aumento da sobrevivéncia com
diminuicao de inibigdo de crescimento quando pos tratadas
com a rutina nas concentragdes de 25 pug/mL, 50 pg/mL,
100 pg/mL, 150 pg/mL, 250 pg/mL e 500 pg/mL. Este
efeito antioxidante ¢ também evidente para a linhagem
mutante CatlA e a linhagem duplo mutante Sod1ACatlA
para todas as concentragdes da rutina testadas de forma
significante para os resultados do perdxido de hidrogénio.
Foi na concentragdo de 500 pg/mL que as linhagens de
S. cerevisiae apresentaram uma menor taxa de inibigdo
quando comparado com a inibig¢do induzida pelo peroxido
de hidrogénio (Figura 4).

Os resultados obtidos na avaliagdo antioxidante da
rutina no pré-tratamento, co-tratamento e pos-tratamento
foram bastante parecidos e podem ser resumidos como
demonstrado na tabela 2.
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Figura 4. Capacidade antioxidante darutina frente ao dano
oxidativo induzido em linhagens de S. cerevisiae no pds-
tratamento. aSignificancia em relagdo ao agente estressor
(H202).

DISCUSSAO

Em condigdes fisiologicas normais, danos celulares
oxidativo sdo impedidos pelas defesas antioxidantes que
neutralizam as espécies reativas de oxigénio. Mas, em
condigdes de estresse oxidativo, as células sdo incapazes
de lidar adequadamente com espécies reativas de oxigénio,
0 que pode levar a célula a sofrer algum tipo de dano. Por
isso, existe um grande interesse no uso de antioxidantes
naturais como potenciais agentes terapéuticos que possam
neutralizar as espécies reativas e os consequentes danos
oxidativos.
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O flavonoide rutina ¢ considerado um potente
antioxidante e sua propriedade biologica tem sido
extensivamente estudada. Estudos antioxidantes que ja
foram realizados com a rutina inclui a atividade antioxidante
total, poder redutor, atividade quelante do ferro e atividade de
limpeza do radical hidroxila e do &nion radical superoxido,
método do DPPHe e de peroxidagao lipidica utilizando gema
de ovo como fonte de lipideos (Yang et al., 2008; Lue ef al.,
2010). Mas, caracterizar compostos antioxidantes apenas de
maneira in vitro fornece apenas uma indicagéo da capacidade
de uma substancia de remover radicais livres e ndo indica
o efeito de um antioxidante sobre a sobrevivéncia celular.
Neste trabalho, utilizaram-se linhagens de S. cerevisiae
para investigar a capacidade antioxidante da rutina em nivel
celular e os resultados obtidos mostram que a rutina diminui
significativamente os danos oxidativos nas linhagens de S.
cerevisiae nas condigdes de pré-tratamento, co-tratamento
e pos-tratamento, demonstrando que a rutina apresenta
uma elevada capacidade antioxidante in vivo. De acordo
com esses resultados, sugere-se que os niveis elevados de
peroxido de hidrogénio poderiam ser reduzidos em um pré-
tratamento, co-tratamento e pds-tratamento com a rutina e
que sob as condigdes de controle, na presenca de peroxido
de hidrogénio sem a rutina, ambas linhagens proficientes e
deficientes em defesas antioxidantes teriam seus crescimentos
bastantes inibidos, sendo essa inibi¢do mais elevada para as
linhagens mutantes SodlA, Sod2A, SodlASod2A, CatlA
e SodlACatlA do que para a linhagem do tipo selvagem
(Sodwt), que contém uma defesa antioxidante.

Um composto pode exercer suas agdes antioxidantes
in vivo de varias maneiras, como por inibi¢do da geragdo
de espécies reativas ou pela eliminagdo direta de espécies
reativas (Costa & Moradas-Ferrei, 2001). Um mecanismo
adicional pelo qual um antioxidante pode funcionar in
vivo € pela ativacdo do aumento dos niveis de defesas
antioxidantes endodgenos, através da regulacdo da
expressdo de genes de codificagdo, como a superdxido
dismutase e a catalase (Costa & Moradas-Ferreira, 2001).
Curiosamente, a capacidade antioxidante da rutina no
pré-tratamento, co-tratamento e pds-tratamento melhorou
a atividade da Sodwt em até 60% quando comparado
com os resultados do peroxido de hidrogénio (Figura
1,2 e 3), contribuindo, pelo menos em parte, para os
niveis de resisténcia observados na indugdo da resposta
ao estresse oxidativo. Em comparagdo com a linhagem
Sodwt, as linhagens Sod1A, Sod2A, Sod1ASod2A, CatlA
e SodlACatlA tiveram uma diminui¢cdo da inibicdo do
crescimento de até 50% quando tratadas com a rutina no
pré-tratamento, co-tratamento e pos-tratamento (Figura 1,
2 ¢ 3).

A protegdo eficaz da levedura de S. cerevisiae
pela rutina em uma condigdo de estresse oxidativo (co-
tratamento) ja foi relatado em um trabalho anterior feito por
Soares et al. (2003), que verificou a capacidade antioxidante
através da inibicdo de dando oxidativo induzido pelo
agente estressor apomorfina utilizando apenas um tipo de
linhagem de S. cerevisiae.
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Em conclusdo, nosso resultado antioxidante in
vivo demonstra a importancia do flavonoide rutina na
protegdo das linhagens de S. cerevisiae proficiente e
deficientes em defesas enzimaticas antioxidantes, quando
um estresse oxidativo ¢ induzido. Os resultados da
capacidade antioxidante in vitro encontrado na literatura
cientifica foram confirmados, pelo menos em parte, com
os resultados obtidos utilizando linhagens mutantes de S.
cerevisiae, sugerindo que a utilizagado deste simples modelo
bioldgico pode ser altamente relevante para comprovagio
da capacidade antioxidante in vivo de antioxidantes naturais
que possuem grande interesse farmacologico.

ABSTRACT

Cellular antioxidant capacity of rutin against the oxidative
damage induced in mutant strains of Saccharomyces
cerevisiae

Rutin is a type of flavonoid found in plants and of
great pharmacological interest since many properties
have been attributed rutin, including antiallergic,
antiinflammatory, antitumor and antioxidant primarily.
The aim of this study was to provide greater insight into
the cellular antioxidant capacity of rutin using strains
of S. cerevisiae proficient and deficient in antioxidant
defenses. The strains of S. cerevisiae (Sodwt, SodlA,
Sod2A,Sod1ASod2A, CatlA, Sod1ACat1A) were exposed
to various concentrations of rutin in three different
conditions of treatment (pre-treatment, co-treatment
and post-treatment) and thus determine whether the
rutin inhibits the oxidative effect of hydrogen peroxide,
allowing increased survival of the strains tested. The
results show that rutin significantly reduces oxidative
damage in strains of S. cerevisiae under the conditions
of pre-treatment, co-treatment and post-treatment,
demonstrating that rutin has a high cellular antioxidant
capacity, being important in protection to induced
oxidative stress.

Keywords: Rutin. S. cerevisiae. antioxidant capacity.
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