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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica crbénica, caracterizada por defeitos
na producdo de insulina pelas células beta do pancreas e/ou por resisténcia tecidual
insulinica. A principal manifestacdo do DM é a hiperglicemia que, em longo prazo,
contribui para o estabelecimento de um quadro de estresse glico-oxidativo, onde se
observa a formacdo de produtos finais de glicagcdo avancada (AGE, do inglés,
advanced glycation end-products). AGE exercem efeitos pré-oxidantes e pro-
inflamatorios, além de serem responsaveis pela formacao de cross-linking proteico e,
por isso, resultam no desenvolvimento de grande parte das complicagbes do DM.
Estudos demonstram que o &cido alfa lipdico (AAL) apresenta propriedades
antioxidantes e antiglicantes, que possivelmente podem culminar na diminuicdo da
formacdo dos AGE. O presente estudo teve como objetivo analisar o potencial
antiglicagao do AAL por meio do sistema-modelo de glicacdo proteica in vitro, baseado
em incubacdes de albumina sérica bovina (BSA) com metilglioxal (MGO) e na
avaliacdo de marcadores do estresse glico-oxidativo, incluindo AGE fluorescentes,
produtos de oxidacao de residuos de tirosina e triptofano e proteinas carboniladas,
utilizando-se AAL nas concentragdes de 0,5, 1 e 2 yg/mL, durante os tempos de 0, 1,
2, 4 e 8 dias. Como principal resultado, observou-se uma discreta diminuicdo da
oxidacdo proteica promovida pelo MGO na maior concentracdo de AAL (2 ug/mL),
demonstrado nos resultados de niveis de proteinas carboniladas e fluorescéncia dos

marcadores de oxidacao dos residuos de aminoacidos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; AGE; bioativo; potencial antiglicacdo; acido alfa

lipbico.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease, characterized by impairments
in insulin production by pancreatic beta cells and/or tissue insulin resistance. The main
manifestation of DM is hyperglycemia that, in the long term, contributes to the
establishment of glycoxidative stress, where the formation of advanced glycation end-
products (AGE) is observed. AGE exert pro-oxidant and pro-inflammatory effects, in
addition to being responsible for the formation of protein cross-linking and, therefore,
resulting in the development of most DM complications. Studies demonstrate that
alpha lipoic acid (ALA) has antioxidant and antiglycating properties, which may
possibly result in a reduction in the formation of AGE. The present study aimed to
investigate the antiglycation potential of ALA through the in vitro model system of
protein glycation, based on incubations of bovine serum albumin (BSA) with
methylglyoxal (MGO) and the evaluation of markers of glycoxidative stress, including
fluorescent AGE, oxidation products of tyrosine and tryptophan residues and carbonyl
proteins, using ALA at concentrations of 0.5, 1 and 2 ug/mL, for periods of 0, 1, 2, 4
and 8 days. As the main result, a slight decrease in the protein oxidation promoted by
MGO was observed at the highest concentration of ALA (2 pg/mL), demonstrated in
the results of PCO levels and fluorescence of oxidation markers of amino acid

residues.

Keywords: Diabetes mellitus; AGE; bioactive; antiglycation potential; Alpha lipoic acid.
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1. Introducéo

1.1. Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabdlico crénico caracterizado por
alteracdes no controle do metabolismo da glicose, lipideos e proteinas em decorréncia
da falta das a¢des da insulina. E uma doenca que impacta seriamente a satde global,
pois afeta grande parte da populacdo. O DM tem como principal manifestacao niveis
elevados de glicose no sangue (hiperglicemia), os quais sao resultado de uma
deficiéncia na producéo/secrecao de insulina pelas células beta do pancreas e/ou
resisténcia a acdo desse hormdnio nos tecidos alvo. A hiperglicemia crénica causa
danos subsequentes ao organismo, como neuropatia, nefropatia, retinopatia, doencas
cardiovasculares e complica¢cdes no sistema, levando a uma qualidade de vida mais
baixa. Estes danos, podem ser oriundos de uma producéo exacerbada de espécies
reativas de oxigénio e produtos avancados da glicacdo (Brownlee, 2005; Galassettii,
2012; Pasquel et al., 2021; Yun e Ko, 2021).

O DM é um crescente problema de saude, no Brasil, 13 milh6es de pessoas
vivem com a doenca, o que corresponde a 6,9% da populacao nacional. (Diretrizes da
sociedade brasileira de diabetes, 2023). S&o reconhecidas as seguintes formas de
disfuncbes metabdlicas associadas ao diabetes: pré-diabetes, diabetes tipo 1,
diabetes tipo 2 (DM tipo 1; DM tipo 2), além de diabetes gestacional (DMG). Pré-
diabetes é uma condicdo na qual os niveis de glicose no sangue sao elevados, mas
nao suficientemente altos para ser diabetes tipo 2, tem funcdo de indicar o risco
aumentado para diabetes e doencas cardiacas. O DM tipo 1 tem como causa a
destruicdo autoimune das células 3 do pancreas que leva uma deficiéncia absoluta na
secrecédo de insulina, com uma apresentacao clinica abrupta e com maior propensao
a cetoacidose, fazendo-se necessaria a insulinoterapia O DM tipo 2 € o tipo mais
comum, geralmente associado a obesidade, sendo caracterizado por resisténcia
tecidual a insulina e deficiéncia parcial na secrecdo de insulina pelas células
pancreaticas e, também por alteracdes na secrecdo de incretinas, além disso
apresenta caracteristicas clinicas associadas a hipertrigliceridemia. Ja o diabetes
gestacional é diagnosticado pela primeira vez durante a gravides e pode gerar

complicagbes como parto prematuro, entre outras. (American diabetes association,
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2014, 2014; International diabetes federation, 2018; Ahlqvist et al., 2018; Word health
organization, 2019; Siller et al., 2020; Leslie et al., 2021)

No ano de 2018, a Federacgao Internacional de Diabetes estimou que 8,8% da
populacdo mundial entre 20 e 79 anos de idade estavam vivendo com diabetes,
resultando assim em um aumento na incidéncia da doenca principalmente nos paises
em desenvolvimento. De acordo com Rooney et al. (2023), as estimativas de 2021
apresentaram um aumento substancial de pessoas com pré-diabetes, salientando-se
que, nos préximos 25 anos, ainda havera um aumento gradual e crescente nessa
estimativa, caso ndo houver alguma forma de cuidado e tratamento mais efetivo,
principalmente nos paises em desenvolvimento.

Esse aumento na prevaléncia do DM est4 associado a diversos fatores, os
quais séao relacionados a rapida urbanizacéo, transicdo epidemiolégica e nutricional,
maiores taxas de sedentarismo, excesso de peso, crescimento e envelhecimento
populacional (Diretrizes da sociedade brasileira de diabetes, 2019).

O DM também esta associado ao crescente indice de hospitalizacdes,
resultando em um aumento na utilizacdo dos servicos de saude, pois tem como
consequéncia o maior risco das doencas cardiovasculares, insuficiéncia renal,
cegueira e, até mesmo amputacdes. Dessa forma, prevé-se um aumento da utilizacéo
dos servicos de saude nos préximos anos em decorréncia das complicacdes
diabéticas, principalmente nos paises em desenvolvimento (Diretrizes da sociedade
brasileira de diabetes, 2019)

Os principais 6rgaos que parecem ser afetados pelas complicacdes do DM sao
agueles onde as células ndo necessitam de insulina para realizar a captacdo de
glicose (sistema nervoso, coracdo, rins, vasos sanguineos), tendo como
consequéncia uma alta concentracdo de glicose intracelular durante estados de
hiperglicemia, o que favorece a glicacdo das proteinas (Diretrizes da sociedade
brasileira de diabetes, 2023).

1.2. AGE, Estresse Oxidativo e Antioxidantes

Os AGE correspondem a uma grande variedade de compostos individuais, os

quais sao produzidos durante as reacdes ndo enzimaticas entre as cadeias laterais
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de proteinas (incluindo os residuos de lisina e arginina) e glicose ou até mesmo 0s
produtos de sua degradacédo (Ames, 1992; Yamagishi et al., 2001; Vlassara, 2002).

Os AGE sao moléculas complexas, que causam reticulagdo de proteinas,
exibem escurecimento e alguns geram fluorescéncia quando excitados. S&o
moléculas de formacéao lenta, na qual acreditava-se que eram formadas apenas por
proteinas extracelulares de vida longa, e comprovou-se que também estao presentes
naquelas proteinas de vida curta, até mesmo em fatores de crescimento (Giardino et
al., 1994).

A glicacédo proteica € iniciada por uma reacao de adicdo nucleofilica entre um
grupo amino livre de uma proteina e um grupo carbonila de um acucar redutor,
formando uma “base de Schiff” livremente reversivel que, quando formada, rearranja-
se para uma estrutura mais estavel, uma cetoamina (produto de Amadori). Essa
glicacdo € uma reacdo espontanea que depende do tempo de duracdo da
hiperglicemia, além do tempo de vida das proteinas e da permeabilidade do tecido a
glicose livre. Além dessas reacfes, as proteinas glicadas podem sofrer reacdes
adicionais, envolvendo intermediarios dicarbonilicos, tais como 3-desoxiglucosonas
(3-DG), originando produtos finais de glicacdo avancada (AGE), representada na

Figura 01, e descrito por Ahmed.

Figura 01 - Glicacdo de uma proteina pela glicose e subsequente formacao de AGE.
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Fonte: Ahmed, 2005.
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De acordo com Brownlee (1995), varios miligramas de 3-DG séo formados por
dia em individuos nédo diabéticos e, subsequentemente, detoxificados através da
reducdo a 3-desoxifrutose, sugerindo que o organismo contém uma enzima redutase
especifica que detoxifica certos precursores de AGE, prevenindo sua formacdo. A
natureza e eficiéncia dessas enzimas, poderiam ser um determinante importante da
taxa de AGE que se formam mediante um determinado nivel de glicose no sangue de
pessoas saudaveis e/ou diabéticas. Assim, conclui-se que esses aumentos no
acumulo de AGE, acompanhado de danos nos tecidos diabéticos, podem ser gerados
pelos aumentos das taxas de formacdo AGE em relacéo a glicose no sangue (Barbosa
et al., 2008).

A formacao dos AGE (Figura 01) pode causar alteragdes patologicas através
de trés mecanismos: (1) os AGE alteram as vias de transduc¢ao de sinal, envolvendo
ligantes da matriz extracelular; (2) AGE alteram o nivel de sinais sollveis, tais como
as citocinas, horménios e radicais livres pela interacdo com receptoras de AGE em
células especificas; (3) a formacdo de AGE intracelulares por excesso de glicose,
frutose e intermediarios de vias metabdlicas altamente reativos podem alterar
diretamente as estruturas das proteinas que funcionam nos tecidos alvo (Brownlee,
1995).

O processo de glicacao proteica (Figura 01) altera a atividade biologica das
proteinas e inicia seu processo de degradacao, enquanto a inibicdo da reacdo de
glicacdo mitiga complicagfes diabéticas. Compostos naturais e sintéticos, incluindo
flavonoides, fendis, imidazol, tiazolidina e sulfonato, conseguem diminuir as taxas de
glicacdo de proteinas, assim desaceleram a subsequente formacao dos AGE. Dessa
forma, a terapia antiglicacao torna-se uma presente estratégia terapéutica para evitar
a formacéo de AGE e as complicacdes diabéticas tardias (Abbas et al., 2015).

Na década de 1950, o médico americano Denham Harman prop6s a "Teoria
dos Radicais Livres no Envelhecimento”, sugerindo que o aumento na producao de
radicais livres esta associado ao processo de envelhecimento. Esses radicais livres
podem causar danos progressivos aos sistemas bioldgicos devido a sua alta
reatividade quimica. A teoria foi confirmada com evidéncias de que grande parte
desses radicais livres é produzida nas mitocondrias e sua produgdo aumenta com a
idade (figura 02) (Kagan et al., 2009).
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Figura 02 - Resultado das alteracfes provocadas pelo estresse oxidativo:

aceleracéo do envelhecimento e desenvolvimento de doencas.

Sinalizagdo Disfungdo celular

inflamatoria Disfungdo Morte celular
mitocondrial

Actimulo de
proteinas aberrantes

Doencas Neurodegenerativas

l l a?;
Doengas Diabetes Mellitus

Cardiovasculares Osteoporose

Desordens oculares

Fonte: Adaptado de Tan & Norhaizan (2019).

O processo de glicacao e a formacdo de AGE ocorrem de forma natural no
organismo, e estdo envolvidos no processo de envelhecimento; porém, em um
individuo com hiperglicemia crénica e estresse glico-oxidativo, a formacéo de AGE se
torna acelerada, havendo um substancial aumento da concentracdo de AGE
enddgenos, 0s quais podem se somar aos AGE exdgenos, isto €, provenientes de
alimentos, favorecendo o surgimento e a progresséo das complicacbes do DM. Uma
conhecida acdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequentemente do
estresse oxidativo (Figura 02) é o estimulo a formacéo de AGE, onde através das vias
NADPH oxidase, as proteinas glicadas podem formar ligagdes covalentes cruzadas
irreversiveis (cross-linking proteico), obtendo assim um papel importante nas
complicagbes do DM. A combinacdo das agOes dos AGE e EROs em altas
concentracdes, causando efeitos deletérios sobre biomoléculas, geram o estresse
glico-oxidativo (Zieman e Kass, 2004; Barbosa et al., 2008; Barbosa et al., 2010).

O estresse oxidativo (Figura 02), € o desequilibrio entre os pré-oxidantes e os

antioxidantes, enfatizando que os pro-oxidantes sdo formados como produtos do
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metabolismo aerdbio, no entanto, se houver um processo fisiopatolégico no organismo
que exacerbe o estresse oxidativo, ocorrerd formacdo de EROs, fazendo-se
necessario o acionamento das defesas antioxidantes, que sao eliminadores de EROs.
Dentre os antioxidantes existentes encontram-se a vitamina A, tocoferois,
carotenoides, as enzimas antioxidantes, dentre outros, capazes de acelerar a
eliminacdo de radicais livres, inibindo assim os efeitos deletérios do acumulo de
oxidantes no organismo (Rahal et al., 2014).

Uma variedade de estudos demonstrou que o DM aumenta a formagao de
radicais livres e reduz a capacidade antioxidante, resultando em danos oxidativos nos
componentes celulares. Certos antioxidantes, incluindo a vitamina C, parecem
eficazes na reducdo das complicacdes diabéticas em estudos pré-clinicos (Barbosa
et al., 2010).

1.3. Acido Alfa Lipoico

O &cido alfa-lipéico (AAL) ou acido tioctico (1,2 ditiolano-3-pentanoico) € um
composto dissulfeto com um centro quiral, e pertence a classe dos acidos graxos com
oito carbonos. O AAL possui em sua cadeia dois grupos tidis capazes de sofrerem
processo de oxidacdo ou reducao (Figura 03), sua forma reduzida é denominada de
acido di-hidrolipéico. (Rochette et al., 2015)

Figura 03 - Formas oxidadas e reduzidas do acido alfa-lipdico.

Acido lipoico

OH

S S
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Fonte: Goraca et al., 2011.
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O AAL é produzido pelos seres humanos, mas também pode ser encontrado
em fontes alimentares. E sintetizado pelo corpo a partir do aminoéacido cisteina e foi
descoberto pela primeira vez em 1951 a partir de extratos de figado bovino, pelos
bioquimicos americanos L.J. Reed e |.C. Gunsalus. Atualmente, estudos relatam que
o0 AAL é sintetizado em humanos na mitocondria, a partir do acido actanico e da L-
cisteina (Uchida et al., 2015).

Embora seja sintetizado pelo corpo humano, as quantidades de AAL
produzidas ndo séo suficientes para atender as necessidades energéticas das células
(Salehi et al.,, 2019) uma vez que, no ciclo de Krebs, o AAL desempenha papéis
importantes em diversas reacdes quimicas, atuando como cofator para alguns
complexos enzimaticos envolvidos na geracdo de energia para a célula, também
forma ligagBes covalentes com proteinas e possui potencial terapéutico. Na natureza,
o AAL pode ser encontrado em pequenas quantidades em alimentos como carnes
vermelhas, visceras, espinafre e brocolis, porém a sua forma sintética € a mais
utilizada nas suplementacdes alimentares (Votano et al. 2021).

Vitaminas e suplementos dietéticos tém sido sugeridos para auxiliarem no
controle do DM de forma complementar a terapia classica. Estudos tém demonstrado
gue o uso de antioxidantes, incluindo o AAL, em combinacdo com medicamentos
antidiabéticos orais, tal como a metformina, pode resultar em uma melhoria adicional
nos niveis de glicose no sangue e na sensibilidade a insulina (Silva C., 2000).

De acordo com Rochette et al. (2015), o AAL é eficaz em estimular a captacao
tecidual de glicose, via aumento no transporte de glicose pela membrana plasméatica
celular. O AAL estimula as atividades de componentes da sinalizacdo da insulina,
incluindo o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1), fosfoniositideo 3-quinase
(PIP3K) e proteina quinase B (PKB), esta ultima responsavel pela promoc¢do da
translocacdo do transportador de glicose do tipo 4 (GLUT 4) para a membrana
plasmatica, melhorando subsequentemente a captagcdo intracelular de glicose,
contribuindo assim para a reducéo da glicemia.

Evidéncias recentes indicam que o AAL exerce certos beneficios aos diabéticos
que ja tiveram Covid-19 e apresentaram complicagdes por causa do virus. Nesses
pacientes, o AAL teve a capacidade de reduzir o estresse oxidativo, agindo como um
potente antioxidante (Cure e Cumhur, 2020).

O tratamento medicamentoso em associa¢cdo a antioxidantes, mudangas no

estilo de vida e alimentag&o, obtém-se uma melhora na qualidade de vida do diabético,
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tornando fundamental dar seguimento a esta linha de pesquisa (Souza, et al., 2021).
Dessa maneira, 0 presente estudo tem o intuito de dar seguimento, avaliando o

potencial anti-glicagdo de AAL em sistema-modelo de glicag&o proteica in vitro.

1.4. Marcadores de residuos de aminoacido e quantificacdo de proteinas
carboniladas

Os marcadores de residuos de aminoacidos permitem a deteccdo de
modificagcdes de glicacdo e oxidagdo, que ocorrem nos aminoacidos apos a sintese
proteica. Essas modificacbes podem afetar tanto a funcdo quanto a estrutura das
proteinas, tornando essencial a sua identificacao (Ribeiro et al., 2008).

Além disso, os marcadores de residuos de aminoécidos sdo fundamentais no
estudo de processos bioldgicos e patologicos. A identificacdo de modificagcdes nos
residuos de aminoacidos ajuda a compreender tanto processos biolégicos normais
guanto patoldgicos. Por exemplo, a presenca de residuos de aminoacidos modificados
por glicagdo pode indicar niveis elevados de glicose e o risco de complicagbes
diabéticas (Simoes, 2017).

O triptofano, sendo um aminoacido presente em BSA, apresenta potencial
oxidante na presenca de acucares ou de intermediarios. A oxidacdo do triptofano
resulta na formacéo de produtos que incluem quinurenina e N~ formilquinurenina. Ja
a ditirosina é formada através da ligacdo cruzada oxidativa e covalente entre dois
residuos do aminoécido tirosina (Balasubramanian e Kanwar, 2002; Perdivara et al.,
2010).

A mensuracao de grupos carbonila em proteinas é uma abordagem utilizada
para avaliar a oxidacdo das proteinas em sistemas-modelo de glicacdo in vitro. A
existéncia de grupos carbonila em proteinas € um indicador de danos oxidativos
causados por espécies reativas de oxigénio (Barbosa et al., 2008).

A glicagcéo de proteinas e o processo que leva a formacdo dos AGE resultam
na geragcdo de intermediarios altamente reativos, incluindo os compostos
dicarbonilicos e os EROs. Logo, o0 aumento da geracdo de EROs no organismo e a
acdo ineficiente dos mecanismos antioxidantes enddgenos causam estresse
oxidativo, induzindo reacdes de peroxidacgdo lipidica e glicoxidacdo, exacerbando a
formacdo de AGE e EROs, intensificando o dano oxidativo. Além disso, doencas

inflamatorias de natureza cronica e neurodegenerativas tem em comum 0 aumento na
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geracédo de grupos carbonilas nas proteinas (Moldogazieva et al., 2019; Schalkwijk et
al., 2020).
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2. Objetivos

Avaliar o potencial antiglicacdo do &cido alfa lipdico, frente as reacdes glico-
oxidativas utilizando sistema-modelo de glicagao proteica in vitro (incubagéo albumina
na presenca de metilglioxal) e investigando as alteracdes em biomarcadores obtidas

apos 0, 1, 2, 4 e 8 dias.
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3. Material e método

3.1. Sistema modelo de glicacéo proteica in vitro

O experimento com o sistema-modelo de glicagao proteica in vitro foi conduzido
de acordo com Rodrigues et al. (2023), com adaptacdes. A incubagao de albumina
sérica bovina (BSA, 10 mg/mL) ocorreu em tubos de vidro de 10 mL com rosca
externa, na presenca de metilglioxal (MGO, 2 mM), em um tampao fosfato (0,1 M, pH
7,4), contendo 0,02% de azida sodica e 5% de dimetilsulféxido (DMSO), a 37°C (estufa
incubadora de CO2, P Selecta®) por 8 dias. Essas incubac¢des foram conduzidas na
presenca ou na auséncia de diferentes concentracdes de acido alfa lipéico (AAL, 0,5,
1 e 2 yg/mL) ou de aminoguanidina (AG, 1 mM; agente prototipo anti-AGE). O bioativo
utilizado foi AAL sintetizado da sigma-aldrich com pureza de = 98.0%.

As condic¢des de incubagao foram conduzidas em triplicata, onde cada replicata
teve um volume final de 7000 uL, o qual foi obtido a partir da mistura de 5000 pL da
solugao de trabalho de BSA (14 mg/mL), 850 uL de MGO (1,5 M), 600 pL do principal
inibidor AG (5 mM), 200 uL de azida sddica (0,7%), 350 yL de DMSO puro e por fim,
350 yL de amostra de AAL (10 pg/mL), 350 uL de amostra de AAL (20 ug/mL) ou 350
ML de amostra de AAL (40 pg/mL). Tampéao fosfato de sédio foi utilizado para

completar o volume desejado (Quadro 01).


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/62320
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Quadro 01. Esquema para a preparacédo das incubacdes in vitro.

BSA Azida
- ;fr'm_ 41'\,A1G821M 11,2$mM Sg‘;'&a D(“SE;D mﬁgh 20Aug|/_mL 40Afgll_m|_ Ta(r;f)g‘o VO'U(?E)‘O“"'
(ul) (WL) (WL) (L) (WL) (WL) (WL)
BSA 5000 - - 200 | 350 - - - 1450 7000
MGO - 850 - 200 | 350 - - - 5600 7000
AG - ; 600 | 200 | 350 - - - 5850 7000
BSA + MGO 5000 | 850 - 200 | 350 - - - 600 7000
BSA + AG 5000 - 600 | 200 | 350 - - - 850 7000
MGO + AG 850 600 | 200 | 350 - - - 5000 7000
BSA + MGO + AG 5000 | 850 600 | 200 | 350 - - - - 7000
AAL 0,5 pg/mL - - - 200 | - 350 - - 6450 7000
MG + AAL 0,5 pg/mL - 850 - 200 | - 350 - - 5600 7000
BSA + AAL 0,5 pg/mL 5000 - - 200 | - 350 - - 1450 7000
BSA + MG + AAL 0,5 ug/mL | 5000 | 850 - 200 | - 350 - - 600 7000
AAL 1 pg/mL - - - 200 | - - 350 - 6.450 7000
MG + AAL 1 pg/mL - 850 - 200 | - - 350 - 5600 7000
BSA + AAL 1 pg/mL 5000 - - 200 | - - 350 - 1450 7000
BSA + MG + AAL 1 pg/mL | 5000 | 850 - 200 | - - 350 - 600 7000
AAL 2 pg/mL - - - 200 | - - - 350 | 6.450 7000
MG + AAL 2 pg/mL ; 850 - 200 | - - - 350 | 5600 7000
BSA + AAL 2 pg/mL 5000 - - 200 | - - - 350 | 1450 7000
BSA + MG + AAL 2 pgimL | 5000 | 850 - 200 | - - - 350 600 7000

Fonte: Autoria prépria.

Aliquotas das incubacgfes dos dias 0, 1, 2, 4 e 8 foram separadas para a
posterior utilizacdo nas analises de formacéo de AGE fluorescentes e marcadores de
oxidacao dos residuos de aminoéacidos. Aliquotas foram analisadas em relacdo aos
espectros de absorbancia (via espectrofotbmetro UV-Vis BioTek®, modelo
PowerWave XS2) e de fluorescéncia ap0s excitacao a 355 nm (via espectrofluorimetro
de placas, BioTek®, modelo Synergy H1 Hybrid) em intervalo de comprimento de onda

de 300 a 500 nm a fim de verificar a existéncia de possiveis interferéncias.
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3.2. Determinacéo de AGE fluorescente

AGE fluorescentes foram identificados usando um espectrofluorimetro de
placas, modelo Synergy H1 Hybrid da marca BioTek®. Para isso, foram selecionados
0s comprimentos de onda de excitacdo de 355 nm e emissao de 430 nm (Séro et al.,
2013).

O potencial anti-AGE de AAL foi avaliado comparando a fluorescéncia média
dos AGE gerados na incubacéo de BSA + MGO com a fluorescéncia média dos AGE
gerados na incubacdo de BSA + MGO + AAL, em todas as concentracdes
apresentadas.

Os resultados de AGE foram obtidos através da diferenca da fluorescéncia das
incubagdes que continham AG ou AAL na presenca de BSA ou BSA + MGO, e a
fluorescéncia das incubacdes que ndo continham proteina junto com AG ou AAL em

relacéo a fluorescéncia das incubac¢des contendo AG ou AAL na auséncia de proteina.

3.3. Determinacdo de marcadores de oxidacdo de residuos dos aminoacidos
tirosina e triptofano

Tal como os AGE fluorescentes, os marcadores de oxidacao de residuos de
aminoacidos foram monitorados espectrofluorimetricamente, em seus respectivos
comprimentos de onda de excitagdo/emisséo: ditirosina (330/415 nm) como marcador
de oxidagdo dos residuos de tirosina; N-formilquinurenina (325/434 nm) e quinurenina
(365/480 nm), como marcadores da oxidacao dos residuos de triptofano (Sadowska-
Bartosz et al., 2014).

Para tanto, os valores de ditirosina, N~ formilquinurenina e quinurenina foram
obtidos através da subtracao aritmética da fluorescéncia das incubacdes contendo AG
ou AAL, na presenca de BSA + MGO menos a fluorescéncia das incubac¢des com AG
ou AAL na auséncia de proteina, sendo os resultados expressos em unidades

arbitrarias de fluorescéncia.

3.4. Quantificacao de proteinas carboniladas (PCO)
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Os niveis de grupos carbonila foram determinados mediante a reacdo com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) e a subsequente formacao de dinitrofenilhidrazona, cuja
absorbancia foi monitorada a 370 nm (Levine et al., 1994).

O desenvolvimento da analise ocorreu inicialmente com a adigdo de 100 uL das
amostras das incubacdes em dois tubos: um destinado a caracterizacdo da amostra
(A) e o outro ao grupo controle (C). Em ambos os tubos, foram adicionados 200 pL de
acido tricloroacético (TCA, 10%) para precipitar as proteinas. Apds uma breve
homogeneizagdo, os micros tubos foram mantidos em gelo por 5 minutos e, em
seguida, centrifugados a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
descartados, e os precipitados foram ressuspendidos com 100 pL de tampao fosfato
(0,2 M, pH 7,4), seguido pela adicdo de 200 pL de TCA (10%). AplOs outra
homogeneizagédo, aguardou-se por 5 minutos no gelo e se procedeu a uma nova
centrifugacédo a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. ApoOs a remocao do sobrenadante,
400 pL de DNPH (10 mM) em HCI (2,5 M) foram adicionados aos tubos (A) para reagir
com os grupos carbonilas formados nas proteinas, enquanto aos tubos (C) foram
adicionados 400 pL de HCI (2,5 M). Ambos foram agitados até que os precipitados
estivessem completamente dispersos e, em seguida, foram incubados no escuro por
1 hora. Depois, adicionou-se 500 pL de TCA (10%) a todos os tubos, seguido de
agitacdo, um periodo de repouso de 5 minutos no gelo e uma nova centrifugacao a
10.000 g por 10 minutos a 4°C. Os liquidos sobrenadantes foram descartados, e 0s
pellets foram lavados duas vezes com 1 mL de uma solug&o de acetato de etila: etanol
(1:1), seguido de agitacdo e nova centrifugacao por 5 minutos a 10.000 g a 4°C. Os
sélidos formados foram ressuspendidos em 1 mL de ureia (6 M), este processo esta
ilustrado na figura 4. A absorbancia dos liquidos sobrenadantes foi medida utilizando
espectrofotometria. Por fim, utilizando a diferenca de absorbéncia entre os tubos (A)
e (C) de cada amostra, foram calculados os resultados da concentracdo dos grupos
carbonila, utilizando o coeficiente de extingdo molar do DNPH (€ = 22.000 M™* cm™)
(Meeprom et al., 2013).
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Figura 04 - Fluxograma do processo para quantificacdo de proteinas carboniladas
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Fonte: Autoria prépria.

3.5. Andlises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM)
e foram expostos a andlise estatistica utilizando o software GraphPad Prism 9 (Versao
9.0.0, GraphPad Software, Inc, EUA). Para avaliar as discrepancias entre os grupos,
empregou-se a analise de variancia One-Way (ANOVA) seguida do teste de
comparacao de Newman-Keuls utilizado para avaliar as diferengas entre 0s grupos.
O critério de significancia estabelecido foi de p < 0,05, indicando diferencas

estatisticamente significantes entre os blocos comparados.
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4. Resultados e discussao

4.1. Estimativa de AGE fluorescente na presenca do AAL

A utilizacdo do sistema modelo in vitro de modificacbes glico-oxidativas
possibilita investigar as etapas do processo de glicacdo das proteinas, incluindo a
reacao entre glicose ou compostos dicarbonilicos e grupos amino primarios presentes
nas cadeias laterais das proteinas. Esses modelos permitem uma andlise controlada
da geracédo de produtos finais de glicacao avancada (AGE), sendo Uteis na avaliacao
do potencial antiglicacdo de substancias e/ou compostos bioativos naturais ou
sintéticos, referindo-se a glicacéo ou inibi¢cdo na formacdo dos AGE (HSIA et al., 2013;
SIDDIQUI et al., 2016). O sistema com metilglioxal (MGO) é utilizado para estudar
uma forma de glicacao especifica, causada por esse composto dicarbonilico, uma vez
gue o MGO é um dos principais precursores de AGE (Schalkwijk et al., 2020).

O MGO é o agente de glicacdo mais potente para humanos. Acredita-se que
niveis elevados de glicose desempenham um papel primario na glicacdo nao
enzimatica de proteinas, lipideos e DNA, gerando um grupo heterogéneo de
moléculas (AGE). A formacdo dos AGE é acelerada principalmente pela acdo dos
metabdlitos da glicose, na qual o MGO ¢é gerado de forma significativa, sendo mais
reativo do que a glicose frente a glicacao, pois tem a capacidade de gerar adutos de
glicacdo de maneira rapida em proteinas celulares e extracelulares, lipideos e DNA,
com o potencial de alterar significativamente suas funcdes (Schalkwijk et al., 2020).

O potencial antiglicacdo de compostos bioativos naturais e/ou sintéticos, como
0 que foi avaliado no nosso estudo com o bioativo AAL, de acordo com a literatura,
pode ocorrer atravées da desaceleracdo da glicacdo relacionada as doencas, tal como
o DM. (Kishi et al., 1999; Yeh et al., 2017).

O bioativo AAL foi escolhido devido ao seu potencial terapéutico em relacdo ao
DM, o qual foi relatado em estudos prévios. O AAL pode desempenhar atividade
antiglicacdo através de mecanismos envolvidos no aumento na velocidade de
captacdo de glicose em tecidos que irdo oxidar esse monossacarideo, em especial

musculos esqueléticos, resultando assim em uma inibicdo e/ou reducao na formacao
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de AGE em tecidos que captariam essa glicose de maneira independente de insulina
(rins, nervos, retina, endotélio vascular) e sofreriam com as consequéncias do
estresse glicativo (Barreiros et al., 2005; Kishi et al., 1999; Yeh et al., 2017).

Arasteh et al. (2014) descrevem que a albumina sérica humana (HSA)
desempenha varias fungdes vitais, incluindo transporte de hormonios, acidos graxos
e outros, além de desempenhar um importante papel na manutencdo da pressao
osmética do sangue. A capacidade de interacdo da HSA com a glicose é de
aproximadamente dez vezes maior do que a capacidade da hemoglobina. Logo, nos
sistemas-modelo in vitro de glicacdo proteica, a albumina sérica bovina (BSA) é
escolhida devido a sua similaridade com HSA.

Durante o experimento conduzido no presente estudo, foram realizadas
incubacbes contendo a proteina BSA sem MGO e na presenca de concentracfes
crescentes de AAL (0,5, 1 e 2 ug/mL), onde se observou a auséncia de aumento nos
niveis de fluorescéncia dos AGE com o passar dos dias de incubacgdo, porém houve
uma queda na fluorescéncia identificada ao longo dos dias 0, 1, 4 e 8 da maior
concentragdo de 2 ug/mL de AAL, estando abaixo do resultado encontrado da
BSA+AG. O comportamento também foi observado com a BSA incubada sozinha, sem
MGO e sem AAL (Figura 05), o que demonstra que o AAL néo induziu a formacgéo de
AGE.
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Figura 05 - Efeitos das concentragfes de AAL na formacéo de AGE fluorescentes em

condi¢bes de incubacao de BSA na auséncia de metilglioxal.
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Valores expressos como médias + padrdo da média (triplicata). Resultados analisados através do teste

de variancia One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. Letras distintas significam

diferencas estatisticas (p<0,05).

Fonte: Autoria proépria.

Quanto as incubacdes relativas a BSA realizada na presenca de MGO, nos dias

0, 1, 2, 4 e 8, em contraposicdo aos resultados das incubacdes feitas com BSA na

auséncia de MGO, foram analisados os aumentos das fluorescéncias relativas aos

AGE nos seguintes grupos, em comparacdo aos valores de AGE observados nas
incubagdes de BSA sozinha: BSA + MGO, BSA + MGO + AG, BSA + MGO + AAL 0,5
pg/mL, BSA + MGO + AAL 1 ug/mL e BSA + MGO + AAL 2 pg/mL (Figura 06).
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Figura 06 - Efeitos das concentracfes de AAL na formacéo de AGE fluorescentes em

condicBes de incubacdo de BSA na presenca de metilglioxal.
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Valores expressos como médias + padrdo da média (triplicata). Resultados analisados através do teste
de variancia One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. Letras distintas significam
diferencas estatisticas (p<0,05).

Fonte: Autoria proépria.

De acordo com Khalifah et al. (1999), a aminoguanidina (AG) é um inibidor da
formacdo de AGE através do seu potencial em sequestrar os intermediarios
dicarbonilicos reativos, gerados no curso de sua formacdo. Por esse motivo, 0s
resultados observados na Figura 05 ja eram esperados, pois enquanto BSA + MGO
aumentou os niveis de AGE em 1,5 vezes (dia 0), 5,5 vezes (dia 1), 6,2 vezes (dia 2),
7,0 vezes (dia 4) e 6,1 vezes (dia 8) em relacdo a fluorescéncia de AGE da BSA
isolada, no grupo BSA+AG+MGO, observou-se que a AG diminuiu significativamente
a formacéo de AGE fluorescentes em 40% no dia 0, em 80% no dia 1, em 86% no dia
2, em 88% no dia 4 e em 89% no dia 8, resultando assim na inibicdo da formacgéao de

AGE. Tal como resultado, AG desempenhou um elevado potencial de inibicdo na
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formacéo de AGE in vitro, enquanto apenas em concentracdes mais altas foi possivel
notar a semelhante capacidade anti-AGE do AAL.

Hardik Ghelani et al., (2018) investigaram o efeito protetor do AAL contra a
glicagéo da mioglobina induzida pela glicose e a inibigdo na formagéo de AGE in vitro.
Os resultados mostraram que a incubacéo de AAL com mioglobina e glicose reduziu
significativamente os niveis de frutosamina e a formacéo de AGE, além de diminuir a
liberacé@o de ferro livre da mioglobina. O AAL também protegeu a mioglobina contra
danos oxidativos, evidenciado pela reducdo de grupos carbonilas em proteinas e
promoveu aumento de grupos tidis proteicos. Esses achados sugerem que a
suplementacdo com AAL in vivo pode ser benéfica na prevencdo de complicacdes
diabéticas e cardiovasculares mediadas por AGE.

Outro estudo que investigou os efeitos do AAL (Thirunavikkarasu, 2005); o
estudo teve seu foco na prevencdo da glicacdo de proteinas e na melhoria da
utilizacao de glicose em ratos alimentados com altas taxas de frutose, também foram
realizados estudos de glicag&o proteica in vitro. Os resultados mostraram que o AAL
reduziu significativamente a glicacéo proteica e a formacdo de AGE in vitro, além de
aumentar a utilizacdo de glicose no diafragma dos ratos in vivo. Como antioxidante, o
AAL inibiu a producéo de espécies reativas de oxigénio, desempenhando um papel
fundamental na protecdo contra danos celulares associados a glicacdo. Esses
achados sugerem que o AAL pode ser uma terapia promissora para o diabetes e suas
complicagoes.

Nota-se que o AAL pode desempenhar sua capacidade anti-AGE mais
expressiva em fases que antecedem o processo de glicacdo proteica, quando
submetido a sistemas-modelo onde o agente que promove a glicacao € a glicose, ou
seja, sua atividade parece se encontrar em momentos do processo de glicacao
proteica que antecedem a geracdo do MGO. Isso sugere que o AAL pode interferir
nas etapas iniciais da glicacdo, possivelmente através da sua capacidade antioxidante
e de quelante de metais, impedido a formacédo de intermediarios reativos e a
subsequente formacao de AGE (Fournet et al., 2018)

Para avaliar as modificacdes oxidativas dos residuos de amino&cidos de
tirosina e triptofano, este estudo realizou o monitoramento das intensidades de
fluorescéncia dos produtos ditirosina, N’-formilquinurenina e quinurenina, podendo ser
observados na Figura 06. Segundo Meeprom et al. (2013), como a glicacao proteica

estimula os danos oxidativos, fazendo com que o cenario de condic¢des fisiologicas
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normais de oxidacdo dos residuos de aminoacidos em proteinas se torne mais
acelerado em individuos diabéticos, se faz necessario avaliar estas alteracbes
oxidativas dos residuos de aminoacidos através de um monitoramento continuo.

Contudo, no decorrer dos 8 dias analisados, os marcadores de oxidacéo de
residuos de aminoacidos demonstraram um perfil semelhante ao apresentado na
fluorescéncia dos AGE, diferenciando-se apenas nas incuba¢gdes com BSA + MGO +
AAL 0,5 pg/mL, onde se observou um aumento na fluorescéncia. Com os resultados
encontrados a partir do dia 1, o MGO mostrou uma indugdo no aumento da
fluorescéncia desses marcadores de oxidacdo dos residuos de aminoéacidos, o qual
apresentou uma reducdo estatisticamente significativa nos tratamentos de BSA +
MGO + AAL 2 pg/mL (Figura 07).

Figura 07 - Efeitos das concentracbes de AAL na formacdo de ditirosina (A), N*-

formilquinurenina (B), quinurenina (C).
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Valores expressos como médias + padrdo da média (triplicata). Resultados analisados através do teste
de variancia One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. Letras distintas significam
diferencas estatisticas (p<0,05).

Fonte: Autoria prépria.

Votano et al. (2021), abordaram a formacéo de radicais livres no organismo e
seu papel no estresse oxidativo, associado a diversas doencas crénicas. O AAL é
destacado por seus efeitos antioxidantes e atividade antidiabética. O estudo buscou
analisar detalhadamente os mecanismos pelos quais o AAL exerceu esses efeitos,

com base em revisao bibliogréafica. Os resultados indicaram que o AAL neutraliza os
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radicais livres e melhora a acdo de antioxidantes endogenos, além de reduzir a
resisténcia a insulina. Embora ndo seja um medicamento, sua integracao pode ser
benéfica para o bem-estar do organismo.

Em adicéo a investigacdo dos parametros de estresse oxidativo, Zonooz et al.
(2021), realizaram estudos com foco na suplementacdo com AAL, na qual
demonstraram que o ALA reduziu significativamente os niveis de malondialdeido
(MDA), um marcador de peroxidacao lipidica, em compara¢cdo com o grupo controle.
N&o houve efeito significativo da suplementacdo com AAL em outras enzimas
antioxidantes ou parametros de estresse oxidativo. Assim, observa-se que a
suplementacdo com AAL, especialmente em doses inferiores a 800 mg/dia, pode ser

uma opc¢ao eficaz para controlar a peroxidacao lipidica.

4.2. Marcadores de proteinas carboniladas

Os grupos carbonilas presentes nas proteinas reagem com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) formando derivados de 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP),
0S quais podem ser monitorados espectrofotometricamente em 370 nm (Figura 08),
sendo capaz de determinar e quantificar proteinas carboniladas (PCO), fornecendo

uma medida de estresse oxidativo e da oxidacao de proteinas (Halliwell, 1999).
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Figura 08 - Efeitos das concentracdes de AAL nos niveis de proteinas carboniladas

apos 8 dias de incubacéo na presenca (A) e auséncia (B) de metilglioxal.
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Valores expressos como médias + padrdo da média (triplicata). Resultados analisados através do teste
de variancia One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. Letras distintas significam
diferencas estatisticas (p<0,05).

Fonte: Autoria prépria.
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Os experimentos conduzidos no presente estudo demonstraram que
incubacdes contendo BSA e BSA + MGO + AG apresentaram o mesmo nivel de
proteinas carboniladas, reafirmando assim o potencial de inibicdo da aminoguanidina
na formacédo de PCO (Figura 8A) (Colzani et al., 2016).

Quanto as seguintes condi¢des de incubacdo: BSA + MGO + AAL 0,5 pg/mL e
BSA + MGO + AAL 1 pg/mL, estas resultaram em niveis iguais de PCO quando
comparadas a condicdo BSA + MGO (Figura 8A), indicando baixa eficiéncia destas
concentracfes em relacéo a prevencao da oxidacdo das proteinas. Sendo assim, para
melhor constatacéo da eficacia de AAL em relacéo a protecdo contra a oxidagado das
proteinas, outros estudos devem ser realizados.

De acordo com alguns dados na literatura, a eficiéncia dos triterpenos em
relacdo a inibicho da formacdo dos AGE ocorre devido a interacdo com
macromoléculas envolvidas no processo de glicacdo, através da modulacdo da
atividade e/ou expressao de enzimas, inibindo a formacdo dos AGE, ou até mesmo
pela capacidade de eliminar radicais livres (Sudhahar et al., 2006; Wang et al., 2010;
Jang et al., 2010; Yin, 2012). No presente estudo, observou-se que, apés 8 dias de
incubacédo, as trés concentracdes de AAL avaliadas mantiveram niveis de PCO
semelhantes a condicdo de BSA isolada (Figura 08B), quando incubadas com a
proteina na auséncia de MGO, sugerindo que o AAL nao desencadeia reacdes que
resultam na formacéao das proteinas carboniladas. Dessa forma, indo ao encontro dos
experimentos anteriores, obtém-se como hipétese que o AAL sozinho nado induz
processos glicativos, porém ele também nao exibiu um significativo potencial
antiglicacdo nos parametros avaliados, sendo necessario mais estudos para melhor

avalia-lo.
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5. Concluséo

O sistema-modelo de glicacao in vitro, adotado no Laboratorio de Bioquimica e
Enzimologia Clinicas, possibilitou simular reacdes envolvidas no estresse glico-
oxidativo e, ao mesmo tempo, avaliar o potencial antiglicacdo de AAL, onde se
constatou que este bioativo ndo promove a geracédo de AGE fluorescentes e de danos
oxidativos, ndo sendo uma substancia prejudicial a estrutura de biomacromoléculas.

Contudo, o AAL apresentou uma baixa capacidade protetora contra as
agressoes glico-oxidativas promovidas pelo MGO presente no meio reacional nas
condicBes testadas no sistema-modelo de glicacdo in vitro conduzido com BSA.

Sendo assim, concluiu-se que, apesar da literatura indicar que AAL tenha um
potencial terapéutico eficaz aplicado ao DM, esse potencial pode ser uma
consequéncia de agdes sobre vias que provavelmente ndo envolvem de forma direta
e indireta a glicacdo de estruturas proteicas por compostos dicarbonilicos altamente

reativos.
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ANEXO A - Espectro de absorbancia controle e nas concentracdes de AAL 2 ug/mL
(grafico 1), AAL 1 ug/mL (grafico 2), AAL 0,5 ug/mL (grafico 3), registradas no dia 8
com metilglioxal e/ou BSA. Intensidade de fluorescéncia X comprimento de onda.
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Fonte: Autoria propria.
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ANEXO B - Espectro de emissao controle e nas concentracbes de AAL 2 pg/mL
(grafico 1), AAL 1 ug/mL (grafico 2), AAL 0,5 pg/mL (grafico 3) registradas no dia 8 na
presenca de metilglioxal e/ou BSA. Intensidade de fluorescéncia X comprimento de

onda.
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