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Resumo

A manutencao da hiperglicemia por longos periodos € um dos principais fatores
responsaveis pelo estresse glico-oxidativo, o qual participa no desenvolvimento das
complicacbes do diabetes mellitus (DM). Cresce o interesse na prospeccgao por
opcoOes terapéuticas complementares as terapias convencionais para o DM que visem
0 combate ao estresse glico-oxidativo. A espécie de pimenta Capsicum chinense
Jacqg. vem sendo estudada devido as suas propriedades medicinais. Este estudo teve
por objetivo investigar as propriedades antioxidantes e antiglicagdo in vitro do extrato
hidroetandlico dos frutos de C. chinense (CcExt). CcExt foi obtido via moagem dos
frutos, extracao por maceracéo (etanol a 70%), rotaevaporacéo e liofilizacdo. O estudo
do potencial antiglicacdo de CcExt foi realizado via sistema-modelo in vitro de
modificagdes glico-oxidativas, incubando-se albumina sérica bovina (BSA) na
presenca de metilglioxal (8 dias) ou glicose (30 dias); foram conduzidas incubacdes
na presenca de aminoguanidina (AG; agente antiglicacdo) ou CcExt (62,5, 125, 250
pHg/mL). Foram analisadas a formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada
(AGE), niveis dos produtos de oxidacdo de tirosina (ditirosina) e triptofano (N’-
formilguinurenina e a quinurenina), e formacéao de cross-linking proteico. O estudo do
potencial antioxidante in vitro do extrato foi feito via bleaching da crocina e ensaio de
captura do anion radical superoxido. A analise de propriedades quimicas foi feita por
cromatografia em camada delgada (CCD). O metilglioxal promoveu modificacdes
glico-oxidativas em BSA mais intensas em relacdo a glicose. O efeito protetor de
CcExt foi observado na incubacdo com ambos os agentes promotores da glicacao,
diminuindo a formacéo de AGE fluorescentes, produtos de oxidacdo dos residuos de
tirosina e triptofano e formacédo de cross-linking. CcExt protegeu o clareamento da
crocina, mostrando sua atividade antioxidante frente a captura de radicais peroxila. A
CCD permitiu a otimizacao das condicbes de fase movel em modo normal (silica gel)
de bandas e numeros de bandas referentes aos metabdlitos presentes no extrato. O
extrato dos frutos de C. chinense apresenta atividades antioxidante e antiglicacdo em
sistemas-modelo in vitro, 0 que torna preparacdes dessa espécie vegetal uma opcéo
promissora para estudos futuros de terapias complementares para o DM com

bioativos naturais, visando a atenuagéo do estresse glico-oxidativo.

Palavras-chave: glicacao proteica; diabetes mellitus; extratos naturais; propriedades
terapéuticas.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica cronica caracterizada por
deficiéncia na producéo e secrecao de insulina pelas células beta pancreaticas e/ou
pela resisténcia insulinica nos tecidos alvo. Uma de suas principais manifestacdes é
representada pelos elevados niveis de glicose no sangue (hiperglicemia). O DM é uma
condicao que preocupa os 0rgdos mundiais de salde publica devido ao continuo
aumento de sua prevaléncia e sua incidéncia. A hiperglicemia crdnica, uma
caracteristica tipica do DM n&o controlado, contribui para o estabelecimento do
estresse glico-oxidativo, o0 qual participa da promocdo das complicacdes
microvasculares e macrovasculares da doenca (FOWLER, 2008; INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2021).

Com base na etiologia da sindrome, o DM pode ser classificado em quatro tipos:
DM tipo 1 (geralmente mediado por processo de autoimunidade, causando a
destruicdo das células beta do pancreas e, consequentemente, deficiéncia total ou
absoluta na producdo de insulina); DM tipo 2 (resisténcia tecidual a insulina
combinada a prejuizos na producéo e secrecéo de insulina, também conhecida como
disfuncdo pancreatica); outros tipos especificos de diabetes mellitus (defeitos
genéticos na funcdo das células beta pancreéticas e/ou na acdo da insulina), e DM
gestacional (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019).

De acordo com Zagury et al (2006), os principais sintomas do DM sé&o: polidipsia,
polidria, polifagia, emagrecimento, visado turva, fadiga. Se ndo houver um tratamento
adequado da doenca, ha aumento no risco de desenvolvimento das complicacfes
diabéticas, que incluem retinopatia, nefropatia e neuropatia diabéticas, bem como as
doencas cardiovasculares. Evidéncias indicam que uma das principais causas das
complicacbes do DM esta relacionada a manutencdo da hiperglicemia por longos
periodos, culminando em estresse glico-oxidativo, o qual contribui para a patogénese
das complicacdes diabéticas (NOWOTNY et al., 2015).
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1.2 Glicacéao Proteica e Produtos Finais de Glicacdo Avancada

A glicacao proteica ocorre via reacdo ndo enzimatica entre 0s grupos amino
primérios das cadeias laterais dos aminoacidos e os grupos carbonila de carboidratos
redutores, resultando na formag&o de bases de Schiff (NEGRE-SALVAYRE et al.,
2009). Uma série de reacbes subsequentes leva a formacdo dos produtos finais de
glicacdo avancada (AGE, do inglés advanced glycation end products), os quais podem
alterar a estrutura das proteinas, prejudicando suas func¢fes biologicas, além de
estarem associados ao aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio,
caracterizando assim um estado de estresse glico-oxidativo que contribui para a

promocéao de danos aos tecidos no DM.

Em sintese, a glicacdo proteica envolve trés principais etapas: (i) a formacgéao
de uma base de Schiff instavel e sua rapida conversdao em produtos de Amadori
(cetoaminas), (i) a formacdo de intermediarios carbonilicos reativos, e entao, (iii) a
formacado dos AGEs. A glicacao tem inicio com a reacdo de adi¢cao nucleofilica entre
um grupo amino primario presente em proteinas, ou até em acidos nucleicos e lipideos
(cuja oxidacédo leva a formacdo de ALEs, do inglés advanced lipoxidation end
products) e grupos carbonila de carboidratos, formando uma base de Schiff (imina)
(etapa reversivel). Por ser uma base instavel, esta sofre rearranjo espontaneo para
uma cetoamina relativamente estavel, conhecida como produto de Amadori. Os
produtos de Amadori sofrem reacfes de oxidacdo e desidratacdo que podem formar
compostos reativos: glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglucosona, conhecidos como
compostos dicarbonilicos. Posteriormente, esses compostos dicarbonilicos podem
reagir com diversas outras biomoléculas, especialmente proteinas, e os produtos
destas reacbes podem passar por uma série de reacdes, tais como desidratacao,
rearranjos, ciclizacao e oxidacéo, que levam a formacéo dos AGEs, que séo produtos
finais estaveis (Figura 1). Alguns AGEs, tais como vesperlisina A, vesperlisina B, entre
outros, sdo capazes de emitir fluorescéncia quando excitados, e seus niveis podem
ser estimados fluorimetricamente (PENNACHI, 2011; EMEL’'YANOV, 2017).
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Figura 1. Viséo geral da reacédo de glicacéo proteica com formacéo dos produtos
finais de glicacdo avancada.

Acucares redutores ‘HZN_R Base de Schiff Compostos de
Ex: glicose, frutose + Amino grupos: ex: (g S —; Amadori
arabinose residuos de lisina, glicosilamina Ex: hemoglobina
arguina, cistema L’licosilﬂdﬂ
Metabolitos

Ex: intermediarios \ C ¢ _HzN -R AGEs/ALEs
glicoliticos DIINOIRGS - Amino grupos; ex: Ex:
carbonilicos reativos residuos de lisina, _ carboximetilisina,

xidagdo I AR Estresse S e o :
___‘;__—-—'“' Ex: glioxal, metilglioxal, carbonilico  ArgININA, cisteina pentosidina, furosina

Lipideos e
P deoxiglicosonas

Aminoacidos

Fonte: BARBOSA et al., 2016.

Os AGE séao gerados em condicdes fisiolégicas normais, porém sua formacao
€ acelerada em individuos com hiperglicemia crbénica. A glicacdo, por alterar as
estruturas de proteinas e, portanto, suas fung¢des, impacta o funcionamento celular.
Essa alteracdo proteica estrutural e funcional ocorre devido a diversos eventos,
incluindo geracao exacerbada de espécies reativas de oxigénio, formacao de cross-
linking intra e entre proteinas, ou até a interacdo dos AGE com seus receptores
(RAGE, do inglés receptor for AGE). As proteinas glicadas podem formar ligacfes
covalentes cruzadas irreversiveis entre si, estas conhecidas como cross-linking, que
possuem um importante papel no estabelecimento das complica¢cdes do DM (ZIEMAN
e KASS, 2004; NEMET et al., 2011).

1.3 Estresse oxidativo no DM, espécies reativas de oxigénio e

lipoperoxidagao

O oxigénio (O) é fundamental a vida humana, no entanto, também pode ser
toxico quando transformado em radical. Através de processos celulares enzimaticos
e ndo enzimaticos, o O2 pode receber um elétron, formando as espécies reativas de
oxigénio (ERO), tais como o anion radical superéxido (O2™), peréxido de hidrogénio

(H20.) e o radical hidroxila ("OH), sendo este o radical mais lesivo que se conhece,
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devido ao fato de que o organismo ndo apresenta um mecanismo de defesa para sua
acao deletéria, portanto, contribuindo para que ocorram inativagdo de enzimas, danos
as proteinas, modificacbes nas fitas de DNA e lipoperoxidacdao (LPO)
(VASCONCELOS et al., 2007). As espécies reativas de oxigénio, especialmente ‘OH,
podem ocasionar ataques e consequentemente modificacfes oxidativas aos acidos
nucleicos, proteinas e outras biomoléculas, tais como os lipideos, sendo que nestes a
reacdo é denominada peroxidacdo lipidica, ou LPO. Nesta reacdo, a etapa inicial
conta com a participacdo de uma espécie reativa, como o ‘OH, que ao abstrair um
atomo de hidrogénio, geralmente de um acido graxo poli-insaturado, resulta em um
elétron desemparelhado no carbono da estrutura. Por rearranjo molecular, o radical
sofre estabilizagdo, ocasionando a formag&do de um dieno conjugado, o qual na
presenca de oxigénio reage com O, formando o radical peroxila (ROO"). O ROO" € o
responsavel pela reacdo de propagacdo em cadeia, onde ao reagir com o H' que
compdem moléculas de lipideos adjacentes, é capaz de o abstrair, fazendo com que
o carbono radicalar resultante sofra rearranjos e interacdo com 02, e
consequentemente ocorra a formacdo de outro ROO® e assim sucessivamente
(VASCONCELOS et al., 2007).

No organismo, a LPO pode ocorrer enzimaticamente (ciclo-oxigenases e
peroxidases) ou ndo enzimaticamente (auto-oxidagdo), como o mecanismo citado
anteriormente e que envolve a participacdo de ERO, e outros radicais livres. Pode
ocorrer peroxidacdo em fosfolipideos e em lipoproteinas, e estas modificacdes
oxidativas podem ocasionar mudancas nas propriedades fisicas e quimicas das
membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade, com risco de ruptura das
membranas celulares, resultando em morte celular. As membranas biologicas,
compostas de bicamadas de fosfolipideos, sdo os principais alvos de ataque dos
radicais, sofrem LPO, que uma vez ocorrendo de maneira descontrolada causa perda
de sua estrutura e funcionalidade, culminando na etiologia de diversas doencas. Pelas
complicacbes da LPO, tem-se estimulado estudos que abordem a eficacia e
mecanismos de acdo dos antioxidantes, o que ressalta a importancia dos estudos do

potencial do extrato de Capsicum chinense (CcExt) frente ao ROO".

Desta forma, a LPO pode apresentar, na presenca de substancias
antioxidantes, uma fase final de neutralizagdo dos radicais formados por acao de

antioxidantes lipossoluveis (por exemplo, a-tocoferol, 3-caroteno) ou pela reacéo de
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radicais lipidicos resultando em produtos que nao sé&o radicalares (VASCONCELOS
et al., 2007).

Sendo assim, as ERO podem ser bastante prejudiciais para as células, cujos
danos podem representar a causa direta de estados patolégicos, como o papel
determinante de ERO no inicio e progressao das complicacfes cardiovasculares
associadas ao DM, por exemplo. Somam-se as ERO e seus potenciais deletérios, o
acido hipocloroso (HOCI) e o 6xido nitrico (NO), este ultimo pode ligar-se ao oxigénio
ou ao O>" formando espécies reativas de nitrogénio (ERN). Portanto, o estresse
oxidativo ocorre quando a velocidade de producdo de ERO e ERN ultrapassa a
velocidade de remocdo destes pelos mecanismos de defesa celular, que incluem
varias enzimas antioxidantes, bem como os antioxidantes ndo enzimaticos, tais como

vitaminas C e E e os flavonoides vegetais (SMITH et al., 2007).

1.4 Agentes promotores da glicacéo, metilglioxal e glicose

Os mecanismos de formacao de AGE incluem a via de estresse carbonilico, na
gual a oxidacdo de lipideos ou de acuUcares, incluindo a glicose, gera compostos
dicarbonilicos intermediarios altamente reativos. Subprodutos gerados a partir de
intermediarios da glicolise e a autoxidacdo de glicose, por exemplo, produzem
metilglioxal e glioxal, os quais interagem com aminoacidos para formar AGEs
(BARBOSA, 2008).

O metilglioxal (MGO) é um composto dicarbonilico advindo do metabolismo da
glicose, surgindo como um subproduto da via glicolitica. As reacdes entre proteinas e
agentes promotores da glicacdo, culminando na formacdo dos AGE, contribuindo
assim para disfuncéo proteica, € mais rapidamente observada na presenca de MGO,

sendo um agente promotor da glicacdo muito potente em humanos.

A formacao de AGE é resultado da acdo de varios metabdlitos reativos que tém
principalmente a glicose como precursor, sendo o MGO o principal precursor na
formacdo de AGE. Embora a concentracdo de MGO no plasma seja 25.000 vezes

menor do que a da glicose, o MGO é 50.000 vezes mais reativo, em relacdo a

capacidade de glicacdo de biomoléculas. Assim, o MGO pode promover a geracao
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muito rapida de adutos advindos da glicagdo de proteinas intracelulares e
extracelulares, lipideos e DNA, modificando suas fungbes. O MGO é formado
principalmente pela degradacdo ndo enzimatica das trioses fosfatos, geradas na via
glicolitica (gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona-fosfato), sendo, portanto, um
subproduto do metabolismo da glicose (Figura 2). Por ser altamente reativo, 0 MGO
reage principalmente com residuos de arginina em proteinas, sendo a
hidroimidazolona 1 (MG-H1) o principal AGE derivado de MGO (SCHALKWIJK e
STEHOUWER, 2020).

Tem sido sugerido que baixos niveis de glioxalase 1 (enzima que participa da
detoxificagdo enddégena do MGO) (Figura 2) culmina em elevados niveis deste
composto dicarbonilico, causando assim o estresse dicarbonilico, o qual contribui para
as diversas complicacdes observadas na obesidade e no DM, incluindo inflamacéo,
resisténcia a insulina, nefropatia diabética e complicacbes cardiovasculares
(RABBANI e THORNALLEY, 2019). Existem evidéncias cientificas consideraveis de
pesquisas experimentais e pré-clinicas de que o aumento dos niveis intracelulares de
MGO, como uma consequéncia da hiperglicemia crénica, aumenta as chances de
desenvolvimento das complicagbes vasculares do DM, assim como importantes
evidéncias vém surgindo em relacdo ao papel do MGO em provocar anormalidades
estruturais e funcionais na molécula de insulina, o que pode contribuir no curso do
desenvolvimento de resisténcia insulinica (SCHALKWIJK e STEHOUWER, 2020).
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Figura 2. Vias de formacao e de degradacao do metilglioxal.
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Fonte: Adaptado, SCHALKWIJK e STEHOUWER, 2020.

Mesmo que o metilglioxal apresente um potencial mais elevado de glicacéo de
biomoléculas, a glicose representa um agente glicativo de grande importancia, o que
se deve a maior concentracdo deste carboidrato no sangue e intracelularmente.
(BARREIROS et al., 2005; EMEL’'YANOQV, 2017).

Um dos produtos mais conhecidos do processo de glicacdo proteica é a
hemoglobina glicada (HbAlc), resultado de ligacdo entre a hemoglobina A (HbA) e a
glicose (carboidrato). A concentracdo de HbAlc no sangue dependera dos niveis
meédios de glicemia e do tempo de vida das hemécias (ANDRIOLO e VIEIRA, 2008;
SUMITA e ANDRIOLO, 2006). A analise dos niveis de HbAlc € um dos exames de
maior relevancia para individuos com DM, pois é um importante biomarcador
laboratorial para o diagndstico e monitoramento terapéutico do DM (tipos 1 e 2) e na
avaliacdo de risco das complicagbes do DM (SUMITA e ANDRIOLO, 2006).
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1.5 Os antioxidantes, os antiglicantes e as estratégias terapéuticas

complementares

Estudos tém demonstrado os beneficios de terapias combinadas entre agentes
antidiabéticos e preparacbes de origem natural com atividade antidiabética e
antioxidante, sendo estas estratégias interessantes na prevencao e/ou atenuacao dos
efeitos relacionados ao estresse glico-oxidativo. Segundo Bruckbauer et al. (2013),
efeitos combinados sinérgicos e/ou aditivos foram observados nas combinacdes de
metformina e ativos naturais, promovendo melhorias na sensibilidade a insulina,
verificando-se também em estudos a reducdo na producdo hepatica de glicose
(WANG et al., 2015).

Atualmente, o combate ao estresse glicativo tem demonstrado ser uma
estratégia eficaz para combater o desenvolvimento de doencas. A inibicao da glicacédo
pode suprimir a ativacdo do inflamassoma a fim de diminuir o desenvolvimento de
reacdes inflamatorias. As acdes anti-inflamatoérias e antioxidantes dos acidos fendlicos
e flavonoides, podem inibir determinadas etapas na geracado de AGE, seja por suas
propriedades antioxidantes, seja via bloqueio do receptor de produtos finais de
glicacdo avancada (RAGE). Muitos estudos confirmaram que diversas substancias
polifendlicas possuem propriedades antiglicacdo in vivo e in vitro. Tem sido
demonstrado que uma diminuicdo na producao de compostos carbonilicos parece ser
eficaz na promocéao de protecdo cardiovascular ou de retardar o desenvolvimento do
DM e suas complicacGes, através da atividade antiglicacdo de determinados

compostos fendlicos (YEH et al., 2017).

1.6 Pimenta Capsicum chinense

As pimentas do género Capsicum estdo entre as especiarias mais consumidas,
além apresentar uma diversidade de propriedades benéficas. Possuem significativa
aplicagcdo na culinaria, na industria alimenticia, na farmacologia e na medicina, com
indicios de suas propriedades benéficas no tratamento do DM (CHAVES et al., 2017).

As pimentas tém altos valores vitaminicos além de serem fonte de antioxidantes



21

naturais, tais como vitamina C, carotenoides, vitamina E, vitaminas do complexo B,

além de compostos fendlicos (PINTO et al., 2013).

A Capsicum chinense Jacq é uma espécie de pimenta do género, encontrada
em regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Esta espécie apresenta diferentes
cultivares, sendo constituida por diversos metabolitos secundarios bioativos, incluindo
o alcaloide capsaicina, principal ingrediente pungente das pimentas que esta sendo
cada vez mais usada como componente ativo em produtos farmacéuticos, por seu
potencial em inibir diretamente a reacéo de glicacdo proteica (HSIA, 2016). Algumas
variedades da espécie C. chinense sdo a pimenta biquinho, de pungéncia doce e
aroma forte, e a pimenta bode, que possui pungéncia forte; estudos indicam a
presenca de agdes anti-inflamatoria e analgésica para ambas as variedades (LEAL,
2012).

1.7 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos sdo caracterizados como compostos antioxidantes
presentes em frutas, legumes, café, vinho e pimentas. Sua atividade antioxidante pode
ser relacionada a sua lipofilicidade, quando presente, e pela presenca de grupos
hidroxila no anel aromatico, e podem ser divididos em dois grupos: os flavonoides (0s
guais sao ativos na defesa contra ROS) e os néo flavonoides (ODJAKOVA, 2012).
Existem também estudos com compostos fendlicos de origem vegetal demonstrando
a sua eficacia antiglicacdo (GOVINDARAJ e PILLAI, 2015).

Estes achados despertam o interesse para a realiza¢do de estudos do potencial
antiglicacdo e/ou anti-AGEs e antioxidante de preparacfes vegetais ricas em
compostos fendlicos, tal como pimentas do género Capsicum, via utilizacdo de
sistema-modelo de glicacao proteica in vitro, 0 qual permite avancar na compreensao
do potencial protetor de preparacdes ricas em compostos fendlicos. A vantagem na
descoberta do potencial farmacol6gico de compostos em produtos de origem vegetal
e suas acOes benéficas a saude estd centrada na prospeccdo de novas opcgoes
terapéuticas complementares ao auxilio das terapias convencionais, sendo de baixo

custo e de facil obtencgéo.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a acdo antiglicacdo e antioxidante do extrato hidroetandlico dos frutos
de Capsicum chinense Jacq através de sistemas-modelo in vitro. O estudo do
potencial antiglicacédo é realizado em sistema-modelo in vitro de modificagdes glico-
oxidativas proteicas, o qual se baseia na incubacéo de albumina sérica bovina com
metilglioxal ou com glicose, mimetizando as modificagées proteicas promovidas pela
glicose em estados hiperglicémicos. Faz-se o monitoramento de marcadores, tais
como a formacdo de AGE fluorescentes, produtos de oxidacdo dos residuos de
tirosina e triptofano, niveis de proteinas carboniladas e formacéo de ligacdes cruzadas
entre proteinas (cross-linking proteico), com avaliagcdo temporal das alteracdes
causadas pelo estresse glico-oxidativo. O estudo do potencial antioxidante é realizado
em sistema-modelo in vitro de geracdo de espécies reativas, tais como o0 ensaio de

captura do anion radical superoxido e o ensaio do clareamento (bleaching) da crocina.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes utilizados

Os reagentes utilizados no estudo foram: etanol (70%), pimentas Capsicum
chinense, agua ultrapura, dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich), albumina sérica bovina
(BSA, po liofilizado livre de acidos graxos) (296%), metilglioxal e glicose (Sigma-
Aldrich), fosfato de sédio monobasico (Synth), fosfato de sddio dibasico (Sigma-
Aldrich), azida sddica (Merck), aminoguanidina (Sigma-Aldrich), dodecil sulfato de
sédio (SDS) (Sigma-Aldrich), Coomasie blue, metanol, &cido acético (Qhemis), agua
ultrapura, alcool etilico absoluto, acetato de etila, tolueno, acido férmico, hexano,
isopropanol, iodo, dicloridrato de 2,2’-azobis- (2-metilpropanoamidina) (AAPH),
crocina, trolox, metassulfato de fenazina (PMS), azul de tetrazolio (NBT), nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH), quercetina, 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Merck),

acido cloridrico (HCI).
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3.2 Obtencdo e liofilizacdo do material vegetal e extrato

hidroetandlico da pimenta Capsicum chinense

O material vegetal, frutos da pimenta biquinho (Capsicum chinense Jacq.)
foram adquiridos de cinco fornecedores distintos do comércio local da cidade de
Araraquara, SP. O material foi identificado pelo Prof. Dr. Luis Vitor Silva do
Sacramento. ApGs aquisicdo do material vegetal, realizou-se a limpeza em agua e
detergente neutro e entdo, posterior enxague em agua corrente. Em seguida os frutos
foram secos em temperatura ambiente, e retiradas suas folhagens e estruturas
morfolégicas ndo interessantes para o estudo (pedunculos e os resquicios dos

calices).

Os frutos das pimentas foram previamente armazenados sob temperatura de -
20°C e em seguida, sob temperatura de -80°C. Posteriormente, para a remocao de
agua dos frutos, as amostras foram submetidas ao processo de liofilizacdo, a uma
pressao de 0,011 mbar e temperatura de -60°C, durante 48 horas. Apds 0 processo
de liofilizacdo, as amostras dos frutos das pimentas secas foram trituradas em moinho,
obtendo-se um residuo seco, na forma de po, o qual foi recolhido para o preparo do
extrato hidroetandlico. O método de extracdo para a obtencdo do extrato
hidroetandlico de frutos de C. chinense (CcExt) foi a maceracao, método a frio em que
se utiliza o liquido extrator, sendo o solvente utilizado neste experimento o etanol a

70%, para a obtencéo do extrato hidroetandlico dos frutos da pimenta.

O extrato obtido por maceracdo foi preparado adicionando-se as pimentas
secas previamente trituradas em um frasco ambar, contendo etanol a 70%, fechado
hermeticamente e mantido a temperatura ambiente (26°C), protegido da luz, e com
agitacdo manual diaria (o contato entre o solvente e a matéria-prima foi mantido
durante 48 horas, em uma primeira etapa). Assim decorrido, a mistura resultante da
extracao foi separada por filtracdo, a vacuo, armazenando o liquido extraido contendo

o solvente etanol a 70% em frasco de vidro @mbar sob refrigeracéo.

Ao pé intumescido restante foram adicionados mais 1000 mL de etanol 70%,

sendo a etapa de maceracédo repetida por mais 48 horas. Os sobrenadantes foram
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recolhidos em frasco ambar e mantidos sob refrigeracdo. O residuo de poé

entumescido, ao final do processo de extracdo por maceracao, foi descartado.

Para a remocdo do etanol, as amostras do CcExt foram levadas ao
rotaevaporador, a temperatura de 45°C, frequéncia de 120 rpm e pressédo de 200
mbar, durante sessdes de 50 minutos a cada 500 mL de amostra do extrato. As
amostras do extrato, livres de etanol, foram recolhidas em tubos do tipo falcon de 50
mL e armazenadas a -80°C preparando-as para a etapa seguinte de liofilizacao.

As amostras de CcExt, apés rotaevaporacao, foram submetidas a liofilizacao,
para remocao de agua. A liofilizacdo foi conduzida a uma presséo de 0,011 mbar e
temperatura de -60°C, durante 96 horas, resultando no CcExt, de consisténcia seca
(p06), livre de solventes. O extrato obtido foi armazenado em dessecador para que

fossem evitados eventuais ganhos de umidade até a realizacdo dos experimentos.

3.3 Analise e estudo do potencial antioxidante e propriedades

quimicas do extrato de Capsicum chinense

3.3.1 Analise do extrato de Capsicum chinense por cromatografia

em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada é uma técnica de simples execucéao, de baixo
custo e de grande importancia para a separacdo rapida e analise qualitativa ou
guantitativa de pequenas quantidades de amostra, sendo utilizada para determinacao
da pureza de compostos, identificacdo de componentes em uma mistura comparando-
0s com padrbes, e ainda para isolar componentes puros de uma mistura (BECKER,
1997). O objetivo destas andlises foi a otimizacdo de fase mdével em CCD e a obtencao
de perfil cromatogréfico do extrato. Sendo assim, inicialmente pesou-se 5 mg do CcExt
em um tubo eppendorf, e a essa massa adicionou-se 500 pL de alcool etilico absoluto,
submetendo-se posteriormente o tubo em banho de ultrassom (Unique®) por 30
minutos até completa solubilizacdo do extrato. Apos a solubilizacdo, uma solugéo

inicial de concentragdo 10 mg/mL foi obtida, e desta solugéo foram retiradas duas
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aliquotas com o objetivo de obter-se duas amostras nas concentracdes de 5 mg/mL e
10 mg/mL. A primeira aliquota retirada foi de 250 uL e armazenada no frasco “a”, e a
este frasco entdo adicionou-se mais 250 uL de alcool etilico absoluto, obtendo-se
entdo uma amostra “a” de volume final de 500 pL e concentragdo de 5 mg/mL. A
segunda aliquota retirada da solugao inicial foi de 250 uL e transferida ao frasco “b”,

obtendo-se a amostra “b” de volume igual a 250 uL e concentracdo de 10 mg/mL.

A caracterizacdo das amostras do CcExt, nas concentracbes de 5 mg/mL e 10
mg/mL, foi realizada por cromatografia em camada delgada, de acordo com Alves
(2012), com modificac¢des, utilizando para fins comparativos diferentes eluentes (fases

moveis) descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Fases moveis utilizadas na Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
identificadas em grupos de A-F, e proporcdes dos eluentes que as compdem.

Grupos Fase movel Proporcgéo
utilizada (v/iv)*

A acetato de etila: tolueno: acido férmico 56: 24: 20
B tolueno: acetato de etila: metanol: 4cido acético 53:40:5: 2
C hexano: acetato de etila 70: 30
D hexano: acetato de etila: isopropanol 60: 37: 3
E acetato de etila: etanol 90:10
F acetato de etila 100

* proporcéao dos eluentes utilizados, levando em consideracao o volume final de 6

mL de fase movel total a ser adicionada na cuba de saturacdo da CCD.

As amostras do CcExt, nas concentracbes de 5 mg/mL e 10 mg/mL foram
aplicadas em volumes de 10 pL e 20 uL nas bases (a 0,5 cm da parte inferior) das
placas cromatograficas (fase estacionaria) de silica gel C18, 0,20 mm com indicador
fluorescente UV254 (MACHEREY-NAGEL ®), através de aplicagbes sucessivas das
amostras com um pequeno capilar, formando-se manchas circulares em sequéncia, e
posteriormente estas placas foram inseridas nas cubas de cromatografia contendo um

grupo de eluentes (solventes), que foram descritos na Tabela 1, em cada uma delas.



26

Quando os solventes atingiram distancia total de eluicdo (a 0,5 cm da parte
superior), as placas foram retiradas das cubas cromatogréficas, e a seguir foram
analisadas. Quando os componentes sado substancias coloridas, as manchas séo
visiveis. Quando os compostos sao incolores a placa deve ser “revelada” usando um
‘revelador”’. Sendo assim, para visualizagdo das bandas obtidas, as placas foram
analisadas na luz ultravioleta (UV-365 nm), detectando-se algumas bandas. Para a
revelacdo das bandas que ndo foram visualizadas na luz UV, as placas foram
inseridas e permaneceram por 15 minutos em cubas que foram previamente
saturadas com iodo (adicionou-se em cada uma delas cerca de 4g de iodo), formando-
se vapores de iodo que reagem com compostos organicos formando complexos de

cor amarela nas placas.

O fator de retencéo (Ry) dos metabdlitos secundarios foi utilizado como referéncia

para analise do comportamento das substancias presentes nas amostras avaliadas.

3.3.2 Estudo do potencial antioxidante do extrato de Capsicum

chinense: ensaio de clareamento (bleaching) da crocina

O ensaio de clareamento (bleaching) da crocina, realizado de acordo com Tubaro
et al. (1998), com modificacdes de Assis et al. (2015), baseia-se na competicdo entre

a crocina (Figura 3) e a amostra (CcExt) em reagir com o radical peroxila (ROO").

Figura 3. Estrutura quimica da crocina
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Fonte: NIE et al., 2019.
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O monitoramento da diminuic&o da absorbancia da crocina foi realizado em 443
nm durante 10 minutos. A reacdo € iniciada pela adicdo do azocomposto dicloridrato
de 2,2’-azobis- (2-metilpropanoamidina) (AAPH), o qual a 40°C, por termélise, permite
a formacéo de um radical livre, em meio aerado. O O presente no meio da reacao
reage com o radical e gera 0 ROO*; o ROO* retira um atomo de hidrogénio e gera um
radical na crocina, levando ao rompimento de suas duplas liga¢des, provocando seu
clareamento, e diminuicdo de sua absorbancia na regiao do visivel. Na presenca de
substancias antioxidantes, essa diminui¢do da absorbancia se torna menor e por isso
registra-se um novo valor na variagdo da absorbancia em fungcéo do tempo, ou seja,
na velocidade do clareamento (bleaching) da crocina. Desta forma, os antioxidantes
competem com a crocina pelos radicais ROO®, sendo assim, a inibicdo de sua
oxidacao depende da capacidade das amostras na captura das espécies radicalares
(Figura 4).

Figura 4. Reacdes envolvidas no ensaio de clareamento da crocina. A, representa

um antioxidante (amostra).

RN =NR A:aoc 2R*+ N,
R* + 0, «— ROO*
ROO* + crocina — ROOH + crocina*

ROO* + AH — ROOH + A"

Fonte: ASSIS et al., 2015, com adaptacgéo.

O ensaio foi realizado em volume total de 2 mL, em tampao fosfato de sddio
0,12 M, pH 7,0 com 24,4 ug/mL de crocina (a partir de uma solugéo estoque de
5861,76 pg/mL em DMSO) e diferentes concentragcdes de Trolox (antioxidante padréo,

analogo soluvel da vitamina E, nas concentracdes de 9,38; 6,26; 3,13; 1,88, 1,25; 0,63
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e 0,25 pg/mL) e nas concentracdes de 675, 500, 375, 250, 125 e 62,5 pug/mL do
(CcExt). A reacdo teve inicio com adi¢cdo de 50 pL (12,5 mM, concentracéo final) de
AAPH (solucao estoque 0,5 M, preparada diariamente, em tampao fosfato de sodio
0,12 M, pH 7,0 e mantido gelado, em banho de gelo), a absorbéancia foi monitorada a
443 nm, sob agitacéo e temperatura de 40°C constantes.

A velocidade do clareamento da crocina € linear apés 1 minuto da adi¢do do
AAPH, e foi monitorada durante 10 minutos no espectrofotdmetro (Jasco® V-630). Foi
realizado para cada concentracdo de amostra um ensaio sem crocina, considerando-
0 como branco da reacgéo, a fim de evitar possiveis interferéncias na absorbancia.

Por competicao cinética, o clareamento da crocina pela geragcdo do ROO* (vo)
diminui na presenga de composto antioxidante. O antioxidante compete com a crocina

pelo ROO* e uma nova velocidade de clareamento (v) corresponde a:

ke [C]
ke|C] + ka |A]

V=V X

Onde: vo = k1 X [ROO* ] x [C]; kc = k1 X [ROO"* ]; ka = ko x [ROO* |;
[ROO* ] = concentracao do radical peroxila;

Vo = velocidade da reagéo da crocina com ROO*;

ki1 = constante de velocidade para a reacdo entre ROO* e crocina;

ko = constante de velocidade para a reacéo entre ROO* e antioxidante;
[C] = concentracdo da crocina;

[A] = concentracdo de amostra (Trolox ou CcExt).

A velocidade de bleaching da crocina (vo) diminui na presenca de um

antioxidante e um novo valor (v) € avaliado de acordo com a seguinte relacéo:

vo ke [C] + ka [A] ka [A]
= =14 —x—
v ke [C] ke = [C]
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O valor de ka/kc, calculado a partir da inclinacao de regresséo linear do grafico
Vo /v versus [AJ/[C], indica a capacidade relativa de um antioxidante interagir com o

ROO*. Os dados foram analisados usando o programa OriginPro 8.5.

3.3.3 Estudo do potencial antioxidante do extrato de Capsicum

chinense: ensaio de captura do anion radical superoxido

O estudo do potencial antioxidante pelo ensaio de captura de anion radical
superoéxido foi efetuado em tampéao pirofosfato de sédio (25 mmol/L e pH 8,3).
Primeiramente, foram adicionados 150,0 uL de tampéao; amostra (CcExt, Trolox e
Quercetina) em volume necessario para obtencdo das concentracdes estudadas;
10,0 uL de metassulfato de fenazina (PMS; 372 uM) e 25,0 pL de azul de tetrazdlio
(NBT; 600 puM). Incubou-se a placa por 2 minutos em auséncia de luz e em
temperatura ambiente e, posteriormente, foram adicionados 15,0 pL de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH; concentragao igual a 1560 uM), desta
forma a placa seguiu para incubacao de 5 minutos, em temperatura ambiente e na
auséncia de luminosidade. Na placa, durante o ensaio, realizou-se o controle
(100%), ou seja, na auséncia de amostra e o “branco” da reacéo, o qual néo foi
adicionado o volume de NADH, com o objetivo de medir a resposta do
procedimento adotado para impurezas ou espécies interferentes nos reagentes,
além de indicar a interferéncia de outras espécies na amostra.

A fim de se obter um volume final de reacao igual a 300,0 uL, foi adicionada
agua ultrapura. As absorbancias geradas pela reacdo foram monitoradas a 560
nm, em espectrofotdmetro de placas (BioTek® PowerWave XS2), com o propdsito
de monitorar a formazana gerada, a qual € possivel de ser observada pela
coloracdo purpura formada. A formazana é proporcional a quantidade de anion
radical superoxido em solucdo, sendo assim as moléculas antioxidantes séo
capazes de interagir com o anion radical superoxido inibindo a formacéo de
formazana.

Para o CcExt foram avaliadas concentragdes de 62,5 a 1000 ug/mL. E para
os padrdes, as concentracoes estudadas foram de 1,0 a 40 pg/mL para a
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Quercetina, e para o Trolox de 0,0625 a 1,50 pg/mL. Os ensaios foram realizados
em triplicata.

Com a obtencgéo dos valores de absorbéancia, foi realizado o céalculo da
porcentagem da captura do anion superéxido. Com os resultados, foram obtidas
para cada substancia estudada, as curvas analiticas e os respectivos valores de
ECso, 0s quais demonstram a quantidade de substancia necesséria para a captura
de 50 % dos radicais em solugdo. Os dados foram analisados usando o programa
OriginPro 8.5.

3.4 Sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas proteicas in

vitro

3.4.1 Proteina albumina sérica bovina incubada na presenca de

glicose

Para a avaliacao das consequéncias das modificacdes glico-oxidativas proteicas,
bem como para o estudo do potencial do CcExt em inibir estes processos, foram
realizados ensaios baseados na incubacéo da proteina albumina sérica bovina (BSA)
na presenca de glicose (Gli) in vitro, na auséncia ou presenca do CcExt, nas

concentracgfes de 62,5, 125 e 250 pg/mL.

O sistema-modelo de promocéao de modificacdes glico-oxidativas proteicas in vitro
foi conduzido de acordo com dos Santos et al. (2019) e Motta et al. (2020).
Previamente ao inicio das incubacfes, realizou-se a solubilizagdo do CcExt em
dimetilsulféxido (DMSO; 5% nas incubac¢des). Sendo assim, inicialmente pesou-se
15,0 mg de massa do extrato em um tubo eppendorf, e a essa massa adicionou-se
volume de 3,00 mL de DMSO, submetendo-se posteriormente o tubo em banho de
ultrassom (Quimis®) por 30 minutos até completa solubilizacdo do extrato. Neste

momento, foi obtida uma solucéo de trabalho de extrato de 5 mg/mL.

A solucédo de trabalho de extrato de 5 mg/mL foi usada para obter outras duas
solugdes, mais diluidas (em DMSO), de concentra¢des 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL. As

solugbes de trabalho de 5 mg/mL, 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL foram utilizadas,
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respectivamente, para a obtengéo das concentragdes de extrato de CcExt 250, 125 e

62,5 ung/mL no meio de incubacéo.

Observando-se que o extrato foi solubilizado adequadamente, em todas as
solugdes de trabalho acima descritas, prosseguiu-se para a etapa de realizagédo do
estudo do potencial antiglicagcdo de CcExt em sistema-modelo in vitro de modificacdes
glico-oxidativas proteicas. O sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas
proteicas in vitro foi realizado da seguinte forma: albumina sérica bovina (BSA, 10
mg/mL) foi incubada sob condi¢des estéreis na presenca de glicose (Gli, 0,5 M), em
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo 0,02% de azida sédica, a 37°C (Incubadora
CO2 J.P. SELECTA®), durante 30 dias em ambiente aerébico fechado, na auséncia
ou presenca de CcExt, nas concentracdes de 62,5, 125 e 250 pg/mL, ou na auséncia
ou presenca de aminoguanidina (AG, 1 mM; substancia protétipo antiglicacéo ou anti-

AGE). Cada condicéo de incubacéo foi conduzida em triplicata.

Foram preparadas solucbes de trabalho de cada componente a ser utilizado no
meio de incubacao: 25 mg/mL de BSA, 1,25 M de glicose, 2 mM de AG, 4 mg/mL de

azida sodica.

Aliguotas destes ensaios foram coletadas para serem utilizadas nas
determinacdes dos seguintes marcadores: AGE fluorescentes, produtos de oxidacao
dos residuos dos aminoacidos tirosina e triptofano, formacéo de cross-linking proteico
e determinacdo de proteinas carboniladas. No tempo O (isto €, antes do inicio das
incubacbes a 37°C) e nos tempos 10, 20 e 30 dias de incubacédo, aliquotas das
incubacdes foram retiradas para a estimativa de AGE fluorescentes, estimativa dos
produtos de oxidacdo dos residuos de tirosina (ditirosina) e triptofano (N’-
formilguinurenina e a quinurenina). Amostras das incubac¢des obtidas apos 30 dias de
incubacdo foram usadas para analise da formacdo de cross-linking proteico e

determinacado dos niveis de proteinas carboniladas.
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3.4.2 Proteina albumina sérica bovina incubada na presenca de

metilglioxal

O sistema-modelo de promocé&o de modificacdes glico-oxidativas proteicas in vitro
foi conduzido de acordo com Meeprom e colaboradores (2015) e Motta et al. (2020),
com modificagdes. O ensaio foi realizado tal qual o descrito anteriormente, onde a
BSA foi incubada na presenca de Gli, no entanto, o agente glicativo empregado foi o
metilglioxal (MGO).

A BSA (10 mg/mL) foi incubada sob condigdes estéreis na presenca de MGO na
concentracédo de 2 mM, em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4) contendo 0,02% de azida
sodica, a 37°C, durante 8 dias (192 horas) em ambiente aerObico fechado, na
auséncia ou presenca de CcExt, ou na auséncia ou presenca de AG (1 mM). Foram
conduzidas incubacfes na auséncia ou na presenca CcExt, nas concentracfes de
62,5, 125 e 250 pg/mL. DMSO (5% nas incubac¢des) foi utilizado como solvente para
CcExt e também para a diluicdo necessaria para a obtencéo das trés concentracées
do extrato estudadas. As incubacdes foram realizadas em triplicata. Aliquotas deste
ensaio também foram coletadas para serem utilizadas nas determinacfes dos
marcadores: AGE fluorescentes e produtos de oxidacdo dos residuos dos
aminoacidos tirosina e triptofano, onde no tempo 0 (isto é, antes do inicio das
incubacdes a 37°C) e nos tempos 24, 48, 96 e 192 horas de incubacao, aliquotas das
incubacdes foram retiradas para a estimativa de AGE fluorescentes, estimativa dos
produtos de oxidacdo dos residuos de tirosina (ditirosina) e triptofano (N’-

formilguinurenina e a quinurenina), e formacéo de cross-linking proteico.

3.4.3 Estimativa dos niveis de AGEs fluorescentes

A producdo de AGE foi estimada via fluorescéncia, onde aliquotas das
amostras incubadas com BSA na auséncia ou na presenca de Gli ou de MGO, na
auséncia e na presenca do CcExt em concentragfes de 62,5, 125 e 250 pug/mL, e na
auséncia ou na presenca de AG, foram submetidas a excitagdo em comprimento de

onda de 355 nm e a emissdo monitorada em 430 nm.
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Os efeitos anti-AGE da AG e do CcExt foram observados pela porcentagem de
inibicdo em relagdo ao ensaio conduzido somente com BSA + Gli ou BSA + MGO
(MEEPROM et al., 2013; PALERMO, 2017; DOS SANTOS et al., 2019; MOTTA et al.,
2020).

3.4.4 Estimativa dos niveis dos produtos de oxidacdo dos

residuos de tirosina e triptofano

O amino&cido triptofano pode sofrer oxidacao na presenca de acglcares ou de
intermediarios formados na reagdo de Maillard (PERDIVARA et al., 2010); N’-
formilquinurenina e a quinurenina sdo compostos formados apdés a oxidacdo do
triptofano, podendo ser utilizados como marcadores da agressao oxidativa a BSA
pelos acucares (BALASUBRAMANIAN e KANWAR, 2002; PERDIVARA et al., 2010).

Os seguintes comprimentos de onda de excitacao e emissao, respectivamente,
foram usados para monitoramento desses marcadores: 325/344 nm para N’-
formilquinurenina, 365/480 nm para quinurenina e 330/415 para ditirosina, produto de
oxidacao do aminoacido tirosina (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2014; DOS SANTOS
et al., 2019; MOTTA et al., 2020).

3.4.5 Determinacao de cross-linking proteico

A investigacao da formacao de ligacGes cruzadas (cross-linking) em proteinas
foi realizada em aliquotas obtidas a partir de amostras do tempo 30 dias de incubacéo
na presenca de Gli, e a partir de amostras dos tempos 0 e 192 horas de incubacao
com MGO. Essas aliquotas foram obtidas a partir de incubacées onde BSA estava

presente no meio. As seguintes condicdes foram estudadas:

- BSA - BSA+AG - BSA+CcExt (250, 125, 62,5 pug/mL)
-BSA+Gli - BSA+GIli+AG - BSA+GIi+CcExt (250, 125, 62,5 pug/mL)
‘BSA+MGO - BSA+MGO+AG - BSA+MGO+CcExt (250, 125, 62,5 pg/mL)
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Para o estudo da formagé&o do cross-linking proteico, foi realizada eletroforese
de proteinas em condi¢des desnaturantes, tal como descrito por Motta et al. (2020) e
Dias et al. (2021). As amostras foram submetidas a separacgdo eletroforética de
proteinas em gel de acrilamida:bisacrilamida (gel a 10%) sob condicbes
desnaturantes, na presenca de dodecil sulfato de sédio, SDS (eletroforese do tipo
SDS-PAGE), o que permitiu a separacao de proteinas de acordo com o seu tamanho
(peso molecular).

Foram adicionados 3 microlitros das incubac¢des a 9 microlitros de tampéao da
amostra (62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 10% de glicerol, 2% de SDS, 100 mM de
ditiotreitol e 0,1% de azul de bromofenol) (LAEMMLI, 1970). Em cada pogo do gel,
foram aplicados volumes contendo 5 microgramas de proteina (volume de 2
microlitros), submetidos em seguida a separacdo eletroforética. A corrida
eletroforética foi conduzida a 60 V nos primeiros 30 minutos e 120 V pelos proximos
90 minutos, em cuba contendo o tampé&o de corrida eletroforética (Tris 25 mM, glicerol
192 mM,0,1% SDS; pH 8,3), pelo periodo total de duas horas.

Ao término da separacdo eletroforética de proteinas, o gel foi corado em
solucéo contendo o corante de proteinas Coomassie blue, por 30 minutos, em seguida
foram realizadas 3 lavagens com solucdo descorante (10% metanol 10% de acido
acético, em agua ultrapura), substituida a cada 10 minutos. Apds isso, o0 gel
permaneceu overnight na solucdo descorante, para obtencdo de uma melhor
visualizacdo das bandas proteicas no gel.

Os géis foram registrados, gerando-se imagens sobre o perfil de separacéo
eletroforética das amostras do tempo 30 dias de incubacdo com Gli, e dos tempos 0

e 192 horas de incubacdo com MGO. As imagens foram salvas em formato jpeg.

3.4.6 Determinacao dos niveis de proteinas carboniladas (PCO)

O conteudo de grupamentos carbonilas nas proteinas foi determinado de
acordo com Levine et al. (1994), com modificacées de acordo com Dias et al. (2021).

O método se baseia na reagdo dos grupamentos carbonilicos com o reagente
DNPH, formando uma hidrazona que pode ser determinada espectrofotometricamente
a 370 nm (Figura 5).
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Figura 5. Reacdo entre a proteina carbonilada e a 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
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Fonte: adaptado de LEVINE et al., 1994.

Neste ensaio foram analisadas as propriedades do CcExt, nas concentracdes
250, 125 e 62,5 pg/mL, em prevenir a formagdo de PCO no tempo 30 dias de
incubacéo.

Para cada aliqguota de amostra (100 pL), foram utilizados dois tubos de
polipropileno, um denominado Amostra (A) e outro Controle (C). Aos tubos A, foram
adicionados 400 puL de DNPH (12 mM) e aos tubos C, foram adicionados 400 pL de
HCI (2,5 M). Ap6s homogeneizacéao realizou-se incubacédo, a temperatura ambiente,
durante 1 hora no escuro, homogeneizando a cada 15 minutos. Em seguida, 500 pL
de TCA 10% foram adicionados a todos os tubos, que passaram por homogeneizacao
e centrifugacdo (10000 g, 10 min, em banho de gelo a 4°C) (Figura 11). Os
sobrenadantes dos tubos foram desprezados com a devida cautela para que os pellets
formados nao fossem perdidos.

O pellet de proteinas formado em cada tubo (Figura 12) foi lavado com 1 mL da
mistura etanol/acetato de etila (1:1) trés vezes realizando-se a cada vez a
centrifugacéo (1000 g, 10 min, 4°C) e em seguida desprezando os sobrenadantes.
Apos a ultima centrifugacéo (1000 g, 10 min, 4°C), acrescentou-se 1 mL de ureia (6
M) aos tubos até a solubilizacéo dos pellets e os sobrenadantes foram utilizados para
medida da absorbancia a 370 nm, em cubetas de quartzo para UV. Os resultados
foram obtidos com base na diferenca entre as absorbancias A e C de cada aliquota e
a concentracao de grupos carbonilas foi calculada a partir do coeficiente de extingao

molar da hidrazona (¢ = 22000 Mt cm™1):



36

A-C

22000 x 1000000

PCO (uM) =

3.5 Andlise estatistica

Os resultados apresentam-se como média + erro padrdo da média (EPM), e os
dados foram avaliados usando o programa GraphPad Prism9, através da andlise de
variancia One Way (ANOVA), e andlise de diferenca pelo teste de Newman-Keuls,
para comparacéo intergrupo. O teste t de Student foi considerado para comparacéo
intragrupo, comparando-se todos os tempos com o tempo 0. O nivel de significancia

estatistica adotado foi de p<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao do material vegetal e extrato hidroetandélico dos frutos

da pimenta Capsicum chinense

As pimentas biquinho (C. chinense) foram adquiridas de cinco
estabelecimentos distintos da cidade de Araraquara, SP, totalizando 1500 g de massa

dos frutos in natura.

Apés a limpeza das pimentas, estas foram liofilizadas, e a massa das pimentas
resultante apos esse processo foi de 300 g. Em seguida, as pimentas foram trituradas
em moinho, e considerando a separacdo das estruturas que ndo foram totalmente
moidas e eventuais perdas na transferéncia entre frascos, a massa obtida foi igual a

269,5 g de frutos secos e moidos.

Foi realizada a preparagéo do CcExt por maceracéao dos frutos secos e moidos
em solucao de etanol a 70%; o residuo sélido final do fruto, obtido apds a filtracdo do
extrato, foi descartado. A solucao extrativa contendo substancias bioativas da pimenta
em etanol a 70% foi armazenado em frasco ambar sob refrigeracdo, com um volume

final de 2,5 litros.
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As amostras do extrato dos frutos de C. chinense foram levadas ao
rotaevaporador, para a remocéo do etanol, em duas etapas. Na primeira etapa foram
rotaevaporados 1,1 L de solugéo de extrato com solvente, obtendo-se ao final 340 mL
de solucédo de extrato sem solvente e 745 mL de etanol. O extrato resultante desta
etapa, contendo somente agua, seguiu para liofilizacdo, e apés a eliminacdo da agua
presente, foram obtidos 20,8 g de extrato hidroetandlico dos frutos de Capsicum
chinense (CcExt) (Tabela 2).

Tabela 2 Massas (g) referentes ao processo de obtencéo do extrato hidroetandlico
dos frutos de C. chinense (CcExt)

Pimentas Capsicum chinense Massas (g)
Frutos in natura 1500,0
Frutos liofilizados 300,0
Frutos liofilizados e moidos 269,5
CcExt 20,8*

* massa de CcExt obtida apenas na etapa 1 de rotaevaporacdo. O extrato nao

liofilizado da segunda etapa esta armazenado a -80°C para testes posteriores.

Na segunda etapa foram realizados os mesmos procedimentos com 1,4 litros
restantes de liquido extraido com o solvente que estava sob refrigeracdo, obtendo-se
os volumes de 393 mL de extrato sem solvente, e 940 mL de etanol. O extrato desta
etapa encontra-se armazenado a temperatura de -80°C, para perspectivas futuras no

laboratoério.

4.1.1 Rendimento do CcExt

O rendimento do CcExt foi determinado de acordo com Santos (2020), com

base na seguinte formula:

. massa do extrato
Rendimento (%) =

x
massa da amostra
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Assim, o rendimento em massa de CcEXxt, a partir da massa dos frutos secos
e moidos, foi de 7,7%. Comparando o rendimento obtido no presente trabalho com
os achados de Santos (2020), o qual obteve um rendimento de 8,42% na
preparacgéo de extrato etanolico de Capsicum chinense, € possivel concluir que o
rendimento obtido no presente estudo se apresenta semelhante aos padrdes
esperados. O rendimento de extracdo pode variar por diversos fatores, incluindo
método e tempo de extracao, parte do material vegetal utilizado, temperatura, e
principalmente pelo tipo de solvente utilizado (Machado et al., 2013).

As hipéteses para tal rendimento obtido, se baseiam em perdas nao
significativas durante as transferéncias de solucao entre frascos, entre processos
de liofilizag&o, e recolhimentos das amostras do rotaevaporador.

Analisando estudos realizados para obtencdo de extratos de pimentas
Capsicum obtidos com solventes polares, é visto que estes apresentaram maior
rendimento em relacéo aos extratos produzidos com solventes apolares, portanto
a escolha do solvente etanol a 70% para tal procedimento foi adequada. Em
estudos feitos por De Aguiar et al. (2014), foi analisado o rendimento de
preparacao de extratos de pimenta-biquinho com diferentes métodos e solventes,
e verificou-se que solventes polares apresentaram maior rendimento de extracao
em relacdo aos solventes apolares, concluindo que a pimenta-biquinho deve
apresentar maior concentracdo de substancias com alta polaridade, tais como

compostos fendlicos, agucares e vitaminas.

4.2 Analise do potencial antioxidante e propriedades quimicas do

extrato de Capsicum chinense

4.2.1 Analise do extrato de Capsicum chinense por cromatografia

em camada delgada (CCD)

As plantas medicinais sdo vastamente utilizadas na forma de extratos; métodos
analiticos para validagdo dessas formas farmacéuticas, apesar de ainda escassos,
estdo sendo cada vez mais estudados e existem métodos de grande importancia para

analise de extratos naturais (ALVES, 2012). A cromatografia, por exemplo, € um
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método para separacao de misturas e uma das técnicas adequadas para analise de
amostras de extratos, como as do presente estudo.

A cromatografia € um método utilizado para analise, identificacdo ou separacéo
dos componentes de uma mistura, e sua definicdo pode ser atribuida a separacao de
dois ou mais compostos diferentes por distribuicdo entre fases, uma das quais é
estacionaria e a outra fase mével. A amostra (mistura) é adsorvida em uma fase
estacionaria (fixa), e uma fase mével flui continuamente sobre a amostra adsorvida.
Pela escolha apropriada da fase estacionaria e da fase movel, além de outras
variaveis, pode-se fazer com que o0s componentes da amostra sejam arrastados
ordenadamente. Agueles que interagem pouco com a fase fixa sdo arrastados
facilmente e aqueles com maiores interagdes ficam mais retidos. As interacdes
envolvidas podem ser, por exemplo: formacdo de sais, coordenacédo, ligacéo
hidrogénica, dipolo-dipolo, forcas de dispersédo de London (BECKER, 1997).

Na cromatografia em camada delgada (CCD), utilizada neste trabalho, a fase
liquida (movel) ascende por uma camada fina do adsorvente estendida sobre um
suporte (de aluminio, no caso deste estudo). Sobre a placa ha uma camada fina de
adsorvente (silica). Apos a aplicacdo da amostra, a placa é colocada verticalmente
em um recipiente fechado (cuba cromatografica) que contém uma pequena
guantidade de solvente. O solvente (eluente) este eluira pela camada do adsorvente
por acéo capilar.

A medida que o solvente sobe pela placa, a amostra é compartilhada entre a
fase liquida movel e a fase soélida estacionaria, e durante este processo, os diversos
componentes da mistura sdo separados. As substancias menos polares eluem mais
rapidamente que as substancias mais polares. Esta diferenca na elui¢cdo resultara em

uma separacao dos componentes da amostra como demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 Cromatoplacas do extrato de Capsicum chinense (CcExt) em silica gel
(0,20 mm)

Amostra: 1: CcExt na concentragdo de 5 mg/mL e volume de aplicagdo de 10 pL; Amostra
2: CcExt5 mg/mL e 20 uL; Amostra 3: CcExt 10 mg/mL e 10 uL; Amostra 4: CcExt 10 mg/mL
e 20 uL. Fase movel - (A) acetato de etila: tolueno: acido férmico 56 : 24 : 20; (B) tolueno:

acetato de etila: metanol: acido acético 53: 40: 5: 2; (C) hexano: acetato de etila 70 : 30; (D)
hexano: acetato de etila: isopropanol 60: 37: 3; (E) acetato de etila : etanol 90:10; (F) acetato
de etila. Bandas e Fator de Retengéo (Rf) — (a): 0,83; (b): 0,79- 0,81; (c): 0,73; (d): 0,66- 0,68;
(e): 0,31- 0,35; (f): 0,27-0,29; (9): 0,16- 0,18; (h): 0,82; (i): 0,59-0,61; (j): 0,51; (k): 0,13- 0,17,
(): 0,65; (m): 0,54-0,56; (n): 0,13- 0,15; (0): 0,87-0,89; (p): 0,80-0,82; (q): 0,76-0,78; (r): 0,40;
(s): 0,36; (t): 0,13-0,15; (u): 0,78; (v): 0,44; (w): 0,19- 0,25; (x): 0,13- 0,15; (y): 0,73- 0,75; (2):

0,08- 0,13. Revelacdo com iodo e luz ultravioleta (UV). Fonte: propria autora, 2021.

Conforme representado na Figura 6, é possivel observar a presenca de diversas
substancias, cada uma comportando-se segundo suas propriedades de solubilidade
e adsorcdo, a depender dos grupos funcionais presentes na sua estrutura. Cada
“‘banda” formada em diferentes “alturas” nas placas, corresponde a um componente
presente na mistura original, ou seja, na amostra do extrato de Capsicum chinense

aplicada.
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O parametro utilizado para a andlise da distancia percorrida pelas bandas foi o
fator de retencao (Rf), definido como a razdo entre a distancia percorrida pela mancha
da amostra a ser analisada e a distancia percorrida pelo eluente.

Portanto:

Rf=dc/ds
Onde: dc = distancia percorrida pelos componentes da mistura.
ds = distancia percorrida pelo eluente.

No caso do presente estudo, este valor foi apenas tomado como guia para um
comparativo entre as distancias das bandas observadas nas placas, ja que existem
varios compostos com o mesmo Ry, e devido ao fato dos componentes do extrato
analisado ainda ndo serem elucidados. Desta forma, € possivel obter perfis
cromatograficos do extrato.

De acordo com a Figura 6, com as bandas obtidas nas placas de A a F, é
possivel observar que a concentracédo e volume de amostra mais adequado, ou seja,
gue permitiu melhor influéncia no tamanho e numero de bandas observadas foi a
amostra 3, do CcExt na concentracdo de 10 mg/mL e no volume de aplicacdo na placa
de 10 pL, uma vez que, quando aplicou-se um volume maior, de 20 L, como no caso
das placas A a E, amostra 2 de aplicacdo, ocorreu um espalhamento exacerbado da
banda indicando, portanto, que um volume menor e mais concentrado (como o da
amostra 3 - CcExt 10 mg/mL e 10 yL) seria a mais adequada para a formacéo das
bandas a analise dos resultados, e a considerada em um possivel estudo posterior.

Dentre as diferentes condi¢cdes atribuidas a cada placa cromatogréafica, a
condigao da placa “D” (hexano: acetato de etila : isopropanol 60 : 37: 3) demonstrou-
se adequada para a separacdo das substancias presentes na amostra do extrato de
C. chinense, sendo possivel com ela verificar a formacédo de consideraveis bandas,
sugestivo de diferentes substancias na composicdo da amostra, visto os diferentes
valores de Ry. A condi¢ao da placa “A” (acetato de etila : tolueno : acido férmico 56 :
24 : 20) também possibilitou a observacdo de mais bandas de substancias.

Sendo assim, para a espécie de pimenta estudada, 0os compostos mais
frequentes no extrato analisado parecem ser separados por estes solventes, e 0s
resultados das placas apontam que é possivel obter uma separacédo por fase solida,

cromatografia em coluna, utilizando-se silica e solventes organicos para a amostra de
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extrato testada, 0 que sugere ser uma opgao para a proéxima etapa de obtencdo das
fracbes do extrato. Em um posterior fracionamento, estas condicbes de analise de
CCD utilizadas e que demonstraram resultados positivos, especialmente as
mencionadas (hexano: acetato de etila: isopropanol e acetato de etila: tolueno: &cido
férmico) poderiam ser empregadas analisadas para um comparativo de perfil,

avancando nas metodologias utilizadas.

4.2.2 Ensaio de clareamento (bleaching) da crocina

As capacidades de inibicdo do clareamento da crocina pelas amostras de Trolox
(padréao antioxidante) e do CcExt estdo representadas na Figura 7 e 8. Essa

capacidade foi analisada pela equacéao cinética de competicéo:

Vo/V= 1+ coeficiente angular. [A)/[C],

Vo, velocidade na auséncia de composto; v, velocidade na presenca de
composto; [A] concentracdo do respectivo composto [C], concentracdo de crocina (25
pmol/L); o coeficiente angular da equacédo dessa reta indica a capacidade relativa do
composto sob analise de interagir com os peroxi-radicais.

Ao compararmos os resultados, os valores de inclinacdo da regressao linear do
Trolox e do CcExt, considerando a ordem de eficiéncia, ou seja, as maiores
capacidades antioxidantes foram: Trolox > CcExt (Figuras 7 e 8), com reducdo da
velocidade do bleaching da crocina e, portanto, atividade antioxidante (Tabela 3). Na
presenca do CcExt observou-se que a velocidade do bleaching da crocina foi alterada,
porém foram necessarias concentracdes superiores do que as concentracdes
utilizadas de Trolox, o qual apresentou uma maior reducao da velocidade do bleaching
da crocina, ou seja, maior capacidade antioxidante. Fato este esperado, ja que o
Trolox é um padrdo antioxidante eficiente e empregado em diversos estudos cujo
objetivo é a analise antioxidante. Apesar do extrato CcExt ter apresentado menor
ordem de eficiéncia, foi constatado na anélise de bleaching da crocina a presenca de
atividade antioxidante importante, ja que o extrato é composto de inameras
substancias, ndo isoladas, e ainda assim exerceu atividade antioxidante visivel e

interessante, realizando a captura dos radicais ROO, protegendo a crocina e
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impedindo seu descoramento. Por este método in vitro que simula o processo de
lipoperoxidacdo no organismo, foi possivel comprovar a eficacia deste extrato em

capturar esta espécie reativa radicalar.

Figura 7 Representacéo entre as razdes das velocidades e das concentracdes, no
ensaio de clareamento da crocina com Trolox.
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Vo, velocidade na auséncia de Trolox; v, velocidade na presenca de Trolox; [C], concentracao
de crocina constante (24,4 pg/mL) e [A], concentracao de Trolox. O gréfico inserido representa
a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, na auséncia (vo) e presenca (v) de Trolox

(umol/L), em fungao do tempo. Fonte: prépria autora, 2021.
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Figura 8 Representacéo entre as razdes das velocidades e das concentracdes, no
ensaio de clareamento da crocina com CcExt
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Vo, velocidade na auséncia de CcExt; v, velocidade na presenca de CcExt; [C], concentracdo

de crocina constante (24,4 ug/mL) e [A], concentracdo de CcExt (ug/mL). O grafico inserido

representa a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, na auséncia (vo) e presenca (v) de

CcExt (ug/mL), em fungao do tempo. Fonte: prépria autora, 2021.
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Tabela 3 Equacéo de competicdo cinética entre CcExt e Trolox (padrao),
comparacao entre valores de coeficiente angular e ECsp, € comparagao entre as
capacidades de captura do radical peroxila em equivalentes de Trolox.

Equacéo de ) _
. Inclinagdo da _
competicao 5 N Equivalentes ECso
Amostras o r regressao
cinética , de Trolox*** (ng/mL)****
linear**
(y=Vo/V; x=[A]/[C])*

Trolox y=1+8,193x 0,998 8,193 1,000 2,30
CcExt y=1+0,1277x 0,997 0,1277 0,0156 288,40

*As analises foram realizadas de acordo com o descrito em material e métodos (item 3.3.2),
onde y=vo/v; x=[A]/[C].

** A inclinacdo da regresséo linear indica a capacidade antioxidante relativa da amostra (ka/ke);
valores da inclinacdo da regresséo linear em ordem decrescente de eficiéncia.

*** A equivaléncia ao Trolox foi obtida pelo quociente, das constantes de velocidade Ka/kc
(CcExt/Trolox).

**+*% Valores de ECso, em ordem decrescente de eficiéncia, obtidos pela equacao: %lnibicédo =
(1-(Av / Av0)) x 100.

Observa-se que os valores obtidos para o CcExt em equivalentes de Trolox
seguem a mesma ordem de eficiéncia, na qual o Trolox, cujo o equivalente foi igual a
1, mostrou maior potencial antioxidante do que o CcExt, com equivalente igual a
0,0156, valores estes obtidos pelo coeficiente angular na analise de competicédo
cinética do CcExt e do Trolox. Portanto, quanto maior o valor de equivalentes de
Trolox, mais eficiente é a amostra e sua acéo antioxidante.

Também é possivel ainda avaliar este ensaio utilizando o valor da porcentagem
de inibicdo do clareamento da crocina (LUSSIGNOLI et al., 1999 e ASSIS, 2012), e
desta forma determinar a concentracdo efetiva capaz de inibir 50% (ECso) do
bleaching da crocina. De acordo com a Tabela 3, é possivel observar que os valores
de ECso encontrados para o Trolox (2,30 ug/mL) e CcExt (288,40 ug/mL) seguiram a
mesma ordem de eficiéncia dos valores obtidos nas analises anteriores (inclinacdo da
regressao linear e equivalentes de Trolox). Sendo assim, quanto menor o valor de
ECso, mais eficiente é a amostra, enquanto que para a inclinagdo da regresséo linear
e equivalentes de Trolox, quanto maior o valor, mais eficiente € a acdo antioxidante
(Tabela 3).
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Em estudo realizado por Santos (2020) foi realizada a investigacdo da atividade
antioxidante do extrato etandlico de C. chinense pelos métodos ABTS (2,2’-azino-bis-
(3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) e DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), os
quais sdo métodos usualmente empregados na andlise antioxidante, e também foi
realizada a investigacao pelo método FRAP (do inglés, Ferric reducing antioxidante
power). Os resultados obtidos pelo estudo foram promissores, mostrando que o
extrato etandlico de C. chinense apresentou potencial antioxidante para os métodos
avaliados, com valores de ECsode 18,04 £ 2,79; 25,33 + 2,84 e 128,58 + 2,75 pug/mL,
para os métodos DPPH, ABTS e FRAP, respectivamente.

De acordo com Morales-Soto et al. (2013), grande parte da acéo antioxidante
apresentada pelas pimentas do género Capsicum pode ser justificada pela presenca
dos compostos fendlicos totais, tais como o acido ferulico, acido p-cumarinico, acido
vanilico, quercetina, entre outros. A promissora atividade antioxidante também se
deve principalmente aos capsaicinoides como a capsaicina e di-hidrocapsaicina
(NASCIMENTO et al., 2014).

Em suma, a capacidade de inibicdo do clareamento da crocina pelo CcExt
apresenta potencial para aplicacdo em posteriores estudos, reforcando que novos
experimentos in vitro e/ou in vivo Sado necessarios para verificar a atividade
antioxidante do extrato hidroetandlico, obtido a partir dos frutos de C. chinense, frente
ao estresse oxidativo culminado por espécies reativas, que ocasionam ataques e
consequentemente modificacfes oxidativas aos acidos nucleicos, proteinas e outras

importantes biomoléculas presentes no organismo.

4.2.3 Ensaio de captura do Anion Superéxido

A producédo do anion superoxido (O2"), espécie reativa de oxigénio, é essencial
para a defesa de organismos vivos e atua na transferéncia de sinais entre células.
Entretanto, a superproducdo de O>" causa estresse oxidativo apresentando efeitos
deletérios tais como danos ao DNA, proteinas e organelas celulares, culminando em
alteracoes na estrutura e fungdes celulares e, dessa forma, encontram-se envolvidos
em diversas patologias a exemplo de envelhecimento precoce, doengas

degenerativas entre outros (KAMO, 2004).
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Xantina oxidase (XO) é a enzima responsavel pela transformacdo tanto da
hipoxantina em xantina, quanto desta em acido Urico, tendo como consequéncia a
producdo de peroxido de hidrogénio e radical superdxido (Figura 9), por isso €
considerada uma das principais fontes biolégicas de espécies reativas de oxigénio.
Assim, é possivel que a inibicdo deste processo enzimatico por compostos com
propriedades antioxidante ou inibitoéria da xantina oxidase possam ter importancia

terapéutica.

Figura 9 Converséo de hipoxantina a xantina, resultando na producéo de acido Urico

0 (0] 0
0, HO;, || 0s HO; |
I lN’A\_ N \.\\ X0 ; /’ I ”\-’ fe” N \\’n. X0 /4 I ]\. - NH
- ‘ l —”-.: : f_:\ » - I ] | J /...A—:: :f;:\ ’ t I o
NS g A o7 >N N 7/ % 07 >N N o
H 20, 20, H H 20, 20, H H
Hipoxantina Xantina Acido Urico

Fonte: ALVES, 2010.

A atividade de um elevado numero de substancias pode ser avaliada em
relacdo a atividade sequestradora do radical superoxido ou através da inibicdo da
acdo da xantina oxidase. O O>" pode ser gerado por diferentes sistemas enzimaticos,
entre eles a reacdo catalisada pela enzima xantina oxidase, ou pelo sistema néo
enzimatico através da reacdo de metassulfato de fenazina (PMS) com NADH e
oxigénio molecular.

No método utilizado para avaliar a capacidade sequestradora, o radical Oz
produzido reduz nitroblue tetrazolium (NBT) a uma formazana em pH 7,4 e
temperatura ambiente (Figura 10), e a geracdo da formazana € acompanhada por
espectrofotometria pela mudanca da coloracdo amarelo pélido do NBT para uma
coloracdo purpura da formazana em 560 nm. As moléculas que atuam como
antioxidante reagem com O>™ inibindo a producdo da formazana. Gaulejac et al (1999)
utilizaram este método para avaliar a atividade sequestradora do radical superdxido
em vinho tinto, e concluiram que esta atividade, usualmente atribuida aos taninos

procianidicos, esta também relacionada as antocianinas presentes nesta bebida.
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Figura 10 Producao de formazana a partir do NBT
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Fonte: ALVES, 2010.

Cos et al. (1998) utilizaram esta metodologia para o estudo da atividade
inibitéria de flavonoides sobre a XO, sendo possivel concluir que entre as flavonas e
flavondis a presenca de grupos hidroxilas nas posicoes C-5 e C-7 eleva a acgao
inibitéria. A substituicdo de grupos hidroxila por agucares diminui a acéo sobre a XO
em relacdo as suas respectivas agliconas, demonstrando que as interacdes estéricas
diminuem o efeito inibidor de flavonoides sobre a xantina oxidase. Um dos fatores
determinantes na acdao inibitoria é a planaridade das moléculas. Com a presenca da
dupla ligacédo entre C-2 e C-3, 0s anéis estardo acoplados através da conjugacdo. A
saturacao desta dupla ligacao eliminara a conjugacéo e a coplanaridade da molécula
e, consequentemente, sua acdo sobre a enzima. Além disso, aspectos importantes
para atividade antioxidante de flavonoides sdo observados através da dupla ligacéo
entre C-2 e C-3, numero de hidroxila presentes nos anéis A, B e C e a presenca de
uma carbonila em C-4 (BARREIROS et al., 2006).

A acdo antioxidante apresentada pelas pimentas do género Capsicum pode ser
justificada pela presenca dos compostos fendlicos totais, tais como o acido ferulico,
acido p-cumarinico, acido vanilico, quercetina, entre outros. (MORALES-SOTO et al.,
2013).
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Figura 11 Estrutura dos flavonoides, como a quercetina
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Observando-se a estrutura da quercetina (Figura 11), € possivel notar que as
hidroxilas presentes nos anéis, bem como as insaturacdes e a presenca de carbonila
podem ser um dos fatores determinantes na acao inibitéria desta sobre a xantina
oxidase, contribuindo para a coplanaridade da molécula e, consequentemente, sua
acao sobre a enzima.

No presente estudo, os resultados do ensaio da captura do O foram
expressos pela EC50, os quais os padrbes estudados Trolox e Quercetina,
apresentaram EC50 iguais a 0,46 e 22,43 pg/mL, respectivamente (Figuras 12 e 13).
Demonstrando, desta forma, atividade antioxidante perante o radical O e
comprovando a importancia de grupos hidroxilicos na inibicdo da formacao de O>".
Em ordem crescente de EC50 observou-se: Trolox < Quercetina, 0 que representa
uma ordem decrescente de eficiéncia sobre o O2", no qual o Trolox demonstra-se ser
mais eficiente, pois quanto menor o valor de ECso, mais eficiente € a amostra.

Os resultados obtidos estdo em acordo com os dados descritos na literatura,
0S quais destacam como caracteristicas importantes para atividade antioxidante de
flavonoides a dupla ligacdo entre C-2 e C-3, o numero de hidroxilas presentes nos

anéis e a presenca de carbonila.



Figura 12 Representacao do perfil de captura do O2" pelo Trolox
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O grafico inserido apresenta a média das absorbancias da formazana na presenca de
diferentes concentracdes de Trolox. Fonte: propria autora, 2021

Figura 13 Representacado do perfil de captura do O2" pela Quercetina
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O gréfico inserido apresenta a média das absorbancias da formazana na presenga de
diferentes concentragdes de Quercetina. Fonte: propria autora, 2021
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Para os CcExt, as concentracdes analisadas variaram de 62,5 pg/mL até 1000
pg/mL. Porém nenhuma delas demonstrou capacidade significativa em capturar o
anion superoéxido, ou seja, 0s valores de absorbancia permaneceram semelhantes, na
presenca ou auséncia dos CcExt, ndo sendo possivel detectar porcentagem de
inibicdo do O>". Nao sendo observado, desta forma, qualquer efeito sobre a captura
do O>", e uma hip6tese para a ocorréncia pode estar na composi¢ao do extrato, por
ndo apresentar substancias isoladas e sim uma mistura complexa de moléculas, o que
pode ser determinante para a eficacia na inibicdo da acao da enzima xantina oxidase
e contribuindo com os dados da literatura supracitados, os quais destacam que
interacOes estéricas complexas podem reduzir o efeito inibidor de flavonoides sobre a

xantina oxidase.

4.3 Estimativa dos niveis de AGE fluorescentes

Os AGE sao considerados os produtos finais dos processos de glicacao
avancada de biomoléculas, sendo produzidos principalmente via processo de glicacao
de proteinas, e alguns destes AGE podem ser fluorescentes, quando excitados. O
monitoramento dos AGE fluorescentes permite avaliar o grau de glicacdo de proteinas
por diferentes carboidratos ou outros metabdlitos (especialmente compostos
dicarbonilicos), bem como os possiveis efeitos protetores apresentados por alguns
compostos bioativos ou preparacfes com atividade antiglicacdo, incluindo a
aminoguanidina (EMEL’YANOV, 2017), e de interesse deste estudo, o extrato
hidroetandlico dos frutos de C. chinense.

Conforme representado nas Figuras 14 e 15, é possivel observar baixos niveis
de AGE fluorescentes nas incubacdes contendo BSA sozinha, em todos os tempos
monitorados, em comparacéao as incubacdes de BSA com 0s agentes promotores da
glicacao, Gli ou MGO. Podemos supor que o oxigénio presente no meio de incubacéo,
e a manutencédo do sistema a temperatura de 37°C, sejam suficientes para promover
uma baixa geracdo de AGE nas incubacgfes contendo BSA sozinha. Sabe-se que a
oxidacdo de proteinas pode levar a formacdo de AGE (CHETRYKIN et al., 2008).
Outra hipétese seria a seguinte: na prépria albumina pode existir uma quantidade
minima de AGE, mesmo antes do inicio das incubag¢des (lembrando que a proteina foi

isolada a partir de soro sanguineo bovino); tal hipotese é reafirmada pelo fato de que
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o sinal analitico de fluorescéncia dos AGE foi observado desde o tempo zero, isto €,
antes do inicio das incubacoes.

Nas incubacgfes de BSA na presenca de Gli ou MGO, é possivel verificar que a
formacdo de AGE fluorescentes foi muito maior do que a formacdo de AGE nas
incubagdes contendo BSA sozinha, corroborando com o fato de a Gli e o MGO serem
agentes promotores de agressodes glico-oxidativas, apresentando capacidade de
reagir com proteinas e culminando na formacdo dos AGE. Os niveis de AGE
fluorescentes na condicdo BSA+Gli ou BSA+MGO aumentaram progressivamente,
com o passar do tempo de incubacgéo. Apds 10, 20 e 30 dias de incubacao com Gili,
os valores de AGE foram 460%, 523%, 561% maiores, respectivamente, em relacao
aos valores correspondentes na condicdo BSA sozinha (Figuras 14). Ja na incubacéo
com MGO, apos 24, 48, 96 e 192 horas, os valores de AGE foram 549%, 573%, 670%
e 782% maiores, respectivamente, em relacdo aos valores correspondentes na
condicdo BSA (Figura 15), correspondendo ao fato de que o MGO é um potente
agente promotor de glicacdo, onde em um intervalo inferior de tempo foi capaz de
resultar em niveis mais elevados de AGE detectados nos meios de incubacao.

Nas Figuras 14A e 15A, encontram-se 0s resultados relacionados a formacéao
de AGE fluorescentes nas incubacfes da proteina BSA na presenca do CcExt, na
auséncia de Gli ou MGO Nas incubacfes de BSA+CcExt, em todas as concentracdes
estudadas (250, 125, 62,5 pug/mL) e nos tempos 0 a 30 dias (Figura 14A), ou 0 a 96
horas (Figura 15A), ndo foram observados aumentos nos AGE fluorescentes, cujos
niveis permaneceram semelhantes aqueles encontrados nas incubactes de BSA
sozinha e BSA+AG.

A aminoguanidina (AG) € um agente prototipo anti-AGE, muito reconhecido por
seu potencial antiglicacéo. E capaz de reagir com compostos dicarbonilicos, tornando-
0s quimicamente inertes, e impedindo, entédo, a formacdo dos AGE (THORNALLEY,
2003). Observou-se que, no estudo com a glicose, nas incubacdes BSA+AG, houve

A

um perfil tipo “platd” na formacédo de AGE, dos tempos 0 a 10 dias, ndo havendo
diferencas estatisticas nos valores de AGE fluorescentes quando realizada a
comparacao BSA versus BSA+AG (Figura 14A). O mesmo ocorreu no estudo com
MGO, com a adi¢ao de AG nas incubacgdes de BSA houve diminui¢cdo na formacao de
AGE fluorescentes, durante todo o periodo de incubacdo. Observou-se que, nas
incubagbes BSA+MGO+AG, houve um perfil de estabilizagdo na formacéo de AGE, a

partir do tempo 24 horas, ndo havendo diferencas estatisticas nos valores de AGE
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fluorescentes quando realizada a comparacdo BSA versus BSA+MGO+AG, nos
tempos 24, 48, 96 e 192 horas (Figura 15B). Isso sugere que a AG, quando incubada
com BSA, conseguiu prevenir a formacéo de AGE.

No estudo dos impactos das incubac¢des de C. chinense nos sistemas in vitro
de glicacédo proteica, é interessante observar que, no tempo 192 horas, a intensidade
de fluorescéncia dos AGE na condi¢gdo BSA+CcExt na concentragéo de 250 pg/mL foi
significativamente maior em relacdo aos niveis de AGEs nas incubacdes de BSA com
CcExt nas demais concentracdes estudadas, no mesmo dia de incubacédo, e até
mesmo maior que os niveis de AGE das incubac¢des BSA+CcExt na concentracao de
250 pg/mL nos tempos de 0 a 96 horas (Figura 15A). Pode-se supor que, apos 8 dias
de incubacéo, interacdes entre componentes presentes no extrato de C. chinense com
a proteina BSA tenham sido favorecidas, o que pode ter culminado na geracéo de
compostos com capacidade de emisséo de fluorescéncia no mesmo comprimento de
onda utilizado para a analise dos AGE fluorescentes estudados no sistema-modelo in
vitro de modificacdes glico-oxidativas. Situacdo semelhante foi observada em estudo
de dos Santos e colaboradores (2019), ao incubarem a proteina BSA na presenca de
extrato hidroetandlico de caule de Siolmatra brasiliensis, na auséncia do agente
promotor de glicacdo (no caso desse estudo, a glicose), bem como nas incubacbes
de BSA com a fracdo acetato de etila dessa mesma espécie vegetal.

Ao observarmos resultados apresentados na Figura 14A, nota-se um
comportamento distinto daquele observado na Figura 15A, apesar da condicdo de
incubacdo ser a mesma, ou seja, em auséncia dos agentes promotores de glicacao,
Gli ou MGO. No caso da Figura 14A, a intensidade de fluorescéncia relativa aos AGE
na condicdo BSA+CcExt, na concentracdo de 250 pg/mL, foi igual em relacdo aos
valores observados nas incubacbes BSA+CcExt nas demais concentracoes
estudadas, no mesmo dia de incuba¢ao, em praticamente todos os tempos estudados
(0, 10, 20 e 30 dias). Pode-se supor que, devido ao intervalo de tempo maior de
incubacéao (30 dias; Figura 14A), interacBes entre componentes presentes no extrato
de C. chinense com a proteina BSA podem ter ocorrido, gerando compostos com
capacidade de emisséo de fluorescéncia no mesmo comprimento de onda utilizado
para a andlise dos AGE, tal como observado no tempo 192 horas (Figura 15A). Porém,
a estabilidade desses compostos fluorescentes pode ser curta, de maneira que eles

ndo permanecem no meio de incubacao até o tempo de 30 dias.
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Figura 14 Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGE nas incubacdes de BSA (A)

e BSA na presenca de glicose (B) na auséncia ou presenca de AG ou de CcExt.
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Figura 15 Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs nas incubagdes de BSA
(A) e BSA na presenca de MGO (B) na auséncia ou presenca de AG ou de CcExt.
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As Figuras 14B e 15B apresentam os resultados relacionados a formacéo de
AGE fluorescentes nas incubacdes da proteina BSA na presenca de Gli ou MGO,
respectivamente, e na presenca de AG ou do extrato dos frutos de C. chinense.

A adicdo de AG nas incubagbes de BSA com glicose diminuiu a formacéo de
AGEs fluorescentes, durante o periodo de incubacéao entre 10 e 30 dias.

Em relacdo aos efeitos do extrato, especialmente a partir de 10 dias de
incubacéo, todas as concentracdes de CcExt (250, 125 e 62,5 pg/mL) apresentaram
efeitos atenuantes na formagdo de AGE fluorescentes, quando incubados na
presenca de BSA+GIi (Figura 14B), porém, apresentaram uma menor capacidade em
inibir a formacéo de AGE em comparacao ao efeito da AG, em todas as concentracoes
testadas e durante todo o periodo de incubacéo.

No entanto, observando-se os resultados no tempo 0, constata-se que nas
incubacgbes na presenca de CcExt 250 pug/mL, tanto com BSA sozinha (Figura 14A)
guanto BSA+Gli (Figura 14B), a intensidade de fluorescéncia dos AGE foi
discretamente menor em relacdo & BSA sozinha ou BSA+AG ou BSA+Gli+AG. E
sabido que algumas substancias, especialmente polifendis, sdo capazes de
absorverem energia luminosa nos comprimentos de onda de excitagcdo e/ou emissao
utilizados para monitoramento de AGE fluorescentes (ANOUAR et al., 2012). Assim,
combinando-se (i) uma incubac&o com niveis muito baixos de AGE devido ao fato de
ser o tempo O, e (ii)) uma incubacdo conduzida na maior concentracdo do extrato,
portanto com maiores quantidades de substancias/polifendis, essa combinacao de
fatores pode ter favorecido o encontro de um baixo sinal analitico relacionado aos
AGE nas incubacdes BSA+CcExt e BSA+Gli+CcExt, no tempo 0, o qual pode ser
interpretado como uma interferéncia analitica. Porém, com o passar do tempo de
incubacéo, essa interferéncia analitica € mitigada, e comecam a prevalecer as acdes
anti-AGE e/ou anti-glicacdo de outras substancias presentes no extrato CcExt; nos
tempos 10, 20 e 30 dias de incubacao, ndo é mais possivel observar essa resposta
inicial que o CcExt 250 pg/mL apresentou no tempo 0, especialmente nas incubacdes
BSA+GIi+CcExt (Figura 14B). Ademais, essa diminuicdo do sinal analitico dos AGE
(interferéncia analitica) n&o foi observada no tempo 0 para as concentracdes de 125
e 62,5 pg/mL, isto provavelmente devido ao fato de serem concentragdes menores do
extrato. O mesmo foi observado para os outros marcadores, incluindo quinurenina

(Figura 15), N’-formilquinurenina (Figura 16) e ditirosina (Figura 17), onde as
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incubagbes na presenca de CcExt na concentracdo de 250 pg/mL resultaram em
menores sinais analiticos em relacdo a condi¢do basal (BSA), no tempo 0.

Ap6s 30 dias de incubagdo, CcExt 250 pg/mL, quando incubado na presenca
de BSA+GIi, foi capaz de diminuir em 38% a formacédo de AGE, em comparagéo aos
valores de BSA+GIi. J& a presenca de CcExt 125 pg/mL na incubagdo de BSA+GI
promoveu uma diminuicdo de 27% nos niveis de AGE fluorescentes em relacdo a
condicao BSA+Gli, apos 20 dias. Por outro lado, neste mesmo periodo, podemos
observar que a presenca de CcExt 62,5 pg/mL na incubacéo de BSA+Gli promoveu
diminuicdo de 18% nos niveis de AGE (Figura 14B). Tal como esperado, CcExt 250
pHg/mL apresentou um potencial anti-AGE mais eficiente que CcExt nas concentra¢des
de 125 e 62,5 pug/mL, por sua maior concentragao, o que ocorreu em todos tempos,
nos permitindo sugerir que a inibicdo na formagdo dos AGE pelo extrato de C.
chinense ocorra de maneira dependente de concentracao nas incubacdes de BSA na
presenca de glicose como agente promotor de glicacéo.

Observando os resultados relacionados a formacéo de AGE fluorescentes nas
incubacbes da BSA na presenca de MGO e do CcExt, a partir de 48 horas de
incubacéo, as concentracdes do CcExt (250, 125 e 62,5 ug/mL) apresentaram efeitos
atenuantes na formacao de AGE fluorescentes, quando incubados na presenca de
BSA+MGO (Figura 15B), mas apresentaram uma capacidade diminuida em inibir a
formacao de AGE em comparacao ao efeito da AG, em todas as concentracdes e por
todo o periodo de incubacéo.

Ao decorrer 48 horas de incubacdo, CcExt 250 pg/mL, incubado com
BSA+MGO, foi capaz de diminuir em 25% a formacédo de AGE, em comparacdo aos
valores de BSA+MGO. Ja o CcExt 62,5 pg/mL na incubacédo de BSA+MGO promoveu
uma diminuicdo de 23% nos niveis de AGE fluorescentes em relacdo a condicéo
BSA+MGO, ap6s 48 horas. Porém, neste mesmo periodo, podemos observar que a
presenca de CcExt 125 pg/mL na incubacdo de BSA+MGO promoveu diminui¢do de
19% nos AGE (Figura 15B). Apesar de aparentemente ser esperado que o CcExt 125
png/mL tenha um potencial anti-AGE mais eficiente que o CcExt 62,5 pug/mL, por sua
maior concentragéo, nédo foi o que ocorreu em nenhum dos tempos, nos permitindo
sugerir que a inibicdo na formacéo dos AGE pelo extrato de C. chinense, na incubagéao
com MGO, ndo ocorra de maneira dependente de concentragdo. Na Figura 15B,
também é possivel observar que, no tempo 24 horas e na incubagdo de BSA+MGO

na presenca de CcExt 125 pg/mL, a intensidade de fluorescéncia dos AGE foi
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discretamente maior em relagdo & BSA+MGO. Podemos sugerir que, no tempo de 24
horas, compostos presentes em CcExt 125 pg/mL podem ter interagido com o0 MGO
e gerado substancias capazes de emitirem no mesmo comprimento de onda de
emissdao dos AGE gerados pelo sistema BSA+MGO, emitindo, portanto, um sinal
fluorescente a 430 nm, quando excitados a 355 nm.

Essa hipotese é corroborada por dois achados do presente estudo: (i) espectro
de emisséo do CcExt 125 pg/mL ao ser incubado com BSA+MGO no tempo 24 horas;
a emissdo a 430 nm foi discretamente maior que aquela do sistema BSA+MGO
(Figura 16A); (ii) valor de emissao relativa aos AGE quando CcExt 125 pg/mL foi
incubado com BSA sozinha, sem MGO, ap0s 24 horas (Figura 15A); ndo foi observado
um valor de fluorescéncia maior, em relagéo aos valores das incubac¢des de BSA com
CcExt 250 ou 62,5 pg/mL, no mesmo periodo de tempo (24 horas), sugerindo que
provavelmente ndo ocorram interacées de BSA com componentes de CcExt 125
pHg/mL que culminem na geracéo de substancias que emitem fluorescéncia a 430 nm.

Com o passar do tempo, essa provavel interacdo entre componentes de CcExt
125 pg/mL com o MGO pode ter diminuido a capacidade de interacdo do agente
promotor da glicacdo (MGO) com a proteina BSA, diminuindo assim a geracéo de
AGE pelo sistema-modelo in vitro, fazendo com que o potencial anti-AGE dessa
concentracdo de CcExt fosse relativamente semelhante as concentracdes de 250 e
62,5 pg/mL, nos tempos 48, 96 e 192 horas (Figura 15B). Pode-se observar que, no
tempo de 48 horas, por exemplo, a capacidade de emissao de CcExt 125 pug/mL no
comprimento de onda de 430 nm foi menor em relacéo ao sistema BSA+MGO (Figura
16B).
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Figura 16 Espectro de emissao do CcExt na concentracao de 125 pg/mL, nos

tempos 24 horas (A) e 48 horas (B) de incubacao.
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4.4 Estimativa dos niveis dos produtos de oxidacao dos residuos de
tirosina e triptofano

Os residuos de aminoacidos em proteinas, incluindo o triptofano, estéo sujeitos
a oxidagdo sob condicdes fisiologicas, e de forma mais acelerada em individuos
diabéticos. Dentre os produtos de oxidacdo do triptofano, tem-se a N’-
formilquinurenina e a quinurenina. Outro aminoacido passivel de oxidagéo é a tirosina,
formando a ditirosina, onde sua formacdo é dependente da proximidade de duas
cadeias laterais de residuos de tirosina em proteinas (ALDINI, et al, 2010).

Acompanhando o mesmo perfil de resposta relacionado a formacdo de AGE
fluorescentes no sistema-modelo in vitro de modificagdes glico-oxidativas, houve um
aumento progressivo nas taxas de oxidagdo dos residuos de triptofano nas
incubacgbes de BSA+GIli ou BSA+MGO, monitorado pelos aumentos na formacgéao de
quinurenina (Figura 17) e de N’-formilquinurenina (Figura 18). Também foi observado
um aumento progressivo nas taxas de oxidacdo dos residuos de tirosina nas
incubacbes de BSA+Gli, monitorado pelo aumento na formacédo de ditirosina (Figura
19). Apds 10 dias de incubagao, no sistema BSA+Gli, os niveis de quinurenina, N’-
formilguinurenina e ditirosina foram 345%, 455% e 544% maiores, respectivamente,
em relacdo aos valores correspondentes desses biomarcadores nas incubacdes de
BSA sozinha. Ja apés 24 horas de incubacao, no sistema BSA+MGO, os niveis de
quinurenina, N’- formilquinurenina e ditirosina foram 400%, 456% e 512% maiores,
respectivamente, em comparacao aos valores correspondentes de BSA sozinha.

A adicdo de aminoguanidina nas incubacdes de BSA+GIli e BSA+MGO impediu
a formacéo dos produtos de oxidacdo quinurenina (Figura 17), N’-formilquinurenina
(Figura 18), e de ditirosina (Figura 19), exceto para os tempos 20 e 30 dias de
incubacéo com glicose (Figuras 17A, 18A e 19A), e para a quinurenina nos tempos 96
e 192 horas de incubacdo com MGO (Figuras 17B), onde foram encontrados
pequenos aumentos nos niveis desses marcadores, porém esses ainda foram
menores em comparacdo aos valores encontrados nas incubacdes de BSA+GIi e
BSA+MGO sem a adi¢do do agente anti-AGE.



Figura 17 Intensidade de fluorescéncia relativa a quinurenina nas incubacdes de

BSA com glicose ou com MGO, na auséncia ou presenca de AG ou de CcExt.
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Extrato hidroetanolico dos frutos de Capsicum chinense nas concentracdes 250, 125 e 62,5
pg/mL, nos tempos 0, 10, 20 e 30 dias de incubacéo com glicose (A), e 0, 24, 48, 96 e 192
horas de incubagdo com MGO (B). Médias que ndo compartiiham a mesma letra
apresentam diferencas estatisticas (p<0,05). Fonte: prépria autora, 2021.
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Figura 18 Intensidade de fluorescéncia relativa a N’-formilquinurenina nas

incubagdes de BSA com glicose ou com MGO, na auséncia ou presenc¢a de AG ou
de CcExt.
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apresentam diferencas estatisticas (p<0,05). Fonte: prépria autora, 2021.
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Figura 19 Intensidade de fluorescéncia relativa a ditirosina nas incubacdes de BSA

com glicose ou com MGO, na auséncia ou presenca de AG ou de CcExt.

(A) Ditirosina
50000 - wen
— -
< 40000~ b b mm BSA+GI
=3 == BSA+GI+AG 1 mM
3 30000- b de tl’ == BSA+Gii+Cobxt 250 pgiml
[
tE a dd cpc = BSA+GI+CeExt 125 pg/ml
@ 20000~ N c e BSA+Gli+CoExt 62,5 pg/ml
' d
=1 a
3 100004 .. a C a
- ? dbaa

Tempo (dias)

BSA

BSA+MGO
BSA+MGO+AG 1 mM
BSA+MGO+Ext 250 pg/mL
BSA+MGO+Ext 125 pg/mL
BSA+MGO+Ext 62,5 pg/mL

ooeono

Tempo (horas)

Extrato hidroetanolico dos frutos de Capsicum chinense nas concentracdes 250, 125 e 62,5
pg/mL, nos tempos 0, 10, 20 e 30 dias de incubacdo com glicose (A), e 0, 24, 48, 96 e 192
horas de incubagdo com MGO (B). Médias que ndo compartiiham a mesma letra
apresentam diferencas estatisticas (p<0,05). Fonte: prépria autora, 2021.



64

A adicdo do extrato dos frutos de C. chinense nas trés concentracdes estudadas
as incubacdes de BSA+GIli ou BSA+MGO foi capaz de diminuir a formacéo de
quinurenina (Figura 17), N’-formilquinurenina (Figura 18) e ditirosina (Figura 19), em
relacdo a condigcdo BSA+Gli ou BSA+MGO. Porém, vale destacar que o agente AG,
gue é um composto prototipo anti-AGE, apresentou uma capacidade de inibicdo mais
acentuada em comparagcao ao extrato, em todos os tempos monitorados. Enquanto
que a AG foi capaz de diminuir a formagao de N’-formilquinurenina em 43%, no tempo
30 dias em relacdo a BSA incubada com glicose, CcExt nas concentracdes de 250,
125 e 62,5 ug/mL diminuiu em 40%, 37% e 24%, respectivamente, os niveis de N’-
formilgquinurenina nas incubacdes de BSA com glicose (Figura 18A). Em relacdo a
BSA incubada com MGO, a AG diminuiu a formagao de N’-formilquinurenina em 92%,
no tempo 192 horas, e CcExt nas concentragdes de 250, 125 e 62,5 pg/mL diminuiu
em 51%, 43% e 44% a formagao deste biomarcador (Figura 18B).

O mesmo raciocinio vale para as incubagdes de CcExt com BSA+GlIi, para os
marcadores quinurenina e ditirosina. Apos 30 dias de incubacdo, os niveis de
guinurenina foram 12% e 6% menores, respectivamente, nas incubacdes de BSA+GlIi
contendo 250 e 125 de CcExt e ausente de protecao na incubacéo de BSA+Gli com
62,5 pug/mL de CcExt (Figura 17A). Ja para ditirosina, a adicdo de 250, 125 e 62,5
pHg/mL de CcExt no sistema BSA+GIi diminuiu os niveis de ditirosina em 38%, 39% e
23%, respectivamente, apos 30 dias de incubacédo (Figura 19A).

Apo6s 192 horas de incubacao, os niveis de quinurenina foram 26%, 21% e 25%
menores, respectivamente, nas incubacées de BSA+MGO contendo 250, 125 e 62,5
png/mL de CcExt (Figura 17B). Ja para ditirosina, as concentracdes de 250, 125 e 62,5
pg/mL de CcExt no sistema BSA+MGO diminuiu os niveis desse biomarcador em
56%, 47% e 48%, respectivamente, no tempo 192 horas de incubacao (Figura 19B).

Assim, é possivel observar o efeito protetor antioxidante in vitro do extrato de
C. chinense na atenuacao da formacéo dos produtos de oxidacdo dos residuos de
aminoacidos. Além disso, observa-se que, nos tempos estudados, a acao antioxidante
in vitro do extrato de C. chinense nao foi dependente de sua concentragao.

Resultados de HSIA et al. (2016) corroboram nossos achados relacionados ao
potencial anti-AGE do extrato hidroetandlico dos frutos de C. chinense. No estudo de
HSIA et al. (2016), foram demonstrados os efeitos da capsaicina na glicacao de
proteinas e na formacao subsequente dos produtos finais de glicagdo avancada, os

AGE. A capsaicina é uma substancia de elevada pungéncia presente nas pimentas,
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tais como nas pimentas do género Capsicum, Ensaios de glicag&do proteica in vitro
demonstraram que a presencga da capsaicina diminuiu os niveis de marcadores dos
estagios finais de glicacdo e a formacdo de cross-linking proteico. Além disso, foi
sugerido nesse estudo que o potencial da capsaicina de promover a captura de
espécies radicalares pode contribuir para os seus efeitos antiglicantes (HSIA et al.,
2016). No mesmo estudo, utilizando ratos com hiperglicemia cronica devido ao
diabetes mellitus induzido por estreptozotocina, apés 12 semanas de administracao
de capsaicina aos animais diabéticos, houve uma diminui¢cdo nos niveis circulantes
de AGE. Os niveis de biomarcadores oxidativos e de danos ao DNA de linfécitos
também foram minimizados nos grupos de animais diabéticos tratados com
capsaicina, em comparacédo ao grupo de animais diabéticos nao tratados (HSIA et al.,
2016). Assim, fica demonstrado que a capsaicina, presente nas pimentas do género
Capsicum, possui 0 potencial de contribuir para o alivio do estresse oxidativo em

individuos diabéticos, sendo um promissor agente antiglicacéo de origem natural.

4.5 Determinacdo da formacéo de cross-linking proteico

A glicacéo de proteinas leva a uma série de alteracBes estruturais, dentre elas
a formacdo de cross-linking. O cross-linking refere-se a formacédo de ligacdes
cruzadas de AGE envolvendo residuos de aminoacidos das proteinas, em especial
arginina e lisina, e tem sido usado como um indice para o estudo dos eventos tardios
relacionados a glicagao de proteinas (NEMET et al., 2011; EMEL'YANQV, 2017; HSIA
et al, 2016).

A formacao do cross-linking proteico pode ser visualizada através da formacéo
de uma banda superior a posicdo de BSA (66 KDa) na eletroforese, podendo essa ser
mais ou menos intensa de acordo com as taxas de modificacbes glico-oxidativas
promovidas pelo agente agressor.

Na Figura 20 podem ser encontrados os resultados obtidos no estudo da
formacao do cross-linking proteico no tempo 30 dias de incubacdo de BSA ou BSA+GiIi
na auséncia ou presenca de extrato hidroetandlico dos frutos de Capsicum chinense.

Podemos observar que houve a formacéo de cross-linking proteico em todas as
condicdes onde glicose esté presente nas incubac¢des com BSA, sendo a intensidade

de formagéo de cross-linking mais branda nas incubagdes conduzidas na auséncia de
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glicose e muito mais intensa com a presenca da glicose. Porém, até mesmo nas
incubagbes de BSA sozinha, nota-se discreta presenca de cross-linking proteico.
Sendo assim, incubagdes de BSA na presenca de glicose levou a uma maior formacao
de cross-linking proteico, em comparacdo as incubacdes de BSA sem o agente
glicativo.

Considera-se que a intensidade da banda do cross-linking proteico esta
diretamente relacionada as taxas de glicacdo proteica e dos eventos subsequentes.
O sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro baseado na incubacao de
BSA com glicose foi capaz de promover alteragcdes na estrutura da albumina que
culminaram na formacgéo de cross-linking, pois quando comparadas as condicfes de
incubacdo de BSA realizadas na auséncia (linha 1, Figura 20) e na presenca de
glicose (linha 2, Figura 20), € possivel observar a formagao de uma “nova banda”,
mais intensa e espalhada, logo acima da posi¢cao da proteina albumina (66 kDa), ap0s
30 dias de incubacao. Este fendbmeno representa o surgimento de ligacdes cruzadas
entre proteinas (cross-linking) (LIU e JING, 2016; HSIA et al., 2016).

Nas amostras obtidas a partir das incubacdes de BSA na presenca de CcExt,
nas diferentes concentracdes estudadas e na auséncia de glicose, podemos observar
gue o extrato por si s6 ndo promoveu formacdo do cross-linking proteico; portanto,
gualquer formacéao de cross-linking observada nesse estudo foi considerada ocorrer
somente em decorréncia das modificagbes em BSA promovidas pela glicose (Figura
20).
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Figura 20 Formacéo de cross-linking proteico nas incubacdes de BSA com glicose,

na auséncia ou presenca de AG ou de CcExt

crosslinking
proteico

BSA (66 kDa)

Glicose (0,5 M)

Aminoguanidina (1 mM)

Extrato de C. chinense (ug/mL) . - - - 250 250 125 125 625 625

Extrato hidroetandlico dos frutos de Capsicum chinense nas concentracdes 250, 125 e 62,5
pg/mL, no tempo 30 dias de incubacgdo. Linhas: 1- BSA; 2- BSA+Gli; 3- BSA+AG; 4-
BSA+GIli+AG; 5- BSA+CcExt250; 6- BSA+GIli+CcExt250; 7- BSA+CcExt125; 8-
BSA+GIi+CcExt125; 9- BSA+CcExt62,5; 10- BSA+GIli+CcExt62,5. Fonte: propria autora,
2021.

Pela analise dos resultados observados de formacao de cross-linking proteico,
€ possivel observar que houve discreta diminuicdo na formacéo de cross-linking
proteico na condicdo BSA+GIi+AG, apos 30 dias de incubacéo (linha 4, Figura 20)
guando comparada com a condicdo BSA+GIi (linha 2, Figura 20), corroborando os
demais resultados relacionados ao potencial anti-AGE da aminoguanidina.

Incubacdes de BSA+GIli na presenca de CcExt nas concentracdes de 250
pg/mL (linha 6, Figura 20) e 125 pg/mL (linha 8, Figura 20) também apresentaram
discreta diminui¢do na formacéo do cross-linking proteico, sendo que na concentracao
de 250 pg/mL do extrato, a atenuacéo na formacédo do cross-linking foi mais evidente.
Nas amostras obtidas de BSA+Gli incubadas com CcExt na concentracdo de 62,5
png/mL também foi possivel observar inibicdo na formacao de cross-linking (linha 10,
Figura 20).

Foi possivel observar que existe uma tendéncia de inibicdo na formagéo do
cross-linking proteico em amostras de BSA incubada com glicose na presenca dos

extratos dos frutos da pimenta C. chinense nas concentragdes de 250 e 125 pg/mL,
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correspondendo a uma protecdo discreta, assim como observada na protecao
promovida pela AG.

Figura 21 Formacéo de cross-linking proteico nas incubacdes de BSA com MGO na

auséncia ou presenca de AG ou de CCExt

(A)

} crosslinking
proteico
BSA (66 kDa)

Metilglioxal (2 mM)
Aminoguanidina (1 mM) = - + + - - - - - -

Extrato de C. Chinense (pg/mL) - - - - 250 250 125 125 625 625

(B)

- — —— — — — G—

-89.9....[

Metilglioxal (2 mM) -

} crosslinking
proteico

+ -
Aminoguanidina (1 mM) = - + + - - - - - =

Extrato de C. Chinense (ug/mL) = - - - 250 250 125 125 625 62,5

Extrato hidroetandlico dos frutos de Capsicum chinense nas concentragdes 250, 125 e 62,5
pa/mL, nos tempos 0 (A) e 192 horas (B) de incubagédo. Linhas: 1- BSA; 2- BSA+MGO; 3-
BSA+AG; 4- BSA+MGO+AG; 5- BSA+CcExt250; 6- BSA+MGO+CcExt250; 7-
BSA+CcExt125; 8- BSA+MGO+CcExt125; 9- BSA+CcExt62,5; 10- BSA+MGO+CcExt62,5.

Fonte: propria autora, 2021



69

Na Figura 21 s&o observados os resultados obtidos no estudo da formacédo do
cross-linking proteico nos tempos 0 (Figura 21A) e 192 horas (Figura 21B) de
incubacédo de BSA ou BSA+MGO na auséncia ou presenca de CcExt.

E possivel observar que ocorreu a formacéo de cross-linking proteico em todas
as condi¢des onde MGO esté presente nas incubagcées com BSA, sendo a intensidade
de formacgéo de cross-linking mais branda no tempo O (Figura 21A) e muito mais
intensa no tempo 192 horas (Figura 21B) de incubac&o. No entanto, assim como na
incubacdo com glicose, até mesmo nas incubagfes de BSA sozinha, nota-se discreta
presenca de cross-linking proteico. Incubagfes de BSA na presenca de MGO levou a
uma formacdo mais acentuada de cross-linking proteico, em comparacdo as
incubacbes de BSA sem o agente glicativo.

Sabendo-se que a intensidade da banda do cross-linking proteico esta
diretamente relacionada as taxas de glicacéo proteica e dos eventos subsequentes, a
incubacdo de BSA com MGO também culminou em alteracbes na estrutura da
albumina que resultaram na formacao de cross-linking, pois quando observadas as
condi¢cBes de incubacdo de BSA realizadas na auséncia (linha 1, Figura 21B) e na
presenca de MGO (linha 2, Figura 21B), € possivel observar a formacéo de uma banda
mais intensa e espalhada, logo acima da posi¢ao da proteina albumina (66 kDa), apés
192 horas de incubacao, representando o cross-linking (ligacdes cruzadas) entre
proteinas (LIU e JING, 2016; HSIA et al., 2016).

Nas amostras resultantes das incubacfes de BSA na presenca de CcExt, nas
diferentes concentracdes estudadas e na auséncia de MGO, é possivel analisar que
a presenca do extrato ndo culminou na formacéo do cross-linking proteico; portanto,
gualquer formacéao de cross-linking observada nesse estudo foi considerada ocorrer
somente em decorréncia das modificacdes promovidas pelo MGO (Figura 21).

Parece existir uma tendéncia de inibicdo na formacao do cross-linking proteico
em amostras de BSA incubada com MGO na presenca dos extratos dos frutos da
pimenta C. chinense nas concentracfes de 250 e 125 pg/mL (linhas 6 e 8
respectivamente, Figura 21B), correspondendo a uma protecéo discreta, assim como
observada na protecao promovida pela AG (linha 4, Figura 21B).

Por fim, os resultados relacionados ao estudo da formacgao do cross-linking
proteico no sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro baseado na
incubacdo de BSA+Gli e BSA+MGO corroboram os resultados relacionados a

estimativa da formagdo de AGE fluorescentes e dos produtos de oxidagao dos
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residuos de tirosina e triptofano. Em relagéo ao potencial anti-AGE e antioxidante in
vitro do extrato hidroetanodlico dos frutos de C. chinense, observamos que as acdes
de CcExt foram promissoras. A adicdo de CcExt as incubacdes de BSA+GIli e de
BSA+MGO inibiu a formacéao de AGEs, N’-formilquinurenina, quinurenina e ditirosina
(com tendéncia a ndo dependéncia de concentracdo), e discretamente diminuiu a
formacao de cross-linking proteico.

No estudo de HSIA e colaboradores (2016), foi demonstrado que os AGE se
formam principalmente em proteinas de meia-vida longa e, por vezes, apresentam
caracteristicas fluorescentes. Os grupos amino primarios presentes nos residuos de
aminoacidos dessas proteinas podem sofrer cross-linking, formando ligacdes
covalentes dentro ou entre moléculas. A formacdo do cross-linking proteico possui
resisténcia as proteases, o0 que reduz a atividade metabdlica normal contra os AGE.
No trabalho de HSIA et al. (2016), um ensaio utilizando incuba¢des do peptideo GK
na presenca de ribose foi empregado para avaliar a habilidade da capsaicina,
substancia presente em C. chinense, em inibir o cross-linking proteico. Os resultados
indicaram que a presenca de capsaicina inibiu a formacao de proteinas de alto peso
molecular, o que é indicativo do efeito protetor da capsaicina via inibicdo da formacgéao

de cross-linking proteico.

4.6 Determinacao de proteinas carboniladas (PCO)

Sabendo-se que o aumento de grupamentos carbonila pode ser uma
consequéncia direta da oxidacdo proteica, a quantificacdo desses grupamentos no
sistema-modelo de glicacdo também representa um importante marcador de dano
glico-oxidativo a ser analisado (MEEPROM et al., 2013). A determina¢édo de PCO é
um teste que apresentou representatividade nos resultados obtidos, tanto no sistema-
modelo de glicacdo de BSA com o agente glicativo, quanto a protecdo pela AG e pelo
extrato estudado.

Nas condigbes em que a BSA foi incubada com a glicose, foram observados
aumentos progressivos nos niveis de PCO, durante todo o periodo experimental, em
relacdo aos valores obtidos com a BSA sozinha. Na condi¢cdo BSA+Gli, e apos 30 dias
de incubacgédo, a formacgéo de PCO foi 179% maior em relagdo a BSA sozinha. Vale

destacar que, apos 30 dias de incubacgédo, no sistema BSA+Gli, ocorreu uma formacao
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aproximadamente duas vezes maior de PCO em comparacdo ao sistema BSA
incubada na auséncia de glicose (Figura 19). Porém, a formacdo de PCO nas
incubacgbes contendo apenas BSA ou BSA+AG (Figura 19A) apresentaram-se em
niveis basais, no tempo analisado.

Em todo o periodo experimental, a AG foi capaz de prevenir a formacéo de
PCO, uma vez que houve diferenca estatistica entre os valores de PCO no sistema
de BSA+Gli em comparacéo ao sistema BSA+GIli+AG (p<0,05). No tempo de 30 dias,
AG foi capaz de reduzir em 28% a formacdo de PCO no sistema BSA+GlIi+AG,
comparada ao meio em que néo esteve presente (BSA+Gli) (Figura 19B).

Quando o CcExt € incubado nas concentragdes 250, 125 e 62,5 pg/mL junto
aos sistemas de glicacao proteica, este assume um carater protetor, ou seja, € capaz
de atenuar a formacao de PCO, quando comparado aos sistemas BSA+Gli (Figura
19B). O CcExt na concentracdo de 250 pg/mL foi capaz de atenuar de forma mais
significativa a formacéo do PCO, em relagcédo as concentracdes de 125 e 62,5 pug/mL,
bem como em relagéo a AG, quando estes foram incubados com BSA+Gli: apés 30
dias de incubacéo, o sistema BSA+Gli+CcExt 250 pg/mL foi capaz de reduzir em 31%
0s niveis de PCO, em relacdo a incubacdo sem o CcExt, enquanto que no sistema
BSA+GIi+CcExt 125 e 62,5 pg/mL houve reducao de 20% e 8%, respectivamente, nos
niveis de PCO (Figura 19B) (lembrando que o aumento nos niveis de PCO no sistema
BSA+Gli foi de 179% em relacdo a BSA sozinha).
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Figura 22 Niveis de proteinas carboniladas nas incubagfes de BSA (A) e BSA na

presenca de glicose (B), na auséncia ou presenca de AG ou de CcExt

(A)
25— b
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204 mm BSA+GH
-y == BSA+AG 1 mM
E 154 == BSA+CoExt 250 pg/ml
= == BSA+CcExt 125 pg/mL
O 10+ == BSA+CcExi 62,5 pg/ml
O
o
5=
a ¢ a 4 d
(B)
25+ b
¢ = BSA
204 e mm BSA+GIi
o c g f == BSA+GIHAG 1 mM
© 154 =  BSA+Gli+CcExt 250 pg/ml
E_ == BSA+Gli+CcExt 125 pg/ml
o 10 = BSA+Gli+CcExt 62,5 pug/ml
O
o
5
da
0-

Extrato hidroetanolico dos frutos de C. chinense nas concentragfes 250, 125 e 62,5 pg/mL,
no tempo 30 dias de incubacdo. Médias que ndo compartilham a mesma letra apresentam

diferencas estatisticas (p<0,05). Fonte: propria autora, 2021.
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5. CONCLUSAO

O extrato hidroetandlico dos frutos da pimenta C. chinense apresentou, em
todas as concentracdes estudadas, capacidade de promover algum efeito protetor
importante em relacdo a atenuacdo de marcadores relacionados as modificagdes
glico-oxidativas.

No estudo do potencial anti-AGE do extrato de C. chinense, sdo notaveis as
propriedades extrato frente aos agentes promotores de glicacao, glicose e metilglioxal.
Em todos os tempos analisados, CcExt nas concentrac¢des de 250, 125 e 62,5 pg/mL
apresentou efeitos atenuantes na formacao de AGE fluorescentes quando incubado
com BSA ou MGO, diminuindo sua formacgéo, sendo os efeitos anti-AGE de CcExt n&o
dependentes de concentragdo. Da mesma forma, CcExt apresentou efeitos
atenuantes na formacédo de AGEs fluorescentes quando incubado com BSA+Gli,
diminuindo sua formacé&o, no entanto, observa-se que os efeitos anti-AGE de CcExt
na incubacao com a glicose foram dependentes de concentracéo.

Nas incubacdes de CcExt com BSA+Gli ou BSA+MGO, foram significativas as
diminui¢cdes nos niveis de quinurenina, N’- formilquinurenina e ditirosina, em todas as
concentracfes e tempos estudados. Os resultados relacionados a formacao de cross-
linking proteico indicam que CcExt possui efeito protetor na formacao desse marcador
avancado de glicacéo, nas concentracdes de 250 e 125 pg/mL.

Exceto pela analise da capacidade de captura do anion radical superoxido, o
potencial antioxidante in vitro do extrato de Capsicum chinense demonstrou-se eficaz,
devido a capacidade do CcExt de captura dos radicais peroxila (ROO¢).

A técnica de cromatografia em camada delgada permitiu a otimizacdo do
método, da concentracdo e volume de aplicacdo do extrato e fases moveis
empregadas, trazendo importantes noticias que possibilitardo posteriores avancos
guanto ao potencial notavel do extrato natural.

Desta forma, com este estudo, foi possivel concluir que os extratos naturais,
especificamente o extrato obtido dos frutos da pimenta-bigquinho, sdo promissoras
opcdes para estudos futuros acerca das terapias complementares para o0 DM com
bioativos naturais, visando a atenuacéo das complicacdes relacionadas ao estresse

glico-oxidativo.
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ANEXO

Anexo 1. Espectro de Absorgéo do extrato de Capsicum chinense 62,5 pg/mL no
tempo 30 dias.

3

25

05

300 320 340 360 320 400 420 240 460 430 500
=8 Ext 61,5 =8 BSA+Ext 61,5 = G+ Ext 62,5 BSA+GLI+ Ext 625 = BSA e BLEAGL
—B— BSAAG —B— BSAHELIHAG =B GLI+AG -5l —— A

Anexo 2. Espectro de Absorcdo do extrato de Capsicum chinense 125 pg/mL no
tempo 30 dias.
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300 320 340 360 330 400 420 440 460 480 500

—— Ext 125 —a— BSA+ Ext 125 —#— GLI+ Ext 125 BSA+GLI+ Ext 125 —e—BSA —— BEAHGLI
e BEAAG e BEAHGLHAG e GLIAG e (51 e A
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Anexo 3. Espectro de Absorgcéo do extrato de Capsicum chinense 250 pg/mL no
tempo 30 dias.

—— Ext 250 —a— B354+ Ext 250 —&— GL+Ext 250 BSA+GL+ Ext 250 —s—BSA —a— BSAHGLI
— BEAAG =B BESASGLIHAG = GLIAG — 5 - AG

Anexo 4. Espectro de Emissdo do extrato de Capsicum chinense 62,5 pg/mL no
tempo 30 dias.

300 320 330 360 330 400 420 440 460 430 500

—— Ext E1.5 e PS4 Ext 62,5 = GLI+Ext 62,5 BSA#+ GL+ Ext 62,5 =t BTA —— B3AHGLI
e BSAHAG —e BEAFGLI+AG —B—GLU+AG — 51 —RA—AG
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Anexo 5. Espectro de Emissao do extrato de Capsicum chinense 125 pug/mL no tempo
30 dias.

300 320 330 350 330 200 420 430 460 430 500
=t Ext 125 =t BZA+ Ext 125 = G LI+ Ext 125 BEA+ GLI+ Ext 125 ——se BSA, e BEAHGL
—B— BEA+AG —Be BEAHGLI+AG —B—GL+AG —a 5L —A—AG

Anexo 6. Espectro de Emissao do extrato de Capsicum chinense 250 pug/mL no tempo
30 dias.
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—e BSAAG e BSA+HGLIHAG = GU+AG —a_l ——AG



85

Anexo 7. Espectro de Absorgédo do extrato de Capsicum chinense 62,5 pg/mL no
tempo 192 horas.
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300 320 340 360 B0 400 420 440 460 480 500
—a—Ext 625 —a— BSA+ExT 62,5 —a— MGO+Ext 62,5 BSA+MGO+Ext 62,5
—— B 3A+MGOD —— BS54 —— BESA+MGO+AG

Anexo 8. Espectro de Absorcdo do extrato de Capsicum chinense 125 pg/mL no
tempo 192 horas.
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Anexo 9. Espectro de Absorgcéo do extrato de Capsicum chinense 250 pg/mL no
tempo 192 horas.
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—e— Ext 250 —a— BSA+Ext 250 —e— MGO+Ext 250 BSA+MGO=Ext 250
—e—BSA+MGO —e—B5A —e—B3A:MGO+AG

Anexo 10. Espectro de Emissao do extrato de Capsicum chinense 62,5 pg/mL no
tempo 192 horas.
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Anexo 11. Espectro de Emissao do extrato de Capsicum chinense 125 pg/mL no
tempo 192 horas.

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
—a— Ext 125 —a— BSA+Ext 125 —— MG O+Ext 125 BSA+MGO+Ext 125
—— B5A+MGOD —a— BS54 —8— BSAMGO+AG

Anexo 12. Espectro de Emissdo do extrato de Capsicum chinense 250 pg/mL no
tempo 192 horas.
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