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RESUMO

7

O diabetes mellitus € uma sindrome metabdlica caracterizada por deficiéncia na
producdo e/ou acbes da insulina, culminando em hiperglicemia crénica, a qual
encontra-se associada ao desenvolvimento das complicagdes diabéticas. A
hiperglicemia contribui para os processos de glicacdo proteica e de formacédo dos
produtos finais de glicacdo avancada (AGEs). Dentre as substancias que contribuem
para a formacédo dos AGEs, destacam-se os compostos dicarbonilicos, incluindo o
metilglioxal. O metilglioxal (MGO) é capaz de reagir com residuos de aminoacidos em
proteinas presentes em dominios funcionais, culminando em perda de funcéo.
Sistemas-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro mimetizam os impactos
negativos da hiperglicemia sobre biomoléculas. A maioria dos estudos que empregam
sistemas-modelo de glicacdo in vitro utilizam proteinas isoladas, poucos sdo 0s
estudos com matrizes complexas, incluindo o soro sanguineo humano. Estudos sao
necessarios para padronizacéo de sistemas-modelo de modifica¢des glico-oxidativas
in vitro com soro sanguineo humano, com vistas em sua utilizacdo para o screening
de compostos bioativos ou preparagdes com potencial antiglicacdo e/ou anti-AGE.
Estudos tém demonstrado a atividade antidiabética de preparacfes do caule de
Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Bail, uma espécie nativa do Cerrado e Pantanal
brasileiros. Recentemente, demonstrou-se que preparacdes dessa planta também
possuem atividade antiglicacdo, pois foi capaz de diminuir marcadores do estresse
glico-oxidativo em sistema-modelo de glicacdo proteica in vitro (albumina sérica
bovina incubada com glicose). O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracées em
biomarcadores do estresse glico-oxidativo em sistema-modelo de modificacdes glico-
oxidativas in vitro em soro sanguineo humano, incubado na presenca de metilglioxal,
e na auséncia ou presenca de extrato hidroetandlico ou fracéo cloroférmica ou fracao
acetato de etila do caule de Siolmatra brasiliensis, ou de substéncia isolada, a
naringenina. Foram realizados quatro experimentos utilizando amostras de soro
controle de origem humana: (I) sistema-modelo de glicagéo in vitro na presenca
de glicose, no qual o soro sanguineo humano foi incubado a 37°C por 40 dias, e
avaliadas as atividades de enzimas antioxidantes (catalase e paraoxonase), niveis de
biomarcadores de peroxidacao lipidica (substancias reativas ao acido tiobarbitarico),
niveis dos grupos carbonilas em proteinas, estimativa de AGEs fluorescentes e
estudo de modificacbes estruturais em proteinas; (Il) sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vitro na presenca de MGO, para padronizacao
da melhor concentracdo de MGO a ser utilizada, no qual soro sanguineo humano foi
incubado a 37°C por 48 horas na presenca de MGO nas concentragdes de 5, 10 e 20
mM, e em diferentes tempos monitorou-se os AGEs fluorescentes e a presenca de
modificacdes estruturais em proteinas; (lll) sistema-modelo de modificacfes glico-
oxidativas in vitro na presenca de MGO e avaliacdo dos efeitos do extrato,
fragcdo e substancia isolada de caule de Siolmatra brasiliensis, no qual soro
sanguineo humano foi incubado a 37°C por 48 horas na presenca de 10 mM de MGO,
e na auséncia ou presenca de distintas concentracdes de extrato hidroetandlico
(SbExt) ou fracdo cloroférmica (SbCHCI3) do caule de Siolmatra brasiliensis, ou de
substancia isolada, a naringenina (NAR); em diferentes tempos foram monitorados os
niveis de diversos marcadores bioquimicos, formacdo de AGEs fluorescentes,
formacéao de produtos de oxidac&do dos residuos de triptofano e tirosina, niveis de
grupos carbonil em proteinas (PCO), analise de modificacdes estruturais em
proteinas e as atividades arilesterase e lactonase da paraoxonase 1. (IV) sistema-
modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro na presenca de MGO e



avaliacdo dos efeitos da fragcdo acetato de etila do caule de Siolmatra
brasiliensis, no qual soro sanguineo humano foi incubado a 37°C por 48 horas na
presenca de 10 mM de MGO, e na auséncia ou presenca de distintas concentragoes
da fracdo acetato de etila (SbACE) do caule de Siolmatra brasiliensis; em diferentes
tempos foram monitorados os niveis de diversos marcadores bioquimicos, formacao
de AGEs fluorescentes, formacao de produtos de oxidacéo dos residuos de triptofano
e tirosina, niveis de grupos carbonil em proteinas (PCO), andlise de modificacdes
estruturais em proteinas e atividades arilesterase e lactonase de paraoxonase 1. Em
() foi possivel observar aumento gradual na intensidade de fluorescéncia dos AGEs,
modificacdes na estrutura de proteinas, aumento progressivo nos niveis de PCO no
decorrer do tempo de incubacé&o de soro na presenca de glicose, as quais foram
atenuadas na presenca de aminoguanidina (agente prototipo anti-AGE). Em (1) o
sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro contendo soro + MGO
apresentou perfil de resposta de concentracdo dependente na geracdo de AGEs
fluorescentes e modificagBes na estrutura de proteinas. Em (Il e IV) SbExt, NAR e
SbACE foram capazes de diminuir a formacdo de AGEs nas incubacfes contendo
soro + MGO, bem como também diminuiram a formacgdo dos produtos de oxidacéo
dos residuos de triptofano e tirosina, enquanto SbCHCIs nao foi eficiente. Na analise
de modificacdes do padrao de separacao eletroforetica de proteinas em soro + MGO,
SbExt, SbCHCIs, NAR e SbACE n&o se mostraram eficazes, bem como nas atividades
arilesterase e lactonase de PON 1. Neste estudo foi possivel observar que, o sistema-
modelo de glicacéo in vitro de soro sanguineo na presenca de metilglioxal € mais
severo em comparacao ao sistema-modelo na presenca de glicose. O extrato
hidroetandlico de caule de Siolmatra brasiliensis e narigenina, uma das substancias
isoladas a partir dessa espécie, bem como o a fracdo acetato de etila, parecem
atenuar eventos glico-oxidativos que ocorrem em fases mais avancadas.

Palavras chave: diabetes mellitus, sistemas-modelo in vitro, produtos
avancados da glicacao, paraoxonase 1



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic syndrome characterized by deficiency in the
production and/or action of insulin, culminating in chronic hyperglycemia, which is
associated with the onset of the diabetic complications. Hyperglycemia contributes to
protein glycation processes and formation of advanced glycation end products
(AGEs). Among the compounds that contribute to the formation of AGEs, it can be
cited the dicarbonyl compounds, including methylglioxal. Methylglioxal (MGO) is able
to react with amino acid residues in proteins found into functional domains, leading to
loss of function. In vitro model systems of glycoxidative changes mimic the negative
impacts of hyperglycemia on biomolecules. Most studies using in vitro model systems
of glycation use isolated proteins, few studies use complex matrices, such as human
blood serum. Studies are necessary for standardization of in vitro model systems of
glycoxidative changes with human blood serum, atempting to use them for the
screening of bioactive compounds or preparations having antiglycation and/or anti-
AGE potential. Studies have demonstrated the antidiabetic activity of preparations of
stem from Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Bail, a native species of the Brazilian Cerrado
and Pantanal. Recently, it has been demonstrated that preparations of this plant also
possess antiglycation activity, since they decreased markers of glycoxidative stress in
an in vitro model system of protein glycation (bovine serum albumin incubated with
glucose). The aim of this study was to evaluate changes in glycoxidative stress
biomarkers in an in vitro model system of glycoxidative changes in human blood
serum, incubated in the presence of methylglioxal, and in absence or presence of the
hydroethanolic extract or chloroform fraction or ethyl acetate fraction of the stem of
Siolmatra brasiliensis, or in the presence of na isolated substance, naringenin. Four
experiments were performed using human serum samples: (I) in vitro model system
of glycation in the presence of glucose, in which human blood serum was incubated
at 37°C for 40 days, and it was evaluated the activities of the antioxidant enzymes
(catalase and paraoxonase), biomarkers of lipid peroxidation (thiobarbituric acid
reactive substances), levels of carbonyl content in proteins, estimation of fluorescent
AGEs and analysis of structural changes in proteins; (II) in vitro model system of
glycoxidative changes in the presence of MGO, to standardize the best
concentration of MGO to be used, in which human blood serum was incubated at 37°C
for 48 hours in the presence of MGO at concentrations of 5, 10 and 20 mM, for
monitoring fluorescent AGEs structural changes in proteins; (Ill) in vitro model
system of glycoxidative changes in the presence of MGO and evaluation of the
effects of the extract, fraction and isolated substance from Siolmatra
brasiliensis stem, in which human blood serum was incubated at 37°C for 48 hours
in presence of 10 mM MGO, and in absence or presence of different concentrations
of the hydroethanolic extract (SbExt), chloroform fraction (SbCHCI3) of the stem of
Siolmatra brasiliensis, or isolated substance, naringenin (NAR); at different times, the
following analysis were performed: levels of several biochemical markers, formation
of fluorescent AGEs, formation of oxidation products of tryptophan and tyrosine
residues, levels of carbonyl content in proteins (PCO), analysis of the structural
changes in proteins, and arilesterase and lactonase activities of paraoxonase 1. (IV)
in vitro model system of glycoxidative changes in the presence of MGO and
evaluation of the effects of the ethyl acetate fraction from Siolmatra brasiliensis
stem, human blood serum was incubated at 37°C for 48 hours in presence of 10 mM
MGO, and in absence or presence of different concentrations of the ethyl acetate
fraction (SbACE) of the stem of Siolmatra brasiliensis; at different times, the following



analysis were performed: the levels of several biochemical markers, formation of
fluorescent AGEs, formation of oxidation products of tryptophan and tyrosine residues,
levels of carbonyl content in proteins (PCO), analysis of the structural changes in
proteins, and arilesterase and lactonase activities of paraoxonase 1. In (I) it was
possible to observe a gradual increase in the fluorescence intensity of AGEs, changes
in the protein structures, progressive increase in PCO levels during the incubation time
of serum in the presence of glucose, which were attenuated in the presence of
aminoguanidine (anti-AGE prototype agent). In (ll) the in vitro model system of
glycoxidative changes showed a concentration dependent profile related to the
formation of fluorescent AGEs and promotion of changes in protein structures. In (lll
and IV) SbExt, NAR and SbACE were able to decrease the AGEs formation in
incubations having serum + MGO, as well as decreased the formation of oxidation
products of tryptophan and tyrosine residues, while SbCHCIs was not efficient. In the
analysis of the changes in the electrophoretic separation pattern of proteins from
serum + MGO, SbExt, SbCHCIs, NAR and SbACE were not effective, either with
enzymatic activities of PON 1 (arylesterase and lactonase). Conclusion: In this study,
it was possible to observe that, compared to the in vitro model system of glycation with
blood serum + MGO is more aggressive than model system with blood serum +
glucose. The hydroethanolic extract of Siolmatra brasiliensis and narigenin, one of the
substances isolated from this species, either ethyl acetate fraction seem to attenuate
glycoxidative events that occur in more advanced phases.

Keywords: diabetes mellitus, in vitro model systems, advanced glycation
products, paraoxonase 1



ABCA
ADMA
AG
AGE
ALT
Apo-Al
Arg
BCL-2
BSA
CAT
CEL
CETP
CML
DHBS
DHC
DM
DNA
DNPH
DSBmT
eNOS
EPM
HDL
HSA
ICAM-1
IDF
LCAT
LDL
MDA
MGO
MODIC
MODY
MOLD

LISTA DE ABREVIATURAS

Transportador de cassete ligado a ATP Al
[-arginina assimétrica

Aminoguanidina

Produto final de glicacdo avancada
Alanina aminotransferase

Apolipoproteina Al

Arginina

Proteina de linfoma de células B 2
Albumina sérica bovina

Catalase

Carboxietil lisina

Proteina transferéncia de ésteres de colesterol
Carboximetil lisina
3,5-dicloro-2-hidroxibenenosulfonato de sédio
Dihidrocoumarina

Diabetes mellitus

Acido desoxirribonucleico

2-4, dinitrofenilhidrazina
Disulfobutilmetatoluidina sodica

Oxido nitrico sintase endotelial

Erro padréo da média

Lipoproteina de alta densidade

Albumina sérica humana

Molécula de adeséo intercelular-1
Federacéo Internacional de Diabetes
Lecitina-colesterol aciltransferase
Lipoproteina de baixa densidade
Malondialdeido

Metilglioxal

Imidazélio cross-link devirado de metilglioxal
Maturity-onset diabetes of the young

Dimero metilglioxal-lisina



NAD* Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

NADH Nicotinamida Adenina Dinucleotideo, reduzida

NAR Naringenina

PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida

PBS Tampéo fosfato salina

PCO Proteina carbonilada

PON 1 Paraoxonase 1

PLTP Proteina de transferéncia de fosfolipideos

SbACE Fragéo acetato de etila do extrato hidroetandlico do caule da Siolmatra
brasiliensis

SbCHCI3 Fracao cloroformica do extrato hidroetandlico do caule da Siolmatra
brasiliensis

SbExt Extrato hidroetandlico do caule da Siolmatra brasiliensis

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida com docecil sulfato de sodio

TBA Acido tiobarbiturico

TBARS Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
TCA Acido tricloroacético

TNFa Fator de necrose tumoral alfa

ul Unidades internacionais

VCAM-1 Molécula de adeséo celular vascular-1

VLDL Lipoproteina de muito baixa densidade



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Niveis de glicose em sistema-modelo de modificaces glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCI: e
=TT L= Ty TR OO - .
Tabela 2. Niveis de proteinas totais em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em
soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCIz
L =TT 1= 3 OO UU RO ORI - : 1
Tabela 3. Miveis de albumina em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCI: e
=TT L= T U UUUTRUUTURURURRY -
Tabela 4. Niveis de ALT em sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCIs: e
MANNGEMINA. oottt et e e e e e e s s e o e sae s mee e mmmessneeennse e ne e eeneeanneeees DD
Tabela 5. Niveis de triglicerideos em sistema-modelo de modificacfes glico-oxidativas in vitro em
soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCI:
L L= Lo 1= = USRNSSR USUU OO U UUURUURRUUSURRRRY i
Tabela 6. Niveis de colesterol total em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro em
soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCI:
L =TT 1= = USSR OO USRS USRS U TSSO U RURRUUSURRRRY | -
Tabela 7. Niveis de HDL-colesterol em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro em
soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCIz
L =T TaT 1= 3 U UU TR OO . |
Tabela 8. Niveis de glicose em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbAcE. ................106
Tabela 9. Niveis de proteinas totais e albumina em sistema-modelo de modificacées glico-oxidativas
in vitro em soro sanguinec humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presencga de
Tabela 10. Niveis de ALT em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbAcE. ... 108
Tabela 11. Niveis de ftriglicerideos, colesterol total e HDL-colesterol em sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vifro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na
auséncia ou na presenca de SBACE. .. 1T



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Outros ipos de DM, e 20
Figura 2. Glicacdo proteica e formacdo de produtos de Amadori...........................22
Figura 3. Formacgao de AGEs pelas vias de Wolff, Hodge e Namiki. ... 23
Figura 4. Estruturas dos compostos dicarbonilicos 3-deoxiglicosona, glioxal e metilglioxal. ..............24
Figura 5. AGEs formados a partir de modificagfes proteicas promovidas pelo metilglioxal. 26
Figura 6. Estrutura da PON 1. e D

Figura 7. Substancias ndo inéditas isoladas da fracdo de cloroférmica do extrato hidroetandlico do
caule de Siolmatra BraSillemBiS. .. ... ..o et e me e e eneeemeeeas 36
Figura 8. Substancias inéditas isoladas da fracdo de acetato de efila do caule de Siolmatra
BFBSHIEIISIS ...ttt et ettt e s et 2ot e e n e e e e e e e st er e eenneea 36
Figura 9. Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs gerados em sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com glicose. .49
Figura 10. Perfil de separacdo eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vifro em soro sanguineo humano incubado com glicose. ... 51
Figura 11. Niveis de PCO em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vifro em soro
sanguineo humano incubado Com QlCOSE. ... . e D2
Figura 12. Niveis de TBARS em sistema-modelo de modificagtes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado Com QliCOSE. ... e D
Figura 13. Atividade da CAT em sistema-modelo de modificactes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com gliCOSE. ... D
Figura 14. Atividade da PON 1 em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado comglicose. . .58
Figura 15. Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs em sistema-modelo de modificagtes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal. .57
Figura 16. Perfil de separacdo eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vifro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal. ... 29
Figura 17. Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs em sistema-modelo de modificagfes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metfilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SbExt, SbCHCl: ounaringenina. ... ... 82
Figura 18. Intensidade de fluorescéncia relativa a N'-formilquinurenina em sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na
auséncia ou na presenga de SbExt, SbCHClz ou naringening. ..............ccooeeeeeeiieieeeeeeeeeeeen.. 84
Figura 19. Intensidade de fluorescéncia relativa a quinurenina em sistema-modelo de modificagdes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SbExt, SbCHCIz ou naringening. ... .. B0
Figura 20. Intensidade de fluorescéncia relativa a ditirosina em sistema-modelo de modificacées
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na

presenca de SbExt, SDCHCI3 0U NAMNGENING. ..o e e O



Figura 21. Niveis de PCO em sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCIz ou
L T T TSSOSO - .
Figura 22. Perfil de separacao elefroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de glicacéo in
vitro de soro sanguineo incubado com metilglioxal tratados com SbExt (experimento 2). .94
Figura 23. Perfil de separacao elefroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de glicacéo in
vitro de soro sanguineo incubado com metilglioxal tratados com SbCHCI: (experimento 2). ... 95
Figura 24. Perfil de separacao elefroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de glicacéo in
vitro de soro sanguineo incubado com metilglioxal tratados com MNAR (experimento 2). .96
Figura 25. Atividade de arilesterase da PON 1 em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas
in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt,
SbCHCI3 0U NAMNGEMING. ..o semn s neneeee 100
Figura 26. Atividade de lactonase da PON 1 em sistema-modelo de modificacbes glico-oxidativas in
vifro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt,
SbCHCI3 0U NAMNGEMIMG. ... oo em s neneeee 0D
Figura 27. Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs em sistema-modelo de modificagies
glico-oxidativas in vifro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SDACE. e 113
Figura 28. Intensidade de fluorescéncia relativa a N'-formilguinurenina em sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na
auséncia ou na presenca de SDACE. ..o 1 14
Figura 29. Intensidade de fluorescéncia relativa a quinurenina em sistema-modelo de modificagies
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
Presenca de SDACE. oo 1 1D
Figura 30. Intensidade de fluorescéncia relativa a ditirosina em sistema-modelo de modificacbes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SDACE. oo V1T
Figura 31. Niveis de PCO em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbAcE. ... 118
Figura 32. Perfil de separacdo eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de glicacéo in
vitro de soro sanguineo incubado com metilglioxal tratados com SDACE. ... 120
Figura 33. Atividade de arilesterase da PON 1 em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas
in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de
Figura 34. Atividade de lactonase da PON 1 em sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in
vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbAcE.

e 124



SUMARIO

INTRODUGAD ..o 18
2. OBJETIVOS e 3T
2.1 0BJETIVOS ESPECIFICOS oo 38
3. MATERIAL E METODOS ..o 38
3.1 Soro SEHQUTHE‘D L0 T Lo TR SR 38

3.2 Preparacdo do extrato, fragdes e isolamento/identificacdo de metabdlitos do caule de Siolmatra
DFASTIIBIISIS . .ottt et e ettt 2o oot e e e e e e e e et e a2 e e e me £ et et nae e et e e en e e e s e eean 39

3.3 Sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vifro em soro sanguineo humano incubado
Lo o USSR 1

3.4 Sistema-modelo de modificacbes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado
COM Mg O8] e 40

3.5 Determinacao dos niveis de marcadores bioguimicos ... .............43
3.6 Estimativa de AGEs fluorescentes e analise de modificagbes estruturais em proteinas . 45
3.7 Estimativa dos produtos de oxidacao dos residuos de tirosina e triptofano ... 45

3.8 Avaliacdo dos niveis de grupos carbonilas em proteinas (PCO) e substancias reativas ao acido
fiobarbitirico (TBARS) . e 4B

3.9 Determinacao da atividade da enzima catalase (CAT) ... AT
3.10 Determinacado da atividade da enzima paraoxonase 1 (PON 1) . ..........47
311 Analise estatistica........ e A8
A R E S U T A D D S et e n e n e ne e e enn e e e e e e 49

4 1 Sistema-modelo de modificacbes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado
Lol o USRS - 1+

4 2 Estimativa dos AGEs fluorescentes e analise de modificacdes estruturais em proteinas em
sistema-modelo de modificacbes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com
MIEHIGHOKAL ..ottt e e e m e e s e e e e e 55

4 3 Sistema-modelo de modificagtes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado
com metilglioxal e avaliacéo do potencial anti-AGE de SbExt, SbCHCIz e naringenina ..............__.60

4 4 Sistema-modelo de modificactes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado
com metilglioxal e avaliagdo do potencial anti-AGE de SbACE ... 104

5. DISCUSS A o125

5.1 Avaliacdo das alteractes glico-oxidativas em sistema-modelo de glicacao in vitro com glicose
..125

5.2 Avaliagdo das alteragdes glico-oxidativas em sistema-modelo de glicagdo in vitro com
metilglioxal (EXPEMENTO 1) e e eee e smean s e neenes 1 20

5.3 Avaliag3o dos parametros bioguimicos das alteragdes glico-oxidativas em sistema-modelo de
glicacdo in vitro com metilglioxal na presenca de SbExt, SbCHCIls, naringenina (experimento 2), e
SDACE (@XPEIMENTO 3). oo 128



5.4 Estimativa dos AGESs fluorescentes e analise de modificagdes estruturais em proteinas em
sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro com metilglioxal na presenca de SbExt,
SbCHCIz, naringenina (experimento 2), e SbACE (experimento 3). ... 130

5.5 Estimativa dos produtos de oxidagao de residuos de triptofano e tirosina em sistema-modelo de
modificagées glico-oxidativas in vitro com metilglioxal na presenca de SbExt, SbCHCIz, naringenina
(experimento 2), e SDACE (experimento 3). ..o 132

5.6 Determinacdo dos niveis de PCO em sistema-modelo de modificag@es glico-oxidativas in vitro
com metilglioxal na presenca de SbExt, SbCHCIs, naringenina (experimento 2), e SbACE
S e T g o SR - !

5.7 Determinacdo de modificacdes estruturais em proteinas em sistema-modelo de modificactes
glico-oxidativas in vitro com metilglioxal na presenca de SbExt, SbCHCIs, naringenina (experimento
2), & SbACE (eXperimento 3. e 10D

5.8 Determinacao atividade enzimatica de PON 1 (arilesterase e lactonase) em sistema-modelo de
modificaces glico-oxidativas in vitro com metilglioxal na presenca de SbExt, SbCHCIs, naringenina
(experimento 2), e SbACE (experimento 3). ... 136

B COMNCLUS A oo 137
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 139



18

INTRODUGCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma sindrome metabdlica caracterizada pela
deficiéncia na producdo pancreética de insulina ou prejuizos na acdo do horménio em
tecidos-alvo, ou ambos os mecanismos, culminando em um conjunto de distarbios no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. Uma das principais manifestacdes do
DM é a hiperglicemia (TAO, 2015; AMERICAN DIABETES FEDERATION, 2020a). O DM
que € considerado a quinta maior causa de morte em paises desenvolvidos, o que o torna
um sério problema de saude publica (BANDEIRA et al., 2013). A Federacdao Internacional
de Diabetes (IDF, do inglés International Diabetes Federation), em 2019, indicou que 463
milhdes de individuos possuem DM ao redor do mundo, e estima que havera aumento
de 51% neste niumero em 2045, alcancando o patamar de 700 milhdes de individuos
acometidos por esta patologia (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

Segundo a sua etiologia, o DM pode ser classificado em: DM tipo 1, DM tipo 2, DM
gestacional e outros tipos de DM.

O DM tipo 1 ocorre por um processo autoimune, o qual promove a destruicao de
células 3 pancreaticas, levando a uma deficiéncia absoluta na producao de insulina. Este
tipo de DM é mais comum em criancas e adolescentes, porém pode acometer adultos.
Tem sido proposta uma classificacdo de estagiamento para o DM tipo 1: o estagio 1, que
abrange a presencga da autoimunidade contra as células  pancreaticas (presenca de 2
ou mais auto-anticorpos) em individuos que apresentam glicemia normal; estagio 2, onde
a glicemia esta discretamente aumentada, ndo caracterizando ainda o DM, com presenca
da autoimunidade contra as células 3 pancreaticas; estagio 3, definido como o DM tipo 1
(EIZIRIK et al. 2020; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019; AMERICAN
DIABETES FEDERATION, 2020a).

O DM tipo 2 € o tipo mais comum, o qual acomete cerca de 90 a 95% da populacéo
diabética. Neste tipo de diabetes, ocorre uma combinagéo entre resisténcia a insulina nos
tecidos alvo e disfuncao das células B pancreaticas, esta ultima ocorre por mecanismos
dependentes de inducéo de estresse de reticulo endoplasmatico e de apoptose devido
aos aumentos nos niveis de glicose e acidos graxos livres. Obesidade, sedentarismo, e
consumo de alimentos com altos teores caléricos sdo considerados fatores de risco para

o desenvolvimento desse tipo de diabetes. Sem a realizacdo de exames de rotina, esse
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o DM tipo 2 pode nao ser diagnosticado em sua fase inicial, pois 0 aumento na glicemia
ocorre gradualmente, sem a manifestacao de sintomas classicos da doenca (EIZIRIK et
al. 2020; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019; AMERICAN DIABETES
FEDERATION, 2020a).

O DM gestacional é o tipo de DM diagnosticado a qualquer momento durante a
gestacdo, ocorre mais frequentemente apdés 242 semana. O DM gestacional é uma
condicdo que favorece o aborto espontaneo, pré-eclampsia, ma formacao fetal,
hipoglicemia neonatal, e ainda aumenta o risco de a crianca desenvolver obesidade,
hipertensao e DM tipo 2 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019; AMERICAN
DIABETES FEDERATION, 2020b).

Outros tipos de diabetes constituem uma vasta lista que inclui o diabetes
monogénico, caracterizado por heranca autossObmica dominante a qual promove
disfuncao das células 3 pancreaticas por alteragdes genéticas, incluindo o MODY (do
inglés: maturity-onset diabetes of the young), bem como outros tipos de DM (Figura 1)
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2019).



Figura 1. Outros tipos de DM.
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Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes, 2019.
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A hiperglicemia cronica é a principal caracteristica observada no DM, a qual
contribui para o desenvolvimento e manutencdo das complicacbes micro e
macrovasculares da doenca. As complicagbes microvasculares afetam vasos de
pequeno calibre de nervos, rins e retina, favorecendo o surgimento de nefropatia,
neuropatia e retinopatia diabéticas, respectivamente. As complicacdes macrovasculares
sao promovidas principalmente pelo desenvolvimento de doencas oclusivas, incluindo a
aterosclerose, favorecendo o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (doenca
arterial periférica, doenca coronariana e cerebrovascular). De forma direta ou indireta, a
hiperglicemia pode favorecer o agravamento de outras patologias, as quais estao
associadas ao sistema musculoesquelético, digestério, bem como a saude mental, o que
torna extremamente importante a realizagdo do controle glicémico (SCHALKWIJK;
STEHOUWER, 2020; AMERICAN DIABETES FEDERATION, 2020a; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

As complicacBes diabéticas microvasculares estdo associadas a modificacdo da
estrutura de diversas biomoléculas, principalmente proteinas, através do processo
conhecido como glicacdo ou glico-oxidagdo (MONNIER; SELL; GENUTH, 2005;
RONDEAU et al., 2010). O processo de glicacdo é uma reacdo tempo e concentracao
dependente; desta forma, em individuos diabéticos, conforme h&4 o aumento dos niveis
glicémicos e o prolongamento do tempo de exposicdo aos elevados niveis de glicemia,
maior serd a producdo de produtos advindos da glicacdo, e consequentemente o
desenvolvimento das complicagfes diabéticas (ABBAS et al., 2015).

O processo de glicacéo proteica € uma reacdo ndo enzimatica, onde na fase inicial
(Figura 2) os grupos amino primarios de proteinas condensam-se com grupos carbonila
de acucares redutores (por exemplo glicose, frutose, sorbitol), formando um produto
intermediario instavel chamado de bases de Schiff, esta reacé&o pode ocorrer em horas
até dias. As bases de Schiff sdo produtos reversiveis e sua formagéo € dependente da
concentracdo de acucares redutores, grupos amino e também de pH alcalino. Em
seguida, as bases de Schiff sofrem rearranjos e sao transformadas em produtos de
Amadori; estes rearranjos sdo dependentes de pH acido e pode ocorrer no periodo de
dias até semanas. Os produtos de Amadori sdo compostos relativamente mais estaveis

do que as bases de Schiff. Um dos produtos de Amadori mais conhecidos é a
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hemoglobina glicada, a qual é utilizada como biomarcador para avaliacdo clinica que
reflete os niveis médios de glicemia nas 8-12 semanas precedentes (TAGHAVI et al.,
2017; ABBAS et al., 2015; OTT et al.,, 2014; LUEVANO-CONTRERAS; CHAPMAN-
NOVAKOFSKI, 2010).

Figura 2. Glicacdo proteica e formacédo de produtos de Amadori.

- OH OH
Glicose Condensacao /'\/{\ Rearranjos /kﬂﬁ
) Frutose —_— . e — R N
Of\ Hy * 1 Sorbitol 7 RO T N H
pa= OH

Proteina Agucares redutores Base de Schiff Produtos de Amadori

Adaptado de: ABBAS et al., 2015; OTT et al., 2014.

PH=7 0

No estagio final da glicacdo sdo formados os produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs, do inglés: advanced glycation end products), os quais sdo produtos irreversiveis
que podem ser gerados através de reacdes oxidativas e ndo-oxidativas, a partir de
intermediarios da auto-oxidacao da glicose e da peroxidacao lipidica, além dos produtos
de Amadori (OTT et al.,, 2014; LUEVANO-CONTRERAS; CHAPMAN-NOVAKOFSKI,
2010). A auto-oxidacao dos produtos de Amadori pode gerar os AGEs através da via de
Hodge (Figura 3), onde processos oxidativos e nao-oxidativos favorecem a formacgéao dos
AGEs. O surgimento de compostos dicarbonilicos a partir da quebra das bases de Schiff
através da via de Namiki (Figura 3), ou da degradacéo de lipideos e aminoacidos também
contribui para a formacédo deAGEs, como também a geracdo de compostos dicarbonilicos
a partir da auto-oxidacéo de monossacarideos (glicose, frutose, gliceraldeido) através da
via de Wolff (Figura 3) (OTT et al., 2014; LUEVANO-CONTRERAS; CHAPMAN-
NOVAKOFSKI, 2010).



Figura 3. Formacao de AGEs pelas vias de Wolff, Hodge e Namiki.
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Os compostos dicarbonilicos sdo substancias altamente reativas e de baixo peso

molecular, dentre eles estdo o glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglicosona (Figura 4), sendo o

metilglioxal (MGO) o principal composto dicarbonilico, sendo altamente reativo
(TAGHAVI et al, 2017; OTT et al, 2014; LUEVANO-CONTRERAS; CHAPMAN-

NOVAKOFSKI, 2010).
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Figura 4. Estruturas dos compostos dicarbonilicos 3-deoxiglicosona, glioxal e metilglioxal.

H H |
R o H CH;
O O O
3-deoxiglicosona Glioxal Metilglioxal

Adaptado de: ABBAS et al., 2015.

A glicacéo proteica ndo € a Unica via capaz de gerar MGO, ele também poder ser
produzido endogenamente e principalmente através da degradacao das trioses fosfato,
gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona-fosfato. O MGO também pode ser formado em
menor proporc¢ao via catabolismo dos corpos cetdnicos (oxidacéo da acetona), e também
no catabolismo do aminoacido treonina (oxidacdo da aminoacetona). Assim, a producao
endoégena de MGO ocorre dentro da célula, mas uma pequena fracdo passa para o meio
extracelular; desta forma, o MGO contribui para a glicagdo proteica nos meios intra e
extracelular. A concentragcdo de MGO em células e tecidos pode variar de 2 a 4 uM,
enguanto no plasma humano esta em torno de 100 nM (RABBANI; THORNALLEY, 2014;
RABBANI; THORNALLEY, 2012).

O MGO também pode ser encontrado em diversos alimentos e bebidas, dentre
eles paes, biscoitos e bolachas, carnes assadas, café, chocolate, mel, cerveja e leite. As
alteracdes promovidas pelo MGO nas estruturas das proteinas destes alimentos e
bebidas promovem altera¢des organolépticas. Na reacao de Strecker, ocorre a producao
de aldeidos aromaticos, tais como 3-metilbutanal (malte) e fenilacetaldeido (sabor
semelhante ao mel) (ZHU et al., 2019; HOFFMANN; SCHIEBERLE, 2000).

Quando em sua forma livre, o MGO ¢ altamente instavel e reativo, apresenta curto
tempo de vida biol6gica (RABBANI; THORNALLEY, 2014). Ele é capaz de reagir com
residuos de aminoacidos, bem como com bases nitrogenadas do tipo guanina em
nucleotideos e nucleosideos (RABBANI; THORNALLEY, 2015; THORNALLEY et al.,
2010). O aumento na concentracdo de MGO favorece modificagdes na estrutura de
diversas macromoléculas, com subsequente inibicdo da replicacdo e dano do DNA, o que
ird contribuir no estabelecimento de toxicidade celular com consequente apoptose (ZHU
et al., 2019; SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2014).
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O MGO pode promover modifica¢cdes na estrutura proteica ao reagir com residuos
de arginina, cisteina e lisina. O MGO reage de forma irreversivel com residuos de arginina
presentes nas proteinas, formando a arg-pirimidina e hidroimidazolona (Figura 5), este
altimo tem maior importancia por representar cerca de 90% dos AGEs formados na
reacdo de MGO com residuos de aminoacidos (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020;
RABBANI; THORNALLEY, 2012; RABBANI; THORNALLEY, 2015). Residuos de arginina
geralmente estdo em dominios funcionais das proteinas, bem como também residuos de
lisina. Desta forma, processos de modificagdo pos-traducional envolvendo carboidratos
e compostos dicarbonilicos sobre estes residuos de aminoacidos podem promover perda
da funcionalidade da proteina, e consequentemente, culminar em danos funcionais em
diversos tipos de tecidos (RABBANI; THORNALLEY, 2014). O MGO também pode reagir
irreversivelmente com residuos de lisina e gerar os AGEs carboxietil-lisina, carboximetil-
lisina e dimero metilglioxal-lisina (MOLD, do inglés methylglyoxal-lisine dimer), e também
promover cross-linking entre residuos de lisina e arginina e formar o AGE denominado
imidazdlio cross-link devirado de metilglioxal (MODIC, do inglés methylglyoxal-derived
imidazolium cross-link) (Figura 5) (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020; RABBANI;
THORNALLEY, 2012; RABBANI; THORNALLEY, 2015). Diferente do que acontece com
os residuos de arginina e lisina, a reacdo do MGO com residuos de cisteina é reversivel,
a qual produz um hemitioacetal (RABBANI; THORNALLEY, 2012; RABBANI;
THORNALLEY, 2015).
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Figura 5. AGEs formados a partir de modificacdes proteicas promovidas pelo metilglioxal.
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Adaptado de: RABBANI; THORNALLEY, 2012.

O MGO pode modificar a estrutura da proteina albumina; a albumina humana
sérica sofre alteracdo em sua estrutura principalmente em residuos de arginina, sendo o
residuo Arg-410 o principal sitio de alteracdo, enquanto residuos Arg-114, Arg-186, Arg-
218 e Arg-428 podem sofrer alteracdes pelo MGO com menor frequéncia. Esta
modificacdo na albumina é capaz de inibir suas atividades antioxidante e de esterase,
diminuir sua capacidade de interacdo com farmacos e induzir a sintese e secrecao de
citocinas pro-inflamatérias em mondcitos, tais como TNFa e interleucina-1B
(SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020). O colageno € uma proteina extracelular capaz de
ser modificada pelo MGO; residuos de arginina presentes no colageno tipo IV da
membrana basal vascular, quando modificados por MGO, contribuem para a diminui¢cao
na capacidade de ligagdo do colageno a integrina, promovendo o destacamento de
células endoteliais da parede vascular e inibicdo da angiogénese (SCHALKWIJK;
STEHOUWER, 2020). Proteinas intracelulares também podem sofrer alteragbes

estruturais promovidas pelo MGO, incluindo proteinas mitocondriais, mais
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frequentemente componentes do complexo Il da cadeia transportadora de elétrons, o
gue contribui para o estresse oxidativo (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020).

A relacéo entre o MGO e o desenvolvimento de complicagcbes macrovasculares
em individuos diabéticos envolve o processo de disfuncdo endotelial. O MGO inibe a
vasodilatacdo, bem como promove perda de células endoteliais e assim danos as
paredes vasculares, além de favorecer a instalacéo de estresse oxidativo. Modificacbes
de residuos de arginina por MGO formam os adutos MGO-arginina, 0s quais possuem
estrutura semelhante a dimetil-arginina assimétrica (ADMA, do inglés: asymmetric
dimethylarginine), a qual atua como inibidora de enzima 6xido nitrico sintase, forma
endotelial (eNOS). Assim, os adutos MGO-arginina ao inibirem eNOS, contribuem para a
diminuic&o na producéo de 6xido nitrico, além de contribuir para 0 aumento na produgéo
de anion superdéxido, favorecendo a vasoconstricdo e a instalagédo do estresse oxidativo.
O MGO também contribui para o desenvolvimento de aterosclerose ao promover
aumento na expressdo de moléculas de adesdo endoteliais (VCAM-1 e ICAM-1)
(SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020).

O MGO também se encontra envolvido no estabelecimento das complicacfes
microvasculares no DM. O MGO pode contribuir no desenvolvimento da nefropatia
diabética, pois 0 MGO, bem como os AGEs formados a partir da interacdo do MGO com
grupos amino em proteinas, favorecem o aumento da permeabilidade dos capilares do
glomérulo, através da perda da interacdo de células endoteliais com os podécitos
(SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020). Quanto ao desenvolvimento de retinopatia
diabética, o MGO prejudica os mecanismos de regulacdo do fluxo sanguineo na retina e
favorece a ocorréncia de apoptose em pericitos (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020).
Em relagéo a neuropatia diabética, 0 MGO altera a viabilidade de células neuronais por
promover downregulation da proteina anti-apoptotica (BCL-2). O MGO também é capaz
de promover a despolarizacdo de neurdnios sensoriais, e induzir modificagbes em
residuos de arginina de proteinas que constituem o0s canais de sodio voltagem-
dependente, o que pode provocar hiperalgesia mecanica (SCHALKWIJK; STEHOUWER,
2020).

Uma vez que possuem diversos precursores, incluindo o MGO, os AGEs

constituem um grupo heterogéneo de compostos com uma grande complexidade
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estrutural (OTT et al., 2014). Os AGEs identificados até o momento encontram-se
classificados em 4 grupos, de acordo com sua estrutura quimica e a habilidade de emitir
fluorescéncia.: 1) AGEs fluorescentes e cross-linked (exemplo: pentosidina, vesperlisina,
vesperlisina A e vesperlisina C, entre outros); 2) AGEs nao fluorescentes e ndo cross-
linked (exemplo: carboxietil-lisina, carboximetil-lisina, pirralina e imidazolonas); 3) AGEs
nao fluorescentes e cross-linked (exemplo: MOLD, MODIC, entre outros); 4) AGEs
fluorescentes e néo cross-linked (exemplo: arg-pirimidina) (PERRONE et al., 2020,
TAGHAVI et al., 2017).

Diversos estudos tém mimetizado os efeitos da hiperglicemia especialmente na
promocado de glicacdo proteica, via utilizacdo de sistemas-modelo in vitro de glicacéo
proteica. Nestes sistemas-modelo, é realizada a incuba¢do de uma determinada proteina
com agucares ou metabdlitos precursores de AGEs. Frequentemente € utilizada como
matriz proteica a albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin) ou
albumina sérica humana (HSA, do inglés human serum albumin). Dentre os carboidratos
mais utilizados estao a glicose e a frutose, ja dentre os compostos dicarbonilicos estdo o
MGO (ARASTEH et al. 2014). Outras matrizes proteicas podem ser utilizadas, tais como
imunoglobulina G (VRDOLJAK et al., 2014), mioglobina (ROY et al., 2010). O colageno
tem sido usado nos sistema-modelo de glicacdo proteica com o objetivo de avaliar
alteracdes estruturais e funcionais advindas da formacdo de cross-linking entre as
proteinas (CHITHRA et al., 1998).

Normalmente as incubacdes de biomoléculas nos sistemas-modelo in vitro de
glicacdo proteica sdo conduzidas em meio tamponado, no qual € adicionado um
conservante (azida sodica), estabelece-se temperatura constante de 37°C e tempo de
incubacdo que pode variar de minutos a meses (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2014;
PAMPATI et al., 2011). Apds as incubacdes, as amostras sédo avaliadas quanto aos
marcadores do estresse glico-oxidativo e alteracbes na estrutura e/ou funcao destas
proteinas, através diversos ensaios analiticos (MEEPROM et al., 2013; RONDEAU et al.,
2010).

Dentre os biomarcadores mais frequentemente avaliados nos sistemas-modelo de
glicacdo proteica, encontram-se 0os AGEs fluorescentes, geralmente utilizando-se

comprimentos de onda de excitagao e de emissao de 350 e 440 nm, respectivamente, 0S
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quais contemplam principalmente os AGEs fluorescentes vesperlisinas A, B e C. Estudos
que utilizam preparacdes de origem natural ou compostos bioativos isolados em
sistemas-modelo de glicag&do proteica realizam a estimativa de AGEs fluorescentes e
determinam a porcentagem de inibicdo na formacao de AGEs, comparando os niveis de
AGEs de incubacdes na auséncia ou na presenca de substancias ou preparacdes com
potencial efeito antiglicacdo (MEEPROM et al., 2013; SERO et al., 2013).

Nos sistemas-modelo de glicacao proteica, também é possivel avaliar os niveis de
grupos carbonil em proteinas (PCO), o qual é um marcador de dano oxidativo em
proteinas (LEVINE et al., 1994). Com a finalidade de realizar investigacdes na alteracao
da estrutura de proteinas ou verificacdo do cross-linking proteico devido a presenca de
monossacarideos ou compostos dicarbonilicos, uma das estratégias utilizadas € a
realizacdo de separacéo de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE,
do inglés: polyacrilamide gel electrophoresis) ou separacéo de proteinas por eletroforese
em gel de poliacrilamida com docecil sulfato de sédio (SDS-PAGE, do inglés: sodium
dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis) e utilizagdo de um corante de proteina
para visualizar os fragmentos proteicos e/ou perda da integridade de bandas (HSIA et al.,
2016). Por fim, durante a incubacdo de proteinas com monossacarideos ou compostos
dicarbonilicos, ocorrem modificacbes em residuos de aminoacidos das proteinas,
gerando produtos de oxidagdo de residuos de tirosina (ditirosina) e triptofano (N’-
formilquinureina e quinurenina), sendo possivel realizar a quantificacdo destes produtos
via espectrofluorimetria (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2014)

Muitos estudos realizam investigacbes dos efeitos da glicacdo proteica,
conduzindo incubacdes com proteinas séricas de forma isolada. Porém poucos sdo o0s
estudos que utilizam o soro sanguineo humano em sistemas-modelo in vitro de glicacao,
para avaliar as modificacOes estruturais de componentes séricos (MORAIS et al., 2013;
SATTARAGMANDY et al., 2011; JURETIC et al., 1990).

O soro sanguineo humano € uma matriz complexa constituida por diversas
macromoléculas, as quais sao susceptiveis a alteragbes providas pela glicagcdo ou
modificacdes por precursores de AGEs, e tem sido muito pouco estudado em sistemas-
modelo in vitro de estresse glico-oxidativo. Em estudo de Morais e colaboradores (2013),

foi utilizado soro humano como matriz para avaliar os impactos da glicacéo in vitro, sendo
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realizadas incubacdes contendo diferentes acucares (frutose, manose, maltose,
galactose ou sacarose) por periodo de 7 ou 10 dias, com o intuito de descrever um
método de deteccdo e identificacdo de proteinas glicadas via eletroforese com a
utilizac&o de &cido burénico e fluoréforo. Os autores conseguiram observar a glicacao de
proteinas nas diferentes condicbes de incubacédo, tornando interessante a utilizacdo
deste sistema-modelo na identificacdo de potenciais biomarcadores de complicacbes
relacionadas a hiperglicemia (MORAIS et al., 2013). Outro estudo utilizando soro humano
incubado com glicose, utilizou &cido acetilsalicilico (puro ou microencapsulado) para
avaliar o seu potencial efeito inibitério sobre a glicacdo; os autores conseguiram observar
a inibicdo da glicacdo das proteinas séricas principalmente nas amostras onde foram
adicionadas acido acetilsalicilico microencapsulado (JURETIC et al., 1990).

A proteina mais abundante presente no soro humano é a albumina, a qual
representa 60% do conteudo proteico presente no soro sanguineo em individuos
saudaveis (ANGUIZOLA et al., 2013; RONDEAU; BOURDON, 2011). Ela é uma proteina
de baixo peso molecular (66,7 kDa), constituida por uma cadeia polipeptidica contendo
585 residuos de aminoacidos e 17 pontes dissulfeto. A albumina pode sofrer processos
de glicacao, portanto contribuir para a formacéo de AGEs; as localizac6es da proteina
gue tém potencial para sofrer processos de glicacdo séo: 59 residuos de lisina, 24
residuos de arginina e a regido N-terminal (ANGUIZOLA et al., 2013).

Diversas func¢des bioldgicas importantes sédo atribuidas a albumina, destacando-
se atividade antioxidante, controle da pressao oncética, capacidade de transportar
inUmeros compostos enddgenos e exdgenos, incluindo farmacos. A albumina é capaz de
se ligar temporariamente a diversos farmacos, contribuindo para o armazenamento e
controle da disposicdo dessas moléculas, prevenindo sua rapida metabolizacdo e/ou
toxicidade; portanto, a albumina é importante na disposicao cinética de diversos farmacos
(BARAKA-VIDOT et al.,, 2015; ANGUIZOLA et al., 2013). Alteracées promovidas por
glicacdo podem fazer com que a albumina perca sua funcionalidade, culminando em
diversos prejuizos ao organismo.

Crescem as evidéncias dos impactos do estresse glico-oxidativo sobre
lipoproteinas séricas, contribuindo para estabelecimento e progressdo de doencas

cardiovasculares. O MGO pode modificar a lipoproteina de baixa densidade (LDL, do
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inglés: low density lipoprotein), promovendo modificagdes em sua estrutura, tornando-a
aterogénica. Ainda ndo ha evidéncias dos impactos do MGO sobre lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL, do inglés: very low density lipoprotein) (SCHALKWIJK;
STEHOUWER, 2020). Porém, sabe-se que o MGO ¢é capaz de promover modificacfes
na estrutura da lipoproteina de alta densidade (HDL, do inglés: high density lipoprotein),
tais como aumento de sua densidade, reducéo da estabilidade e da meia-vida (RABBANI;
THORNALLEY, 2015)

Dentre as lipoproteinas séricas, a HDL € a que apresenta menor tamanho, em
torno de 6 a 12,5 nandmetros. Aproximadamente 55% da sua estrutura é constituida por
proteinas, as quais podem ser divididas em 4 grupos, sendo apolipoproteinas, enzimas,
proteinas de transferéncia de lipideos, e proteinas com outras fun¢des (EREN et al.,
2012). A sintese da HDL se inicia pela sintese da apolipoproteina A-1 (Apo-Al), no figado
e intestino. Ao ser lancada na circulagéo, a HDL tem como principal funcao a retirada do
colesterol em excesso dos tecidos extra-hepaticos. Assim, ao alcancar os tecidos extra-
hepéticos, a HDL conta com a participagdo da proteina transportadora ABCAL (do inglés:
ATP-binding cassette transporter A1) para o processo de transferéncia do colesterol e
fosfolipideos dos tecidos para a Apo-Al, formando a HDL pré-beta. Para que esse
processo ocorra de forma eficiente, a enzima lecitina-colesterol aciltransferase presente
na HDL (LCAT, do inglés: lecithin-cholesterol acyltransferase) promove a converséao de
colesterol livre em ésteres de colesterol, os quais sdo conduzidos para 0 centro
hidrofébico da HDL (GUGLIUCCI; MENINI, 2015). A HDL, agora carregada de ésteres de
colesterol, retorna ao figado, onde via o receptor SR-BI (receptor sequestrador classe B
tipo 1) ocorrera a entrega dos ésteres de colesterol para o figado, e a HDL “descarregada”
volta a circulacdo para recolher outras moléculas de colesterol. Esse processo €
conhecido como transporte reverso do colesterol.

Ainda na estrutura da HDL existem outras proteinas importantes no metabolismo
dessa lipoproteina, incluindo a proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP,
do inglés: cholesteryl ester transfer protein), a qual € responsavel por promover a
transferéncia de ésteres de colesterol e triglicerideos entre HDL, VLDL e LDL, e a
proteina de transferéncia de fosfolipideos (PLTP, do inglés: phospholipid transfer protein),

capaz de promover a transferéncia de fosfolipideos entre VLDL e HDL. Por fim, o
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metabolismo da HDL conta com a participacédo de duas lipases, uma endotelial e outra
hepatica, sendo a lipase endotelial responsavel por promover o remodelamento da HDL
em pequenas particulas, enquanto a lipase hepatica € mais eficiente na hidrolise de
triglicerideos (GUGLIUCCI; MENINI, 2015).

A HDL encontra-se associada a reducao tanto do risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares quanto da mortalidade por estas doencas, por apresentar
propriedade antiaterogénica. Esta propriedade pode estar relacionada ao 1) transporte
reverso de colesterol; 2) efeitos antioxidantes, ao inibir diretamente a oxidagéo de LDL
ou outros alvos contendo fosfolipideos; 3) efeito antitrombatico, via inibicdo da agregacao
plaquetéria, reduzindo os niveis do fator von Willebrand e melhorando as atividades das
proteinas C e S ativadas (EREN et al., 2012).

Evidéncias indicam que o MGO e outros compostos dicarbonilicos promovem
modificacdes na estrutura da HDL em aproximadamente 4,5% de todo contetdo de HDL
presente no organismo de individuos com DM tipo 2; assim, funcBes importantes
executadas pela HDL podem estar sendo prejudicadas, o que podera contribuir para
aumentar o risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares em diabéticos
(SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020).

Outras proteinas também podem sofrer glicacdo, incluindo a insulina e
determinadas enzimas. Em relacdo aos impactos da glicacdo de enzimas, estas podem
sofrem alteragdes em suas estruturas conformacionais e/ou sitio de ligagéo, diminuindo
a acdo da enzima, ou até mesmo inativando-as (GONZALES et al., 2019; TAGHAVI et
al.,, 2017; ABBAS et al., 2015). Dentre as enzimas que podem ter suas acodes
prejudicadas pela glicacdo, a paraoxonase merece destaque, por apresentar relacdo com
o desenvolvimento da aterosclerose e consequentemente das doencas cardiovasculares;
estas condicbes encontram-se entre as principais complicacbes observadas no DM
(MURILLO-GONZALEZ et al. 2020; AMERICAN DIABETES FEDERATION, 2020a).

A paraoxonase (PON) é uma enzima capaz de promover a hidrélise de compostos
organofosfatos e pesticidas, incluindo o paraoxon, substancia essa que inspirou 0 nome
da enzima. A PON é uma familia de enzimas, a qual € constituida por 3 diferentes tipos,
paraoxonase 1 (PON 1), paraoxonase 2 (PON 2) e paraoxonase 3 (PON 3) (PRECOURT

et al., 2011). PON 1 e PON 3 séao glicoproteinas que possuem peso molecular de 43 a
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45 kDa, respectivamente, e sdo expressas em diversos tecidos, sendo sintetizadas
principalmente no figado. Na circulacdo, encontram-se associadas a lipoproteina HDL,
porém est4d também em menor quantidade associada a lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL, do inglés very low density lipoprotein) e aos quilomicrons, mas néo
com lipoproteinas baixa densidade (LDL, do inglés low density lipoprotein). O principal
componente proteico da estrutura da HDL, a apolipoproteina A-1, ndo é necessaria para
que ocorra a associacdo da PON 1 a HDL, porém ela contribui para a estabilidade da
atividade enzimatica da PON 1 quando associada a HDL (CHISTIAKOV et al., 2017;
GUGLIUCCI et al., 2014). Em relacdo a PON 2, pouco se sabe a respeito de suas
funcdes, e diferente dos outros tipos de paraoxonase, esta hdo esta associada a HDL na
corrente sanguinea, tem peso molecular entre 40 a 43 kDa, e é expressa em diversos
tecidos, incluindo pulméao, figado, coracéo, intestino e também em células do endotélio
vascular (PRECOURT et al., 2011).

A PON 1 é o tipo mais estudado; possui 354 residuos de aminoacidos e peso
molecular de 43 kDa. A extremidade N-terminal, a qual € altamente hidrofébica, é
responsavel por ancorar a proteina a HDL, sendo 3 residuos de aminoé&cidos
principalmente estdo envolvidos nesta ancoragem (Leu-9, Tyr-185 e Tyr-293). A PON 1
€ constituida principalmente por um dominio estrutural do tipo todo B, com seis
sequéncias peptidicas contendo cada uma 4 folhas p antiparalelas (Figura 6). Existem 3
residuos de cisteina presentes em sua estrutura (Cys-42, Cys-284 e Cys-353); na folha
B 6D esta o residuo Cys-42, e na folha g 6C esta o residuo Cys-353, os quais se ligam
via ponte dissulfeto, promovendo o fechamento da estrutura da enzima. Se qualquer um
destes dois residuos de cisteina (Cys-42 e Cys-353) forem substituidos por um residuo
de alanina, a enzima podera perder sua atividade catalitica, enquanto alteracbes no
residuo Cys-284 por residuos de alanina ou de serina diminuirdo sua atividade enzimatica
(CHISTIAKOV et al., 2017; HAREL et al., 2004).

Ha dois ions calcio no centro da estrutura da PON 1; um deles esta localizado
proximo a extremidade superior do dominio todo B, e participa da atividade catalitica da
enzima, enquanto outro ion, mais central, participa da estabilizacdo da estrutura da
enzima. A retirada de ions calcio pode promover uma perda irreversivel da atividade

enzimatica e desestabilizacdo estrutural. A reposi¢cao de outros cations divalentes (ions
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magneésio ou zinco) em substituicdo ao calcio é capaz de manter a estabilidade da

enzima, mas nao sua atividade (CHISTIAKOQV et al., 2017; HAREL et al., 2004).
Figura 6. Estrutura da PON 1.

Na figura a) viséo superior da enzima,; b) viséo lateral da enzima. Fonte: HAREL et al., 2004.

A PON 1 apresenta polimorfismo, o qual pode alterar a expressao proteica e a
expressao génica da enzima, consequentemente alterar a concentracdo da enzima, bem
como a atividade enzimatica. Os polimorfismos mais comuns sdo: Q192R e L55M. No
polimorfismo Q192R, um aminoacido glutamina é substituido por um amino&cido
arginina, e ndo ha alteragcdo na concentracdo da enzima, mas ha um aumento na
atividade enzimatica. No polimorfismo L55M, hd um aumento nos niveis de RNA
mensageiro, consequentemente aumento na concentracdo da enzima (PRECOURT et
al., 2011).

Em termos de atividade biolégica, a PON 1 possui diferentes substratos, sendo
sua atividade enzimética definida pelo substrato utilizado. A PON 1 apresenta uma
atividade de paraoxonase ao promover a hidrolise de inseticidas organofosforados
(paraoxon). Também possui uma atividade de arilesterase, na qual o fenilacetato é o
melhor substrato, e ainda demonstra ter atividade de lactonase, por realizar a hidrolise
de diversas lactonas (PRECOURT et al., 2011).

Individuos diabéticos podem apresentar uma menor atividade enzimatica de PON
1, em comparacao a individuos saudaveis. Uma menor atividade de PON 1 no soro de
individuos diabéticos contribui para que sua atividade antioxidante fique prejudicada,
fazendo com que a HDL se torne né&o funcional, favorecendo assim o desenvolvimento
de aterosclerose. A PON 1 é uma enzima suscetivel a glicacéo, e esta modificacdo pode
diminuir sua atividade enzimética em aproximadamente 40%. Além disso, uma vez

glicada, PON 1 torna-se incapaz de inibir a adesdo de mondcitos em células endoteliais,
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fator este que também contribui para o desenvolvimento de aterosclerose (SHOKRI et
al., 2020; YU et al., 2017).

A hiperglicemia crbnica presente no DM né&o controlado contribui para que ocorra
0 processo de glicacdo de biomoléculas, formacdo de compostos dicarbonilicos e
subsequente aumento na formacdo de AGESs, os quais promovem prejuizos na fungao
de diversas macromoléculas, favorecendo a instalacdo das complicacdes diabéticas.
Mediante isso, torna-se interessante a busca por preparagdes ou por compostos bioativos
capazes de inibirem ou bloquearem o processo de glicacdo, com a finalidade de
minimizar as complicacdes diabéticas. Fitoquimicos ou preparacdes de origem natural
tendem a apresentar menor toxicidade e menos efeitos colaterais quando comparados
aos compostos sintéticos. O interesse no uso de preparacdes ou substancias de origem
natural tem aumentado especialmente como terapia complementar (YOUNUS; ANWAR,
2016; BORGES et al., 2008).

A Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Bail € uma espécie vegetal do tipo trepadeira,
pertencente a familia Cucurbitaceae, frequentemente encontrada no Cerrado e no
Pantanal Matogrossense do Brasil, popularmente conhecida por “taiuia” ou “cipé-taua”. A
populacao destas regides brasileiras tem o costume de utilizar preparacfes do caule de
Siolmatra brasiliensis devido as suas propriedades antidiabética, analgésica e antitlcera
(LIMA et al., 2006).

Nosso grupo de pesquisa tem avancado nos estudos com Siolmatra brasiliensis
em relagdo a sua atividade antidiabética. Utilizando sistema-modelo in vivo de DM tipo 1
(ratos com DM induzido pela administracdo do farmaco diabetogénico estreptozotocina),
estudou-se o efeito do tratamento cronico com extrato hidroetanélico do caule de
Siolmatra brasiliensis. Ratos diabéticos tratados durante 21 dias com o extrato de
Siolmatra brasiliensis (doses de 250 e 500 mg/kg) apresentaram diminuic¢do significativa
na glicemia e glicosuria, especialmente na dose de 250 mg/kg, quando comparados aos
animais diabéticos ndo tratados. Outros efeitos benéficos in vivo do tratamento com
Siolmatra brasiliensis foram observados, incluindo menor perda de peso corporal e
aumento no conteudo de glicogénio hepatico de ratos diabéticos (DOS SANTOS et al.,
2016).
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Avancos também foram conquistados em relacdo ao potencial antiglicacdo do
extrato hidroetanolico do caule de Siolmatra brasiliensis, bem como das fracdes
provenientes deste extrato (fracdo acetato de etila e fracdo cloroférmica). Utilizando
sistema-modelo de glicacdo proteica in vitro (incubagcdo de BSA na presenca de glicose
durante 30 dias), dos Santos e colaboradores (2019) observaram que o0 extrato
hidroetandlico e a fracdo acetato de etila de Siolmatra brasiliensis foram capazes de inibir
a formacdo de AGEs fluorescentes, bem como promover diminuicdo na formacgéo do
cross-linking proteico e na oxidacao de residuos de triptofano e tirosina. Em relacdo a
fracdo cloroférmica de Siolmatra brasiliensis, foi possivel observar sua capacidade em
diminuir a formacédo de AGEs fluorescentes e também o cross-linking proteico. Desta
forma, torna-se interessante o avanco dos estudos com Siolmatra brasiliensis, uma vez
que essa espécie, além de diminuir a hiperglicemia em sistema-modelo in vivo de DM,
também parece apresentar substancias com significativo potencial em diminuir a
formacdo de AGEs e a combinacédo desses efeitos pode indicar essa espécie como uma
opcao terapéutica promissora para ser usada com o intuito de prevenir e/ou atenuar o
desenvolvimento das complica¢des diabéticas promovidas pelo estresse glico-oxidativo.

Ainda no estudo de DOS SANTOS et al. (2019), foi possivel realizar a identificacao
de algumas substancias (conhecidas e inéditas) isolados a partir das fracfes acetato de
etila e cloroférmica do caule de Siolmatra brasiliensis. Na fracdo cloroférmica foram
identificadas substancias ja descritas em literatura (Figura 7). J4 as substancias
identificadas a partir da fracdo acetato de etila sao inéditos (Figura 8) e pouco se sabe

sobre seus potenciais em inibir processos glico-oxidativos in vitro.
Figura 7. Substancias ndo inéditas isoladas da frag&o de cloroférmica do extrato hidroetandlico

do caule de Siolmatra brasiliensis.
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Adaptado de: DOS SANTOS et al., 2019.




37

Figura 8. Substancias inéditas isoladas da fracdo de acetato de etila do caule de Siolmatra brasiliensis.

Siolmatrosideo II1

Siolmatrosideo IV R=H
Siolmatrosideo V. R = f-D-Glc
Adaptado de: DOS SANTOS et al., 2019.

Siolmatrosideo 11

Considerando o0s resultados promissores apresentados nos estudos que
demonstraram o potencial antidiabético in vivo e anti-glicacdo / anti-AGE in vitro de
Siolmatra brasiliensis, torna-se interessante a continuidade dos estudos relacionados aos
esclarecimentos do potencial anti-AGE in vitro desta espécie vegetal. Conduzimos no
presente estudo essa investigacdo em uma amostra biolégica mais complexa, o soro
sanguineo, o qual mimetiza um ambiente de glicacdo mais préximo ao fisioldgico, porém,
pouco estudado. Considerando também o isolamento e a identificacdo de substancias
presentes no caule de Siolmatra brasiliensis, principalmente as substancias inéditas, o
estudo torna-se ainda mais interessante, com a possibilidade de esclarecer se alguma
dessas substancias participa dos efeitos anti-AGE in vitro anteriormente demonstrados

para extrato e fracoes.
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6. CONCLUSAO

No sistema-modelo de glicacao in vitro de soro sanguineo humano com glicose,
investigacfes para a determinacdo de marcadores, tais como substancias reativas ao
acido tiobarbiturico e atividade enzimatica da catalase (através da reacdo com Purpald),
ndo sdo possiveis de serem realizados. Para avancar nos estudos destes marcadores
nesse sistema-modelo de glicacdo in vitro, faz-se necessario o aprimoramento na
metodologia analitica ou a utilizacdo de uma nova metodologia, uma vez que o0 emprego
de MGO no soro sanguineo pode apresentar as mesmas complicacées observadas com
a glicose. Ainda neste estudo foi possivel verificar a diferenca na severidade entre os
sistemas-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro (glicose vs metilglioxal), e
observar o efeito do MGO em diferentes concentracdes.

ApoOs padronizacéo das condicdes ideiais para o estudo do potencial anti-AGE de
substancias ou preparac¢des em sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro
utilizando soro sanguineo humano e MGO, foi possivel observar os efeitos do extrato
bruto hidroetandlico, fracdo cloroférmica, substancia isolada (naringenina) e fracéo
acetato de etila do caule de Siolmatra brasiliensis. SbExt demonstrou ser capaz de
diminuir a formacao de AGEs e de produtos de oxida¢édo dos residuos de triptofano e
tirosina, sugerindo que esse extrato € capaz de atenuar modificacdes glico-oxidativas em
estagios mais avancados desse processo. Ja a fracdo SbCHCIs ndo foi capaz de atenuar
0s danos glico-oxidativos promovidos pelo MGO, talvez pelo fato de possuir substancias
gue atuem preferencialmente em fases iniciais do processo de glicacdo, anteriores a
geracao de compostos dicarbonilicos. A naringenina, substancia isolada presente em
Siolmatra brasiliensis, atenuou os danos glico-oxidativos promovidos pelo MGO em soro
sanguineo humano, porém ao analisar 0os espectros de absorcéo, os resultados devem
ser analisados com maior cautela. SbExt, SbCHCIs e NAR n&o foram capazes de
promover. Por fim, a fragcdo SbAcE demonstrou diminuir a formacao de AGEs e atenuar
de forma discreta os danos glico-oxidativos em estagio mais avangado do processo de
glicacdo. Todas as preparagdes provenientes do caule da Siolmatra brasiliensis, néo
demonstraram promover alteracdes na atividade enzimatica da PON 1 (arilesterase e

lactonase).
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