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RESUMO

7

O diabetes mellitus € uma sindrome metabolica caracterizada por deficiéncia na
producdo e/ou acbes da insulina, culminando em hiperglicemia crénica, a qual
encontra-se associada ao desenvolvimento das complicagbes diabéticas. A
hiperglicemia contribui para os processos de glicacdo proteica e de formacao dos
produtos finais de glicagdo avancada (AGEs). Dentre as substancias que
contribuem para a formacdo 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 modificagdes 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 os estudos com matrizes complexas, incluindo o soro sanguineo humano.
Estudos séo necessérios para padronizacdo de sistemas-modelo de modificagBes
glico-oxidativas in vitro com soro sanguineo humano, com vistas em sua utilizacéo
para o screening de compostos bioativos ou prepara¢cdes com potencial antiglicacédo
e/ou anti-AGE. Estudos tém demonstrado a atividade antidiabética de preparacdes
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 antiglicacao, 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
alteracdes em biomarcadores do estresse glico-oxidativo em sistema-modelo de
modificagbes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano, incubado na
presenca de metilglioxal, e na auséncia ou presenca de extrato hidroetandélico ou
frac@o cloroférmica ou fracdo acetato de etila do caule de Siolmatra brasiliensis, ou
de substancia isolada, a naringenina. Foram realizados quatro experimentos
utilizando amostras de soro controle de origem humana: (I) sistema-modelo de
glicacado 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 peroxidacdo lipidica
(substancias reativas ao é&cido tiobarbitdrico), niveis dos grupos carbonilas em
proteinas, estimativa de AGEs fluorescentes e estudo de modificacdes estruturais
em proteinas; (ll) sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro na
presenca de MGO, para padronizacdo 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 concentracfes de 5, 10 e 20 mM, e em diferentes tempos
monitorou-se 0s AGEs fluorescentes e a presenca de modificagbes estruturais em
proteinas; (lll) sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro na
presenca de MGO e avaliacdo dos efeitos do extrato, fracdo e substéncia
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 hidroetanolico (SbExt) ou fracdo
cloroférmica (SbCHCIs) do caule de Siolmatra brasiliensis, ou de substancia isolada,
a naringenina (NAR); em diferentes tempos foram monitorados os niveis de diversos
marcadores bioquimicos, formacédo de AGEs fluorescentes, formacao de produtos
de oxidacdo dos residuos de triptofano e tirosina, niveis de grupos carbonil em
proteinas (PCO), analise de modificagbes estruturais em proteinas e as atividades
arilesterase e lactonase da paraoxonase 1. (IV) sistema-modelo de modificagdes



glico-oxidativas in vitro na presenca de MGO e avaliagcédo dos efeitos da fracao
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 concentracdes da fracdo acetato de etila (SbACE)
do caule de Siolmatra brasiliensis; em diferentes tempos foram monitorados os
niveis de diversos marcadores bioquimicos, formacdo de AGEs fluorescentes,
formacao de produtos de oxidagdo dos residuos de triptofano e tirosina, niveis de
grupos carbonil em proteinas (PCO), analise de modificacbes estruturais em
proteinas e atividades arilesterase e lactonase de paraoxonase 1. Em (I) foi possivel
observar aumento gradual na intensidade de fluorescéncia dos AGEs, modificacfes
na estrutura de proteinas, aumento progressivo nos niveis de PCO no decorrer do
tempo de incubacdo de soro na presenca de glicose, as quais foram atenuadas na
presenca de aminoguanidina (agente prototipo anti-AGE). Em (ll) o sistema-modelo
de modificacdes glico-oxidativas in vitro contendo soro + MGO apresentou perfil de
resposta de concentragcdo dependente na geracdo de AGEs fluorescentes e
modificacdes na estrutura de proteinas. Em (Il e IV) SbExt, NAR e SbAcCE foram
capazes de diminuir a formacdo de AGEs nas incubagfes contendo soro + MGO,
bem como também diminuiram a formacéo dos produtos de oxidacdo dos residuos
de triptofano e tirosina, enquanto SbCHCIs ndo foi eficiente. Na andlise de
modificacdes do padrdo de separacdo eletroforetica de proteinas em soro + MGO,
SbExt, SbCHCIs, NAR e SbAcCE ndo se mostraram eficazes, bem como nas
atividades arilesterase e lactonase de PON 1. Neste estudo foi possivel observar
que, o sistema-modelo de glicacdo in vitro de soro sanguineo na presenca de
metilglioxal € mais severo em comparacdo 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; (Il) 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; (lll) 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 (SbAcCE) 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 (Il and IV) SbExt, NAR and SbAcCE
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, SbCHClIs,
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
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INTRODUGCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica caracterizada pela
deficiéncia na producdo pancreética de insulina ou prejuizos na agdo do horménio
em tecidos-alvo, ou ambos 0s mecanismos, culminando em um conjunto de
distarbios no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. Uma das principais
manifestacbes do DM é a hiperglicemia (TAO, 2015; AMERICAN DIABETES
FEDERATION, 2020a). O DM que é considerado a quinta maior causa de morte em
paises desenvolvidos, 0 que o torna um sério problema de saude publica
(BANDEIRA et al.,, 2013). A Federacdo 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 haverd aumento de 51% neste
ndamero em 2045, alcancando o patamar de 700 milhdes de individuos acometidos
por esta patologia INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

Segundo a sua etiologia, 0 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 destruicéo
de células B pancreaticas, levando a uma deficiéncia absoluta na produgdo de
insulina. Este tipo de DM € 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 presenga da autoimunidade contra as células 3
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 é o tipo mais comum, o qual acomete cerca de 90 a 95% da
populacdo diabética. Neste tipo de diabetes, ocorre uma combinacdo entre
resisténcia a insulina nos tecidos alvo e disfuncdo das células B pancreaticas, esta
altima ocorre por mecanismos dependentes de indugdo 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

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

O DM gestacional € o tipo de DM diagnosticado a qualguer momento durante
a gestacdo, ocorre mais frequentemente apos 242 semana. O DM gestacional é uma
condicdo que favorece o aborto espontaneo, pré-eclampsia, ma formacéo fetal,
hipoglicemia neonatal, e ainda aumenta o risco de a crianca desenvolver obesidade,
hipertensdo 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 autossdmica dominante a qual promove
disfungao das células B 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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Defeitos genéticos na fungao da célula p

MODY 1 (defeitos no gene HNF4A)
MODY 2 (defeitos no gene GCK)
MODY 3 (defeitos no gene HNF1A)
MODY 4 (defeitos no gene IPF1)
MODY 5 (defeitos no gene HNF1B)
MODY 6 (defeitos no gene NEUROD1)
Diabetes neonatal transitorio
Diabetes neonatal permanente

DM mitocondrial

Outras

Defeitos genéticos na agao da insulina

Resisténcia & insulina do tipo A
Leprechaunismo

Sindrome de Rabson-Mendenhall
DM lipoatrdfico

Outras

Doengas do pancreas exdcrino

Pancreatite

Pancreatectomia ou trauma
Neoplasia

Fibrose cistica
Pancreatopatia fibrocalculosa
Qutras

Endocrinopatias

Acromegalia
Sindrome de Cushing
Glucagonoma
Feocromocitoma
Somatostatinoma
Aldosteronoma
Outras

Diabetes induzido por medicamentos ou agentes quimicos

Determinadas toxinas
Pentamidina

Acido nicotinico
Glicocorticoides
Horménio tireoidiano
Diazdxido

Agonistas B adrenérgicos
Tiazidicos

Interferon a

Outras

Infeccoes

Rubéola congénita
Citomegalovirus
Outras

Formas incomuns de DM autoimune

Sindrome de Stiff-Man
Anticorpos antirreceptores de insulina
Outras

Outras sindromes genéticas por vezes associadas ao DM

Sindrome de Down

Sindrome de Klinefelter

Sindrome de Turner

Sindrome de Wolfram

Ataxia de Friedreich

Coreia de Huntington

Sindrome de Laurence-Moon-Bied|
Distrofia miotonica

Sindrome de Prader-Willi

Outras

Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes, 2019.
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A hiperglicemia crbnica é a principal caracteristica observada no DM, a qual
contribui para o desenvolvimento e manutencdo das complicacbes micro e
macrovasculares da doenca. As complicagcdes microvasculares afetam vasos de
pequeno calibre de nervos, rins e retina, favorecendo o surgimento de nefropatia,
neuropatia e retinopatia diabéticas, respectivamente. As complicacdes
macrovasculares sdo 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 estdo associadas ao sistema musculoesquelético, digestorio,
bem como a saude mental, 0 que torna extremamente importante a realizacdo 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 glicagdo ou glico-oxidagcdo (MONNIER; SELL; GENUTH,
2005; RONDEAU et al., 2010). O processo de glicacdo € uma reacdo tempo e
concentracdo dependente; desta forma, em individuos diabéticos, conforme ha 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 complicagbes diabéticas
(ABBAS et al., 2015).

O processo de glicacdo proteica € uma reacdo ndao 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 reacdo pode
ocorrer em horas até dias. As bases de Schiff sdo produtos reversiveis e sua
formacao é dependente da concentracdo de aclUcares redutores, grupos amino e
também de pH alcalino. Em seguida, as bases de Schiff sofrem rearranjos e séo
transformadas em produtos de Amadori; estes rearranjos sao dependentes de pH
acido e pode ocorrer no periodo de dias até semanas. Os produtos de Amadori sédo
compostos relativamente mais estaveis do que as bases de Schiff. Um dos produtos
de Amadori mais conhecidos € a hemoglobina glicada, a qual é utilizada como

biomarcador para avaliacdo clinica que reflete os niveis médios de glicemia nas 8-12
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semanas precedentes (TAGHAVI et al., 2017; ABBAS et al., 2015; OTT et al., 2014;
LUEVANO-CONTRERAS; CHAPMAN-NOVAKOFSKI, 2010).

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

o OH QH
3 icose Condensacio M Rearranjos
v oo | Ty 2N T TN
2 - H <7
pE= OH 0

pH <7
Proteina Agucares redutores Base de Schiff Produtos de Amadori
Adaptado de: ABBAS et al., 2015; OTT et al., 2014.

No estagio final da glicacdo sdo formados os produtos finais de glicacao
avancada (AGEs, do inglés: advanced glycation end products), os quais sao
produtos irreversiveis que podem ser gerados através de reacdes oxidativas e nao-
oxidativas, a partir de intermediarios da auto-oxidacdo da glicose e da peroxidacéo
lipidica, além dos produtos de Amadori (OTT et al., 2014; LUEVANO-CONTRERAS;
CHAPMAN-NOVAKOFSKI, 2010). A auto-oxidagédo dos produtos de Amadori pode
gerar os AGEs através da via de Hodge (Figura 3), onde processos oxidativos e néo-
oxidativos favorecem a formacdo dos AGEs. O surgimento de compostos
dicarbonilicos a partir da quebra das bases de Schiff através da via de Namiki
(Figura 3), ou da degradacdo de lipideos e aminoacidos também contribui para a
formacao de AGEs, como também a geracao de compostos dicarbonilicos a partir da
auto-oxidacdo de monossacarideos (glicose, frutose, gliceraldeido) através da via de
Wolff (Figura 3) (OTT et al., 2014; LUEVANO-CONTRERAS; CHAPMAN-
NOVAKOFSKI, 2010).
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Figura 3. Formacao de AGEs pelas vias de Wolff, Hodge e Namiki.
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Fonte: OTT et al., 2014.
Os compostos dicarbonilicos sdo substancias altamente reativas e de baixo
peso molecular, dentre eles estéo 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 0 H CH,4
0 O 0O
3-deoxiglicosona Glioxal Metilglioxal

Adaptado de: ABBAS et al., 2015.

A glicacao proteica ndo € a Unica via capaz de gerar MGO, ele também poder
ser produzido endogenamente e principalmente através da degradacdo das trioses
fosfato, gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona-fosfato. O MGO também pode ser
formado em menor proporcéo via catabolismo dos corpos cetdnicos (oxidagdo da
acetona), e também no catabolismo do aminoacido treonina (oxidacdo da
aminoacetona). Assim, a producdo endogena de MGO ocorre dentro da célula, mas
uma pequena fracdo passa para o meio extracelular; desta forma, o MGO contribui
para a glicagéo proteica nos meios intra e extracelular. A concentragdo de MGO em
células e tecidos pode variar de 2 a 4 UM, enquanto 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 alteracbes organolépticas. Na reacdo de Strecker,
ocorre a producdo 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 biolégica (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
modificacdes na estrutura de diversas macromoléculas, com subsequente inibicao

da replicacéo e dano do DNA, o que ira contribuir no estabelecimento de toxicidade
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celular com consequente apoptose (ZHU et al., 2019; SADOWSKA-BARTOSZ et al.,
2014).

O MGO pode promover modificagdes 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 ultimo tem maior importancia por representar cerca
de 90% dos AGEs formados na reacdo de MGO com residuos de amino&cidos
(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 modificacdo poés-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 € reversivel, a qual produz um hemitioacetal
(RABBANI; THORNALLEY, 2012; RABBANI; THORNALLEY, 2015).



26

Figura 5. AGEs formados a partir de modificacdes proteicas promovidas pelo metilglioxal.
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O MGO pode modificar a estrutura da proteina albumina; a alboumina 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 alteragbes pelo MGO com menor
frequéncia. Esta modificagdo na albumina € capaz de inibir suas atividades
antioxidante e de esterase, diminuir sua capacidade de interacdo com farmacos e
induzir a sintese e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias em mondcitos, tais como
TNFa e interleucina-1p (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 diminuicdo na capacidade de ligacdo do colageno a
integrina, promovendo o destacamento de células endoteliais da parede vascular e
inibicAo da angiogénese (SCHALKWIIK; STEHOUWER, 2020). Proteinas
intracelulares também podem sofrer alteracdes estruturais promovidas pelo MGO,
incluindo proteinas mitocondriais, mais frequentemente componentes do complexo
lll da cadeia transportadora de elétrons, o que contribui para o estresse oxidativo
(SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020).
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A relacdo entre o MGO e o0 desenvolvimento de complicacbes
macrovasculares em individuos diabéticos envolve o processo de disfuncéo
endotelial. O MGO inibe a vasodilatacdo, bem como promove perda de células
endoteliais e assim danos as paredes vasculares, além de favorecer a instalacao de
estresse oxidativo. Modificacfes 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 Oxido nitrico sintase, forma endotelial (eNOS). Assim, os adutos MGO-
arginina ao inibirem eNOS, contribuem para a diminuicdo na producdo de Oxido
nitrico, além de contribuir para o0 aumento na producdo de anion superéxido,
favorecendo a vasoconstricdo e a instalacdo do estresse oxidativo. O MGO também
contribui para o desenvolvimento de aterosclerose ao promover aumento na
expressdo de moléculas de adeséo endoteliais (VCAM-1 e ICAM-1) (SCHALKWIJK;
STEHOUWER, 2020).

O MGO também se encontra envolvido no estabelecimento das complicacbes
microvasculares no DM. O MGO pode contribuir no desenvolvimento da nefropatia
diabética, pois o 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 o0s
podécitos (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020). Quanto ao desenvolvimento de
retinopatia diabética, o0 MGO prejudica 0os mecanismos de regulacdo do fluxo
sanguineo na retina e favorece a ocorréncia de apoptose em pericitos
(SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020). Em relacdo a neuropatia diabética, o MGO
altera a viabilidade de células neuronais por promover downregulation da proteina
anti-apoptética (BCL-2). O MGO também é capaz de promover a despolarizacéo de
neurbnios sensoriais, e induzir modificacdes em residuos de arginina de proteinas
gue constituem os canais de sodio voltagem-dependente, o que pode provocar
hiperalgesia mecéanica (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020).

Uma vez que possuem diversos precursores, incluindo o MGO, os AGEs
constituem um grupo heterogéneo de compostos com uma grande complexidade
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 néo
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fluorescentes e nado cross-linked (exemplo: carboxietil-lisina, carboximetil-lisina,
pirralina e imidazolonas); 3) AGEs nédo fluorescentes e cross-linked (exemplo:
MOLD, MODIC, entre outros); 4) AGEs fluorescentes e nao cross-linked (exemplo:
arg-pirimidina) (PERRONE et al., 2020, TAGHAVI et al., 2017).

Diversos estudos tém mimetizado os efeitos da hiperglicemia especialmente
na promocao de glicacdo proteica, via utilizacdo de sistemas-modelo in vitro de
glicacdo proteica. Nestes sistemas-modelo, é realizada a incubagdo de uma
determinada proteina com aclUcares 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 estéo a glicose e a frutose, ja
dentre os compostos dicarbonilicos estdo o0 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 glicagdo proteica com o objetivo de avaliar alteragdes 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 é adicionado um
conservante (azida sddica), 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). Apos as incubacdes, as amostras sdo avaliadas
guanto aos marcadores do estresse glico-oxidativo e alteracdes na estrutura e/ou
funcdo 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 os AGEs fluorescentes, geralmente
utilizando-se comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 350 e 440 nm,
respectivamente, os quais contemplam principalmente os AGEs fluorescentes
vesperlisinas A, B e C. Estudos que utilizam preparagbes de origem natural ou
compostos bioativos isolados em sistemas-modelo de glicagao proteica realizam a
estimativa de AGEs fluorescentes e determinam a porcentagem de inibicdo na

formacdo de AGEs, comparando os niveis de AGEs de incubag¢fes na auséncia ou
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na presenca de substéncias ou preparacbes com potencial efeito antiglicacao
(MEEPROM et al., 2013; SERO et al., 2013).

Nos sistemas-modelo de glicacdo proteica, também € possivel avaliar os
niveis de grupos carbonil em proteinas (PCO), o qual € um marcador de dano
oxidativo em proteinas (LEVINE et al., 1994). Com a finalidade de realizar
investigacdes na alteracdo da estrutura de proteinas ou verificacdo do cross-linking
proteico devido a presenca de monossacarideos ou compostos dicarbonilicos, uma
das estratégias utilizadas é a realizacdo de separacdo de proteinas por eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE, do inglés: polyacrilamide gel electrophoresis) ou
separacao de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida com docecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE, do inglés: sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel
electrophoresis) e utilizacdo 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 modificacdes em residuos de aminoacidos das proteinas, gerando produtos
de oxidacdo 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 investigacoes dos efeitos da glicacdo proteica,
conduzindo incubacfes com proteinas séricas de forma isolada. Porém poucos séo
os estudos que utilizam o soro sanguineo humano em sistemas-modelo in vitro de
glicacao, para avaliar as modificacdes estruturais de componentes séricos (MORAIS
et al., 2013; SATTARAGMANDY et al., 2011; JURETIC et al., 1990).

O soro sanguineo humano é uma matriz complexa constituida por diversas
macromoléculas, as quais sao susceptiveis a alteracdes providas pela glicacdo 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 glicagédo in vitro, sendo realizadas incubac¢des contendo diferentes
acucares (frutose, manose, maltose, galactose ou sacarose) por periodo de 7 ou 10
dias, com o intuito de descrever um método de deteccéo e identificacdo de proteinas
glicadas via eletroforese com a utilizacdo de acido burdnico e fluoroforo. Os autores
conseguiram observar a glicacdo de proteinas nas diferentes condi¢cdes de

incubacéo, tornando interessante a utilizagcdo deste sistema-modelo na identificacao
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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 contelddo 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 localizacbes da proteina que tém potencial para sofrer processos de
glicacdo sdo: 59 residuos de lisina, 24 residuos de arginina e a regido N-terminal
(ANGUIZOLA et al., 2013).

Diversas funcdes bioldégicas importantes sao atribuidas a albumina,
destacando-se atividade antioxidante, controle da pressao oncotica, 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 disposicao dessas moléculas, prevenindo sua
rapida metabolizacdo e/ou toxicidade; portanto, a albumina é importante na
disposicéo cinética de diversos farmacos (BARAKA-VIDOT et al., 2015; ANGUIZOLA
et al., 2013). Alteracbes 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
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 modificacbes na estrutura da lipoproteina de alta densidade
(HDL, do inglés: high density lipoprotein), tais como aumento de sua densidade,
reducédo da estabilidade e da meia-vida (RABBANI; THORNALLEY, 2015)
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Dentre as lipoproteinas séricas, a HDL € a que apresenta menor tamanho, em
torno de 6 a 12,5 nanbmetros. 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 funcdes
(EREN et al., 2012). A sintese da HDL se inicia pela sintese da apolipoproteina A-l
(Apo-Al), no figado e intestino. Ao ser lancada na circulagdo, a HDL tem como
principal funcéo a retirada do colesterol em excesso dos tecidos extra-hepaticos.
Assim, ao alcancar os tecidos extra-hepaticos, a HDL conta com a participacdo da
proteina transportadora ABCALl (do inglés: ATP-binding cassette transporter Al)
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 conversdo de colesterol livre
em ésteres de colesterol, os quais sdo conduzidos para o 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)
ocorrerd a entrega dos ésteres de colesterol para o figado, e a HDL “descarregada”
volta a circulacdo para recolher outras moléculas de colesterol. Esse processo é
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 € responséavel
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 metabolismo da HDL conta com a participacao de
duas lipases, uma endotelial e outra hepética, sendo a lipase endotelial responséavel
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 reducdo 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 oxidacdo de LDL ou outros alvos contendo fosfolipideos; 3) efeito
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antitrombdtico, via inibicdo da agregacao plaquetéaria, 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 conteddo de
HDL presente no organismo de individuos com DM tipo 2; assim, funcbes
importantes executadas pela HDL podem estar sendo prejudicadas, 0 que podera
contribuir para aumentar o risco para o0 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 alteracdes em suas estruturas conformacionais e/ou sitio de ligacéo,
diminuindo a ac¢éo 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
acOes prejudicadas pela glicagdo, a paraoxonase merece destaque, por apresentar
relacdo com o desenvolvimento da aterosclerose e consequentemente das doencas
cardiovasculares; estas condi¢cbes encontram-se entre as principais complicacoes
observadas no DM (MURILLO-GONZALEZ et al. 2020; AMERICAN DIABETES
FEDERATION, 2020a).

A paraoxonase (PON) é uma enzima capaz de promover a hidrolise de
compostos organofosfatos e pesticidas, incluindo o paraoxon, substancia essa que
inspirou o0 nome da enzima. A PON é uma familia de enzimas, a qual é 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 séo
glicoproteinas que possuem peso molecular de 43 a 45 kDa, respectivamente, e sdo
expressas em diversos tecidos, sendo sintetizadas principalmente no figado. Na
circulacao, encontram-se associadas a lipoproteina HDL, porém estd também em
menor quantidade associada a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL, do
inglés very low density lipoprotein) e aos quilomicrons, mas ndo 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 (CHISTIAKQV et al., 2017,
GUGLIUCCI et al., 2014). Em relagdo a PON 2, pouco se sabe a respeito de suas
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funcdes, e diferente dos outros tipos de paraoxonase, esta ndo estad associada a
HDL na corrente sanguinea, tem peso molecular entre 40 a 43 kDa, e € expressa em
diversos tecidos, incluindo pulméo, figado, coragéo, 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 & HDL, sendo 3 residuos de aminoacidos
principalmente estdo envolvidos nesta ancoragem (Leu-9, Tyr-185 e Tyr-293). A
PON 1 é constituida principalmente por um dominio estrutural do tipo todo 3, com
seis sequéncias peptidicas contendo cada uma 4 folhas  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  6C esté o residuo Cys-353,
0s 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 alterac6es no residuo Cys-284 por residuos de alanina ou de
serina diminuirdo sua atividade enzimatica (CHISTIAKQV et al., 2017; HAREL et al.,
2004).

Ha dois ions calcio no centro da estrutura da PON 1; um deles estéa 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 cdalcio pode promover uma perda irreversivel da
atividade enzimatica e desestabilizacdo estrutural. A reposicdo de outros cations
divalentes (ions magnésio ou zinco) em substituicdo ao calcio é capaz de manter a
estabilidade da enzima, mas nao sua atividade (CHISTIAKOV et al., 2017; HAREL et
al., 2004).

Figura 6. Estrutura da PON 1.
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Na figura a) visdo 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 sao:
Q192R e L55M. No polimorfismo Q192R, um aminoéacido glutamina é substituido por
um aminoacido arginina, e ndo ha alteragdo na concentracdo da enzima, mas ha um
aumento na atividade enzimética. No polimorfismo L55M, h4 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 hidrdlise de inseticidas
organofosforados (paraoxon). Também possui uma atividade de arilesterase, na qual
o fenilacetato € 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 enzimética 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 nao funcional, favorecendo assim o
desenvolvimento de aterosclerose. A PON 1 é uma enzima suscetivel a glicacao, e
esta modificacdo pode diminuir sua atividade enzimética em aproximadamente 40%.
Além disso, uma vez glicada, PON 1 torna-se incapaz de inibir a adeséo de
monocitos em células endoteliais, fator este que também contribui para o
desenvolvimento de aterosclerose (SHOKRI et al., 2020; YU et al., 2017).

A hiperglicemia crbnica presente no DM nao controlado contribui para que
ocorra 0 processo de glicacdo de biomoléculas, formacdo de compostos

dicarbonilicos e subsequente aumento na formagao de AGEs, os quais promovem
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prejuizos na funcdo de diversas macromoléculas, favorecendo a instalacdo das
complicacbes diabéticas. Mediante isso, torna-se interessante a busca por
preparacdes 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 preparagcdes 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 “cipo-
taua”. A populacao destas regides brasileiras tem o costume de utilizar preparacées
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 relacdo 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 crénico com
extrato hidroetandlico 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 diminuicdo 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 conteddo de
glicogénio hepatico de ratos diabéticos (DOS SANTOS et al., 2016).

Avancos também foram conquistados em relacéo ao potencial antiglicacdo do
extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis, bem como das fracdes
provenientes deste extrato (fracdo acetato de etila e fracédo cloroformica). Utilizando
sistema-modelo de glicagao proteica in vitro (incubagédo de BSA na presenca de
glicose durante 30 dias), dos Santos e colaboradores (2019) observaram que o
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 formacdo do cross-linking proteico e na oxidagdo de residuos de
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triptofano e tirosina. Em relacéo a fracdo cloroformica de Siolmatra brasiliensis, foi
possivel observar sua capacidade em diminuir a formacao 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
combinacdo 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 complicacdes diabéticas promovidas pelo estresse glico-oxidativo.

Ainda no estudo de DOS SANTOS et al. (2019), foi possivel realizar a
identificacdo de algumas substancias (conhecidas e inéditas) isolados a partir das
fracOes acetato de etila e cloroférmica do caule de Siolmatra brasiliensis. Na fracéo
cloroférmica foram identificadas substancias ja descritas em literatura (Figura 7). Ja
as substancias identificadas a partir da fracdo acetato de etila sdo inéditos (Figura 8)

e pouco se sabe sobre seus potenciais em inibir processos glico-oxidativos in vitro.

Figura 7. Substancias ndo inéditas isoladas da fracdo de cloroférmica do extrato hidroetandlico do
caule de Siolmatra brasiliensis.
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Adaptado de: DOS SANTOS et al., 2019.

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



37

OH

2,

Siolmatrosideo I11

OH
o_ P OH

o: P OH On
OH HO

HO

Siolmatrosideo IV R=H
Siolmatrosideo V. R = 3-D-Glc
Adaptado de: DOS SANTOS et al., 2019.

Siolmatrosideo 11

Considerando os 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 proximo
ao fisioldgico, porém, pouco estudado. Considerando também o isolamento e a
identificagdo 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 fragdes.

2. OBJETIVOS

Avaliar as alteracbes em biomarcadores do estresse glico-oxidativo em
sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo
humano, conduzindo incubac¢des na presenca de glicose ou de metilglioxal, na
auséncia ou na presenca de extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra

brasiliensis, fragdo acetato de etila, fracao cloroférmica e naringenina.
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2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Avaliar em sistema-modelo de modifica¢des glico-oxidativas in vitro em soro

sanguineo humano incubado com glicose, nos tempos de 0, 7, 11, 14, 18, 21, 29, 35
e 40 dias, 0s seguintes parametros:

* Formacao de AGEs fluorescentes;

* Andlise de modifica¢des estruturais de proteinas séricas;

* Niveis de grupos carbonilas em proteinas;

* Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico;

* Atividade de catalase;

+ Atividade de paraoxonase 1.

2) Avaliar em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com glicose, nos tempos de 0, 6, 12, 24 e 48 horas, 0s
efeitos do extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis, fracdo
cloroférmica, fracdo acetato de etila e naringenina sobre os seguintes parametros:

* Formacéo de AGE fluorescentes;

» Analise de modificacdes estruturais de proteinas séricas;

» Formacao de produtos de oxidagéo de residuos dos aminoacidos triptofano
(N’-formilguinurenina e quinurenina) e tirosina (ditirosina);

* Atividades de paraoxonase 1.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Soro sanguineo humano

Foram utilizados soros controle de origem humana (Doles Reagentes e
Equipamentos para Laboratorios LTDA, Goiania, Goias, Brasil), obtidos do setor de
Bioquimica, Coordenadoria de Andlises Clinicas e Hemoterapia, Nucleo de
Atendimento a Comunidade, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP,
Campus Araraquara. De acordo com as instrucdes do fabricante, o soro controle ja é
testado e com resultados ndo reagentes (negativos) para hepatite B (HbsAQ),
hepatite C (HCV) e HIV (virus da imunodeficiéncia adquirida).
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3.2 Preparacdo do extrato, fracdes e isolamento/identificacdo de metabdlitos

do caule de Siolmatra brasiliensis

A coleta das amostras de caule de Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Baill,
preparacao do extrato bruto hidroetandlico, fracdes (cloroférmica, acetato de etila, n-
butanol) e o isolamento e identificacdo de metabdlitos foram realizados em
colaboragdo com o Prof. Dr. Paulo Teixeira de Souza Junior (Departamento de
Quimica, Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, MT) e o Prof. Dr. Mario
Geraldo de Carvalho (Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro).

Os caules de Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Bail foram coletados no més de
margco de 2011, na cidade de Jangada, no estado do Mato Grosso, Brasil. Estes
caules foram identificados por Dr. Vali Joana Pott da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (Departamento de Biologia), e uma pequena amostra foi colocada no
herbario da Universidade do Mato Grosso do Sul sobre o nimero de identificacao
CGMS: 31.643.

Para a preparacdo do extrato bruto hidroetandlico, foi realizada percolacdo
com etanol 70% do material coletado, seco e moido de Siolmatra brasiliensis. A
partir do extrato bruto foi realizada extracdo liquido-liquido com cloroférmio, ou
acetato de etila ou n-butanol, para obtencdo das fragbes. As substancias isoladas
presentes nas fracfes foram obtidas por métodos cromatograficos, conforme

descrito por dos Santos e colaboradores (2019).

3.3 Sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro em soro

sanguineo humano incubado com glicose

O sistema-modelo de modificacfes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo
humano incubado com glicose foi realizado de acordo com sistemas-modelo in vitro
de glicacdo conduzidos nos estudos de Morais e colaboradores (2013), dos Santos e
colaboradores (2019) e Motta e colaboradores (2018), com modificagcbes. Amostras
de soro sanguineo foram incubadas na auséncia ou na presenca de glicose (500
mM), na presenca de azida soédica (0,02%), por 40 dias, a 37°C. Também foram
conduzidas incubagfes na auséncia ou na presenca de aminoguanidina (AG, 1 mM,

agente prototipo com atividade anti-AGE).
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Anteriormente ao preparo do sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas
in vitro, considerando o fato de o soro controle ja possuir glicose, foi determinada a
sua concentracdo (kit comercial, Labtest Diagnéstica S.A.), em seguida foi
adicionada ao soro a quantidade de glicose necessaria para alcancar a
concentracdo de 500 mM.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), bem como nos tempos 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 11, 14, 21, 29, 35, e 40 dias de incubacéo, foram retiradas aliquotas das
incubagdes para determinacao das atividades das enzimas antioxidantes (catalase e
paraoxonase 1), determinacdo de biomarcadores de peroxidacdo lipidica
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e de oxidacdo de proteinas (niveis de
grupos carbonilas em proteinas). Nos tempos 0, 7, 11, 14, 18, 21, 29, 35 e 40 dias
de incubacéo, foram retiradas aliquotas para estimativa dos AGEs fluorescentes e

para o estudo de modificacdes estruturais em proteinas.

3.4 Sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal

Foram conduzidos 3 experimentos: o primeiro experimento foi realizado para
determinar a melhor concentragdo de metilglioxal (MGO) para estabelecer um
sistema-modelo modificacdes glico-oxidativas in vitro; o segundo experimento foi
realizado conduzindo incubacdes com o extrato hidroetandlico de caule de Siolmatra
brasiliensis, fracdo cloroférmica e naringenina (uma das substancias majoritarias
identificadas na fracéo cloroférmica); o terceiro experimento foi realizado conduzindo

incubacbes com a fracdo acetato de etila.

Experimento 1:

O sistema-modelo de modificacfes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo
humano incubado com metilglioxal foi realizado de acordo com sistemas-modelo in
vitro de glicacdo conduzidos nos estudos de Morais e colaboradores (2013) e
Sadowska-Bartosz e colaboradores (2014), com modificacbes. Amostras de soro
sanguineo foram incubadas na auséncia ou na presenca de MGO nas
concentragbes de 5, 10 e 20 mM, na presenca de azida sodica (0,02%) e

dimetilsulféxido (5%), por 48 horas, a 37°C. Também foram conduzidas incubacdes



41

na auséncia ou na presenca de aminoguanidina (AG, 10 mM, agente protétipo com
atividade anti-AGE).

Antes do inicio das incubac¢fes (tempo 0), bem como nos tempos 3, 6, 12, 24
e 48 horas, foram retiradas aliquotas das incubacfes e armazenadas a -80°C até o
momento das analises. Posteriormente foram realizadas a determinacdo de AGEs

fluorescentes, analise de modificacbes estruturais em proteinas e atividade

arilesterase da paraoxonase 1.

Situacdes conduzidas:

Soro - Soro + AG

Soro + MGO 5 mM - Soro + AG + MGO 5 mM

Soro + MGO 10 mM - Soro + AG + MGO 10 mM

Soro + MGO 20 mM - Soro + AG + MGO 20 mM

Experimento 2:

O sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal foi realizado de acordo com sistemas-
modelo in vitro de glicacdo conduzidos nos estudos de Morais e colaboradores
(2013) e Sadowska-Bartosz e colaboradores (2014), com modificagcdes. Amostras
de soro sanguineo foram incubadas na auséncia ou na presenca de MGO na
concentragcdo de 10 mM na presenca de dimetilsulfoxido (5%; utilizado para
solubilizar extrato, fracdo e substancia isolada), por 48 horas, a 37°C. Também
foram conduzidas incubacdes na auséncia ou na presenca de aminoguanidina (AG,
10 mM), bem como incubagbes na auséncia ou na presenca de extrato
hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (SbExt; 500, 250 e 125 pg/mL),
fracao cloroférmica (SbCHCls; 250, 125 e 62,5 pg/mL) e naringenina (NAR; 400, 200
e 100 uMm).

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), bem como nos tempos 6, 12, 24 e
48 horas de incubacao, foram retiradas aliquotas que foram armazenadas a -80°C
até o momento das analises. As andlises realizadas foram: determinacéo dos niveis
de marcadores bioquimicos (glicose, proteinas totais, albumina, ALT, triglicerideos,
colesterol total, HDL-colesterol), estimativa de AGEs fluorescentes, analise de

modificacdes estruturais em proteinas, estimativa de formacdo de produtos de
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oxidagao dos residuos de aminoacido triptofano (N’-formilquinurenina e quinurenina)

e tirosina (ditirosina) e determinagéo de grupos carbonilas em proteinas.

Situacdes conduzidas:

Soro - Soro + MGO

Soro + AG - Soro + MGO + AG

Soro + SbExt 500 pg/mL - Soro + MGO + SbExt 500 pg/mL
Soro + SbExt 250 pg/mL - Soro + MGO + SbExt 250 pg/mL
Soro + SbExt 125 pg/mL - Soro + MGO + SbExt 125 pg/mL
Soro + SbCHCIs 250 pg/mL - Soro + MGO + SbCHCIs 250 pg/mL
Soro + SbCHCI3 125 pg/mL - Soro + MGO + SbCHCIs 125 pg/mL
Soro + SbCHCI3 62,5 pg/mL - Soro + MGO + SbCHCIs 62,5 pg/mL
Soro + NAR 400 puM - Soro + MGO + NAR 400 pM

Soro + NAR 200 puM - Soro + MGO + NAR 200 pM

Soro + NAR 100 pM - Soro + MGO + NAR 100 uM

Experimento 3:

O sistema-modelo de modificagcdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal foi realizado de acordo com sistemas-
modelo in vitro de glicacdo conduzidos nos estudos de Morais e colaboradores
(2013) e Sadowska-Bartosz e colaboradores (2014), com modificacdes. Amostras
de soro sanguineo foram incubadas na auséncia ou na presenca de MGO na
concentracdo de 10 mM na presenca de dimetilsulféxido (5%; utilizado para
solubilizar extrato, fracdo e substancia isolada), por 48 horas, a 37°C. Também
foram conduzidas incubac¢des na auséncia ou na presenca de aminoguanidina (AG,
10 mM), bem como incubacdes na auséncia ou na presenca da fracdo acetato de
etila (SbACE; 250, 125 e 62,5 pg/mL).

Antes do inicio das incubacfes (tempo 0), bem como nos tempos 6, 12, 24 e
48 horas de incubacao, foram retiradas aliquotas que foram armazenadas a -80°C
até o momento das analises. As analises realizadas foram: determinacdo dos niveis
de maercadores bioquimicos (glicose, proteinas totais, albumina, ALT, triglicerideos,
colesterol total, HDL-colesterol), estimativa de AGEs fluorescentes, analise de
modificacdes estruturais em proteinas, estimativa de formacdo de produtos de

oxidacao dos residuos de aminoacido triptofano (N’-formilquinurenina e quinurenina)
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e tirosina (ditirosina), determinacé@o de grupos carbonilas em proteinas e atividades
arilesterase e lactonase de paraoxonase 1.

Situacdes conduzidas:

Soro - Soro + MGO + AG

Soro + AG - Soro + MGO + SbACE 250 pg/mL
Soro + SbACE 250 pg/mL - Soro + MGO + SbACE 125 pg/mL
Soro + SbACE 125 pg/mL - Soro + MGO + SbAcCE 62,5
Soro + SbACE 62,5 pg/mL pHg/mL

Soro + MGO

3.5 Determinagéo dos niveis de marcadores bioquimicos

Os niveis dos marcadores bioquimicos (glicose, proteinas totais, albumina,
ALT, triglicerideos, colesterol total, HDL-colesterol) foram avaliados em slides
contendo quimica seca no equipamento Vitros250®, um sistema automatizado que
aplica um pequeno volume de amostra no slide, a amostra € incubada, e ocorrem
reacdes para produzir um cromoforo, permitindo que seja realizado leitura por

reflectancia.

Determinacéo de glicose

A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da glicose; o peroxido de hidrogénio
formado reage com 4-aminioantipirina e fenol, sob agdo da enzima peroxidase,

formando antipirilquinonimina, monitorada a 505 nm (TRINDER, 1969).

Determinacdo de proteinas totais

O ion cobre no reagente de biureto, em meio alcalino, reage com as ligacdes
peptidicas das proteinas séricas, formando cromdforo de cor parpura, monitorado a
545 nm (GORNALL et al., 1949).

Determinacdo de albumina

O método se baseia no desvio do pico de absortividade maxima de um
corante (verde de bromocresol) quando este se liga a albumina, monitorado a 640
nm (BARTHOLOMEW; DELANEY, 1966).
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Determinacdo de ALT

A ALT catalisa a transferéncia do grupo amino da alanina para o alfa-
cetoglutarato, com formacéao de glutamato e piruvato. O piruvato € reduzido a lactato
por acao da lactato desidrogenase, sendo a coenzima NADH oxidada a NAD+, com
diminuicao da absorbancia em 340 nm (WROBLEWSKI; LADUE, 1956).

Determinacao de triglicerideos

A lipase lipoproteica promove a hidrdlise de triglicerideos produzindo glicerol,
o qual é convertido a glicerol-3-fosfato por acdo da gliceroquinase. O glicerol-3-
fosfato € oxidado a dihidroxiacetona-fosfato e perdoxido de hidrogénio, por acédo da
glicerofosfato oxidase. Em seguida, ocorre a reacao entre peroxido de hidrogénio, 4-
aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma

quinoneimina monitorada a 505 nm (NADER; WARNICK, 2006)

Determinacao de colesterol total

Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados a colesterol livre e 4cidos graxos
por acdo da enzima colesterol esterase. O colesterol livre é oxidado a colest-4-em-
ona e peroxido de hidrogénio pela acdo da enzima colesterol oxidase. Na presenca
de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e 4-aminoantipirina sdo oxidados

formando a antipirilquinonimina, monitorada a 505 nm (MROZ, 2003).

Determinacao de HDL-colesterol

A primeira fase da reacéo para determinacao de HDL-colesterol baseia-se em
impedir a reacdo de lipoproteinas ndo-HDL com as enzimas colesterol oxidase e
colesterol esterase, através da adicdo de polidnion e um detergente catibnico,
tornando as lipoproteinas ndo-HDL inacessiveis para as enzimas. Na segunda fase
da reacdo, ha adicdo de colesterol esterase, colesterol oxidase, estas enzimas irdo
utilizar o colesterol de HDL como substrato e produzir peréxido de hidrogénio, que
na presenca 4-aminoantipirina, a peroxidase catalisa a formag¢ao de quinoneimina, a
gual pode ser monitorada a 505 nm (WARNICK; WOOD, 1995).
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3.6 Estimativa de AGEs fluorescentes e analise de modificacbes estruturais

em proteinas

Estimativa de AGEs fluorescentes

Os AGEs fluorescentes foram estimados fluorimetricamente, de acordo com
dos Santos e colaboradores (2019) e Motta e colaboradores (2018), com
modificagdes. Foram utilizadas amostras de soro sem diluigdo e com diluicdo (25
vezes) em tampdao salina fosfato (PBS) 10 mM (tampé&o fosfato de sodio 10 mM,
NaCl 0,85% pH 7,4). Volume de 300 uL de amostra foi submetido a excitacdo no
comprimento de onda de 350 nm e a emissao foi monitorada no comprimento de
onda de 440 nm, em ganho de 100%, em leitor de microplaca Synergy H1TM,
BioTek Instruments Inc.

Andalise de modificacdes estruturais em proteinas

Para a verificacdo de alteracdes estruturais nas proteinas seéricas, aliquotas
das incubacfes foram submetidas a eletroforese, para separagédo de proteinas em
condi¢des ndo desnaturantes, permitindo assim a separa¢ao de proteinas de acordo
com seu peso molecular e sua carga.

Cinco microlitros das incubac¢des foram adicionados a sessenta microlitros de
tampédo da amostra (tampao Tris-HCI 62,5 mM, 10% de glicerol, 0,1% de azul de
bromofenol; pH 6,8) (LAEMMLI, 1970). Volume de dois microlitros foi utilizado para
aplicacdo no gel, para subsequente separacdo eletroforética. A separacao
eletroforética foi realizada em um gel de poliacrilamida (PAGE) 10%, por duas horas
e trinta minutos a 120 V, na presenca de solucdo tampéao de eletroforese (Tris-HCI
25 mM, glicina 192 mM; pH 8,3).

ApoOs a separacao eletroforética, o gel foi corado com Coomassie blue por 30
minutos, seguido por lavagens com solu¢do descorante (10% metanol, 10% acido
acetico e 80% agua milliQ), permitindo a visualizacdo das bandas no gel. A captura
da imagem foi realizada com camera digital de 12MP.

3.7 Estimativa dos produtos de oxidacao dos residuos de tirosina e triptofano

A estimativa dos produtos de oxidacdo dos residuos de tirosina e triptofano

foram realizadas segundo Sadowska-Bartosz e colaboradores (2014), com



46

modificacdes. Residuos do aminoécido triptofano ao sofrerem processo de
oxidacgao, formando os produtos N’-formilquinurenina e quinurenina, compostos que
podem ser monitorados espectrofluorimetricamente (Synergy H1TM, BioTek
Instruments Inc) nos seguintes comprimentos de onda de excitacdo e emissao,
respectivamente: 325/344 nm (N’-formilquinurenina) e 360/480 nm (quinurenina).
Residuos de tirosina podem sofrer oxidagdo, com formagéo de ligacdo covalente
entre dois residuos de tirosina, formando a ditirosina, a qual pode ser monitorada
fluorimétricamente nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 330 e 415

nm respectivamente.

3.8 Avaliacdo dos niveis de grupos carbonilas em proteinas (PCO) e
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Determinacao dos niveis de PCO

Os niveis de PCO foram determinados de acordo com Levine e
colaboradores (1994), com modificagcbes. As amostras de soro foram diluidas na
proporcao 1:4 com tampéao fosfato 50 mM (pH 6,7) contendo 1 mM de EDTA. Em
seguida, adicionou-se &cido tricloroacético (TCA) 10%. As amostras foram
homogeneizadas e entdo centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso com 2,5 M de HCI na auséncia
ou presenca de 2,4- dinitrofenilhidrazina (DNPH) 0,1%. Ap6s 30 minutos,
novamente foi realizado o processo de adicdo de TCA 10% e centrifugacdo a
10.000 g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado. Ao pellet foi
adicionado acetato de etila:etanol (1:1) para remoc¢éao do excesso de DNPH, entéo
centrifugado a 10.000 g por 5 minutos a 4°C, foi realizado o descarte do
sobrenadante, e o processo de remocdo de DNPH da amostra foi novamente
executado, através da adicdo de acetato de etila : etanol seguido de centrifugacao e
descarte do sobrenadante. Em seguida, ao pellet foi adicionado em 6 M de ureia
para determinacdo dos niveis de PCO. O DNPH reage com 0s grupos carbonilas
presentes nas proteinas, formando 2,4-dinitrofenilhidrazona, o qual € monitorado
espectrofotometricamente a 370 nm. Os niveis de PCO nas amostras foram
estimados utilizando o coeficiente de extingdo molar da hidrazona (22.000 M-icm),

sendo a concentracdo de PCO expressa em nmol/L.
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Determinacéo dos niveis de TBARS

As amostras de soro foram diluidas na proporcéo de 1:4 em solugéo de KCI
1,15%, em seguida desproteinizadas com adicdo de acido perclorico 10%, de
acordo com Pilz e colaboradores (2000). Os produtos finais de peroxidacao lipidica,
incluindo malondialdeido (MDA), foram determinados através da reacdo com acido
tiobarbitdrico (TBA) (KOHN; LIVERSEDGE, 1994). Os niveis de TBARS foram
monitorados em espectrofluorimetro (Synergy H1TM, BioTek Instruments Inc), em
comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 510 e 553 nm, respectivamente.
Uma curva analitica foi realizada utilizando 1,1’,3,3’-tetrametoxipropano. Os valores

de TBARS foram expressos em pmol/L.

3.9 Determinacédo da atividade da enzima catalase (CAT)

De acordo com Johansson e Borg (1988) com modificagdes. A atividade de
CAT pode ser determinada através da formacdo de formaldeido na reagéo entre
metanol e peréxido de hidrogénio (50,04 mM), catalisada pela CAT. O formaldeido
gerado reage com 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald; 33,4 mM),
gerando um croméforo monitorado a 540 nm. Foi feita uma curva analitica utilizando

formaldeido. A atividade de CAT foi expressa em pmol/min/L.

3.10 Determinacao da atividade da enzima paraoxonase 1 (PON 1)

Determinacdo da atividade paraoxonase da PON 1

A atividade de paraoxonase da PON 1 foi determinada através da reacao de
hidrolise do paraoxon a p-nitrofenol, de acordo com COSTA et al. (1990) e
modificacdes segundo Assis et al. (2017). O ensaio foi conduzido na presenca de
tampao Tris-HCI 1,5 mM (pH 8,5) contendo 0,15 mM de cloreto de célcio, 0,3 M de
cloreto de sodio e 1,2 mM de paraoxon. O monitoramento da absorbancia foi
realizado durante 5 minutos a 37°C a 405 nm. Os resultados foram calculados
utilizando o coeficiente de extincdo molar do p-nitrofenol (18.000 Micm?) e

expressos em unidades internacionais (Ul).
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Determinacdo da atividade arilesterase da PON 1

A atividade de arilesterase da PON 1 foi determinada de acordo com
ECKERSON et al. (1983) e MURILLO-GONZALES et al. (2020) com modificacées.
Amostras de soro sanguineo foram diluidas na proporcéao de 1:80 em tampao PBS
10 mM (tampéo fosfato de sédio 10 mM, NaCl 0,85%; pH 7,4). O ensaio foi
conduzido na presenca de tampéo Tris-HCI 75 mM (pH 8,0) contendo 2,25 mM de
cloreto de calcio e 2,96 mM de fenilacetato. A atividade arilesterase de PON 1 foi
monitorada no comprimento de onda de 270 nm por 3 minutos em temperatura de
25°C. A taxa de consumo do fenilacetato foi calculada utilizando o coefiente de
extincdo molar de 1310 M'cm?, sendo que uma unidade de atividade de
arilesterase é equivalente a 1 pumol de fenilacetato consumido/min/mL de soro

sanguineo humano.

Determinacado da atividade lactonase da PON 1

A determinacdo da atividade de lactonase de PON 1 foi realizada de acordo
com BILLECKE et al. (2000) e MURILLO-GONZALES et al. (2020) com
modificacdes. Amostras de soro sanguineo foram diluidas na proporcéao de 1:40 em
tampao PBS 10 mM (tampéao fosfato de sédio 10 mM, NaCl 0,85%; pH 7,4). O
ensaio foi conduzido na presenca de tampao Tris-HCI 75 mM (pH 8,0) contendo
2,25 mM de cloreto de célcio e 100 mM de dihidrocoumarina. A atividade lactonase
de PON 1 foi monitorada no comprimento de onda de 270 nm por 3 minutos em
temperatura de 25°C. A taxa de consumo do dihidrocoumarina foi calculada
utilizando o coefiente de extingdo molar de 1295 M-lcmt. Uma unidade de atividade
de lactonase é equivalente 1 pumol de dihidrocoumarina consumido/min/mL de soro

sanguineo humano.

3.11 Anélise estatistica

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
Os dados foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism 8, através de
teste de variancia One-way (ANOVA), seguido do teste de Newman-Keuls para
comparacao entre os inter-grupos. Para comparagao intra-grupos (tempos O e 48
horas) foi utilizado o teste t Student. Diferencas estatisticas foram consideradas

guando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com glicose

A figura 9 representa os resultados relacionados a formacdo de AGEs
fluorescentes monitorados antes do inicio da incubag&o (tempo 0) e apo6s 7, 11, 14,
18, 21, 29, 35 e 40 dias de incubacao. No decorrer dos dias de incubacdes de soro
com glicose, a intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs aumentou
progressivamente, em comparacao as incubacdes de soro ndo acrescido de glicose.
Apos 40 dias de incubacéo, a intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs nas
amostras soro + glicose encontram-se aumentadas em 6 vezes em relacdo a
fluorescéncia obtida do soro ndo acrescido de glicose. Incubacdes de soro + glicose
na presenca de AG apresentaram diminuicdo na formacédo de AGEs fluorescentes,

desde o dia 7 e até o dia 40, em relag&o as incubacgfes soro + glicose.

Figura 9. Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs gerados em sistema-modelo de
modifica¢des glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com glicose.
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A formacéo de AGEs fluorescentes foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy
H1TM, BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitagdo de A350nm e emissdo de
A440nm, em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de glicose (Gli) e/ou
aminoguanidina (AG), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As amostras foram diluidas na proporcao
1:25 com tampao PBS. Os valores de intensidade de fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como
médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram
avaliados através do teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas
indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos no dia de monitoramento da fluorescéncia;
os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 40 dias foi avaliado através do
teste t-student, o simbolo A indica diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 40 dias.
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A figura 10 representa o perfil de separagcédo eletroforética de proteinas do
soro sanguineo, antes do inicio da incubacdo (tempo 0) e apods 7 e 11 dias (Figura
10A), 14, 18 e 21 dias (Figura 10B) e 29, 35 e 40 dias (Figura 10C) de incubacéo de
amostras de soro com glicose e/ou AG. A partir de 7 dias de incubacéo, é possivel
observar o surgimento de alteragfes estruturais nas bandas referentes as proteinas
em amostras de soro incubadas na presenca de glicose, em comparagao ao perfil
eletroforético do soro no dia 0, incubado com ou sem glicose (Figura 10A); tais
alteracdes podem ser visualizadas na forma de um “espalhamento” das bandas de
fracOes proteicas. As alteracdes ficam mais evidentes no decorrer dos dias de
incubacdo na presenca de glicose (Figuras 10A, 10B, 10C). Um menor
“‘espalhamento” das bandas proteicas ocorreu nas incubacdes de soro + glicose na
presenca de AG, em relacdo as incubacdes soro + glicose, reiterando o efeito
protetor deste agente anti-AGE nas consequéncias relacionadas a glicacao
avancada, porém tal protecdo parece ter sido observada somente até o 21° dia de

incubacéo.
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Figura 10. Perfil de separacéo eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de
modifica¢des glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com glicose.
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As figuras representam o perfil de separacdo de proteinas em eletroforese de gel de
acrilamida/bisacrilamida, sob condi¢cdes ndo-desnaturantes, de incubac¢des de soro sanguineo
humano na presenc¢a ou auséncia de glicose (Gli 500mM), e/ou aminoguanidina (AG 10mM), em
diferentes tempos, antes do inicio das incubagfes, ap6s 7 e 11 dias (A), apoés 14, 18 e 21 dias (B),
29, 35 e 40 dias (C). Abaixo de cada figura esta a legenda de auséncia ( - ) ou presenca ( + ) de
compostos.

Na figura 11 sdo apresentados os resultados referentes aos niveis de PCO
nas amostras de soro sanguineo incubadas na auséncia ou presenca de glicose, e
na auséncia ou presenca de AG, ao longo de 40 dias. O sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com

glicose demonstra que, com o passar do tempo, ocorre um aumento progressivo
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nos niveis de PCO, em relacdo ao soro incubado na auséncia de glicose. Uma
diminuicdo nos niveis de PCO é observada em amostras de soro incubadas na

presenca de AG, na auséncia ou ha presenca de glicose.

Figura 11. Niveis de PCO em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com glicose.
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Os niveis de PCO foram monitorados espectrofotometricamente (PowerWave XS2, BioTek
Instruments Inc) no comprimento de onda de A370nm, em amostras de soro sanguineo humano na
presenca ou auséncia de glicose (Gli) e/ou aminoguanidina (AG), foram incubadas a 37°C por 40
dias. Os grupos carbonilas presentes nas proteinas das amostras reagem com DNPH, formando 2,4-
dinitrofenilhidrazona, o qual & monitorado espectrofotometricamente. Os valores dos niveis de PCO
(nmol/L) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada
periodo de tempo foram avaliados através do teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos no dia de
monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e
40 dias foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05)
entre os tempos 0 e 40 dias.

Na figura 12 séo apresentados os resultados referentes aos niveis de TBARS
nas amostras de soro sanguineo incubadas na auséncia ou presenca de glicose, ao
longo de 40 dias. No sistema-modelo de modificacbes glico-oxidativas in vitro em
soro sanguineo humano incubado com glicose, antes do inicio da incubacéao (dia 0),
ja foram observados valores significativamente elevados de TBARS, em relacdo ao
soro sem acréscimo de glicose. Tal resultado ja inviabiliza, neste momento,
gualquer interpretacédo referente as mudancas nos niveis de TBARS em relacdo aos
diferentes tempos de incubacéo, considerando que, no tempo 0, ndo houve tempo

hébil para que ocorresse peroxidacdo lipidica em magnitude que explique este
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aumento tao significativo nos niveis de TBARS, nos fazendo sugerir, portanto, a

ocorréncia de alguma interferéncia analitica.

Figura 12. Niveis de TBARS em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com glicose.
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Os niveis de TBARS foram monitorados através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy H1TM,
BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitacdo de A510nm e emissdo de A553nm,
em amostras de soro sanguineo humano na presenc¢a ou auséncia de glicose (Gli), foram incubadas
a 37°C por 40 dias. As amostras foram diluidas na propor¢éo 1:25 com tampé&o PBS. Os valores dos
niveis de TBARS (umol/L) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os
valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos no dia de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre 0s
periodos de tempo 0 e 40 dias foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas
significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 40 dias.

Na figura 13 sdo apresentados os resultados referentes a determinacao da
atividade da enzima antioxidante CAT em amostras de soro sanguineo incubadas
na auséncia ou presenca de glicose, e na auséncia ou presenca de AG, ao longo de
40 dias. No sistema-modelo de modificacBes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com glicose, a atividade de CAT encontra-se elevada,
em comparacao a atividade nas amostras de soro incubadas sem o acréscimo de
glicose, porém entre os dias 9 e 40 de incubacéo, a diferenca entre estes grupos se

tornam mais acentuadas.



54

Figura 13. Atividade da CAT em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com glicose.
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A atividade enzimatica de catalase foi determinada através da sua atividade peroxidasica, a qual foi
monitorada através do equipamento PowerWave XS2, BioTek Instruments Inc no comprimento de
onda de A540nm, em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de glicose (Gli)
e/ou aminoguanidina (AG), foram incubadas a 37°C por 40 dias. A atividade de catalase pode ser
monitorada através da formacdo de formaldeido, o qual pode reagir com o composto 4-amino-3-
hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald; 33,4 mM), gerando um cromoforo, o qual & monitorado
espectrofotometricamente. Os valores da atividade de catalase (pumol/min/L) estdo expressos como
médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram
avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas
indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos no dia de monitoramento da fluorescéncia;
os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 40 dias foi avaliado através do
teste t-student, o simbolo A indica diferenc¢as significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 40 dias.

Na figura 14 sao apresentados os resultados referentes a determinacdo da
atividade da enzima antioxidante PON 1 em amostras de soro sanguineo incubadas
na auséncia ou presenca de glicose, ao longo de 40 dias. No sistema-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com
glicose, e no dia 0, observa-se que a atividade da PON 1 apresentou-se maior (2
vezes) em comparacgao a atividade da enzima em amostra de soro incubado sem o
acréscimo de glicose. No decorrer das incubacdes, amostras de soro sem

acréscimo de glicose apresentaram tendéncia a diminuicao na atividade de PON 1.
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Figura 14. Atividade da PON 1 em sistema-modelo de modificag6es glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com glicose.
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A atividade de paraoxonase da PON1 foi monitorada espectrofotometricamente (PowerWave XS2,
BioTek Instruments Inc) no comprimento de onda de A405nm a 37°C, em amostras de soro
sanguineo humano na presenca ou auséncia de glicose (Gli), foram incubadas a 37°C por 40 dias.
As amostras é adicionado o substrato paraoxon 1,2mM, o qual na presenca de PONL1 € hidrolisado,
formando p-nitrofenol, o qual pode ser monitorado espectrofotometricamente. Os valores da atividade
enzimatica da paraoxonase da PON1 (Ul) estdo expressos como medias * erro padrdo da média
(EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de variancia
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre os grupos no dia de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos
grupos entre os periodos de tempo 0 e 40 dias foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A
indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 40 dias.

4.2 Estimativa dos AGEs fluorescentes e analise de modificacdes estruturais
em proteinas em sistema-modelo de modificagfes glico-oxidativas in vitro em

soro sanguineo humano incubado com metilglioxal

Na figura 15 sdo apresentados os resultados relacionados a formacédo de
AGEs fluorescentes, monitorados antes do inicio das incubac¢fes (tempo 0) e apds
3,6,9, 12, 24, 36 e 48 horas de incubacdo. Sao apresentados os valores relativos
aos AGEs fluorescentes obtidos do soro sanguineo incubado na auséncia ou na
presenca de MGO (5, 10 e 20 mM), na auséncia ou na presenca de AG (10 mM).

As incubagbes de soro + MGO, nas diferentes concentragdes do composto
dicarbonilico, desde o tempo 0 e no decorrer das horas de incubacao, apresentaram
aumentos progressivos na intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs, em
comparacdo as incubacbes de soro ndo acrescido de MGO (Figura 15). A

intensidade de fluorescéncia dos AGEs no soro incubado com concentracdes
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crescentes de MGO apresentou, ao longo do tempo, uma relacdo concentragéo
dependente, isto €, quanto maior a concentracdo de MGO, maior a intensidade de
fluorescéncia (Figura 15). ApOs 48 horas de incubacdo, as intensidades de
fluorescéncia de AGEs na condicdo soro + MGO encontram-se aumentadas em
cerca de 2,8 vezes (5 mM), 4,6 vezes (10 mM) e 8,4 vezes (20 mM), em relagéo aos
valores de fluorescéncia nas incubacdes de soro sem a adicdo de MGO (Figura 15).
A presenca de AG nas incubacdes de soro + MGO, nas diferentes
concentracfes de MGO (5, 10 e 20 mM), foi capaz de inibir significativamente a
formacdo de AGEs fluorescentes, desde o tempo O até o término do experimento
(48 horas), em comparacdo as amostras de soro + MGO em suas respectivas
concentracfes e sem AG. Apos 48 horas de incubacao, a adicdo de AG na condicéo
soro + MGO + AG foi capaz de diminuir a formacdo de AGEs fluorescentes em
aproximadamente 62% (5 mM), 74% (10 mM) e 68% (20 mM), em relacdo as
respectivas incubacdes de soro + MGO sem a adi¢éo de AG (Figura 15).
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Figura 15. Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs em sistema-modelo de modificacdes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal.
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A formacéo de AGEs fluorescentes foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy
H1TM, BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitagdo de A350nm e emisséo de
A440nm, em amostras de soro sanguineo humano na presenga ou auséncia de metilglioxal (MGO)
e/ou aminoguanidina (AG), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As amostras foram diluidas na
proporcao 1:25 com tampao PBS. Os valores de intensidade de fluorescéncia (U.A.) estdo expressos
como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram
avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas
indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da
fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi
avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os
tempos 0 e 48 horas.

A figura 16 representa o perfil de separacédo eletroforética de proteinas de
amostras de soro sanguineo incubadas na auséncia ou na presenca de AG (10 mM)
e na auséncia ou na presenca de MGO, sendo: concentracdo de 5 mM de MGO nos
tempos 0, 3, 6 e 9 horas (Figura 16A) e nos tempos 12, 24, 36 e 48 horas (Figura
16B); concentracéo de 10 mM de MGO nos tempos 0, 3, 6 e 9 horas (Figura 16C) e
nos tempos 12, 24, 36 e 48 horas (Figura 16D); concentracdo de 20 mM de MGO
nos tempos 0, 3, 6 e 9 horas (Figura 16E) e nos tempos 12, 24, 36 e 48 horas
(Figura 16F).

Em relacdo aos resultados das incubacgfes de soro conduzidas na auséncia
ou na presenca de 5 mM de MGO (Figuras 16A e 16B), foi possivel observar

‘espalhamento” da banda intermediéria nas incubagfes contendo soro + MGO, a
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partir de 3 horas, em relagdo as incubacdes contendo somente soro, sem o
acréscimo de MGO. Alteracdes na banda intermediaria e diferencas na corrida
eletroforética da banda inferior se tornam mais evidentes com o passar do tempo. A
AG parece ser efetiva na protecdo das proteinas séricas contra as alteracdes
estruturais promovidas pelo MGO, uma vez que, nas incubacdes de soro + MGO +
AG, desde o tempo 3 horas até 48 horas, ndo houve o “espalhamento” da banda
intermediaria, bem como ndo houve alteracdo na migracdo da banda inferior em
relacdo as incubacdes soro + MGO. As incubacbes soro + MGO + AG mostram
caracteristicas de corrida eletroforética semelhantes a incubagdo contendo somente
Soro.

Em relacdo aos resultados das incubacdes conduzidas na auséncia ou na
presenca de 10 mM de MGO (Figuras 16C e 16D) e na presenca de 20 mM de
MGO (Figuras 16E e 16F), desde o tempo 0, foi possivel observar o “espalhamento”
da banda intermediéria nas incubac¢fes contendo soro + MGO, em comparacao as
incubacbes contendo somente soro; também houve aumento “espalhamento” no
padrdo migratoério da banda inferior nas incubacbes soro + MGO, quando
comparadas as incubacdes contendo somente soro. As incubacdes de soro + MGO
+ AG, na concentracdo de 10 mM de MGO (Figuras 16C e 16D), desde o tempo O
até 48 horas, ndo foram observadas as alteracbes na banda intermediaria ou do
padrdo de corrida eletroforética, quando comparadas as incubacfes de soro +
MGO, sem a adicao do agente anti-AGE. Em comparacao as incubacdes de AG +
soro + 5 mM ou AG + soro + 10 mM de MGO, a AG apresentou-se menos efetiva
nas incubacdes de soro + 20 mM de MGO: desde o tempo de 3 horas, foi observado
um menor “espalhamento” da banda intermediaria e também uma menor migracéo
da banda inferior, em comparacéo a incubacédo de soro + MGO, porém houve um
aumento discreto tanto do “espalhamento” da banda intermediaria quanto na
migracdo da banda inferior, em relacdo a incubacao contendo somente soro, sem a
adicdo de MGO.



59

Figura 16. Perfil de separacdo eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de
modifica¢des glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal.
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As figuras representam o perfil de separacdo de proteinas em eletroforese de gel de
acrilamida/bisacrilamida, sob condigSes nao-desnaturantes, de incubacdes de soro sanguineo
humano na presenga ou auséncia de metilglioxal (MGO 5mM), e/ou aminoguanidina (AG 10mM), em
diferentes tempos, antes do inicio das incubagbes, apos 3, 6 e 9 horas (A), apds 12, 24, 36 e 48
horas (B); de incubacdes de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO
10mM), e/ou aminoguanidina (AG 10mM), em diferentes tempos, antes do inicio das incubacdes,
apos 3, 6 e 9 horas (C), apés 12, 24, 36 e 48 horas (D); de incubacBes de soro sanguineo humano
na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO 20mM), e/ou aminoguanidina (AG 10mM), em
diferentes tempos, antes do inicio das incubacdes, apés 3, 6 e 9 horas (E), apds 12, 24, 36 e 48
horas (F). Abaixo de cada figura esta a legenda de auséncia ( - ) ou presenca ( + ) de compostos.
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4.3 Sistema-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal e avaliacdo do potencial anti-
AGE de SbExt, SbCHCIs e naringenina

A tabela 1 apresenta os resultados referentes as concentragfes de glicose
das amostras de soro sanguineo humano no tempo 0 e apos 6, 12, 24 e 48 horas de
incubacdo, na auséncia ou na presenca de MGO, preparacdes de caule de
Siolmatra brasiliensis, sendo essas SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), SbCHCIs (250,
125 e 62,5 pg/mL), bem como o flavonoide naringenina (400, 200 e 100 puM).

Antes do inicio das incubacgfes (tempo 0), os valores de glicose das amostras
soro, soro + AG e soro + MGO néao diferiram entre si. Apos 48 horas de incubacéao,
amostras contendo somente soro apresentaram diminuicdo nos niveis de glicose
(aproximadamente 8,9%), em relacéo ao tempo 0. Nas amostras de soro + AG, ndo
foram observadas diferencas nos valores de glicose, em todos os tempos de
incubacado monitorados.

Antes do inicio das incubacgfes (tempo 0) de soro + SbExt (500, 250 e 125
pg/mL), ndo foram observadas diferencas nos niveis de glicose, tanto nas
comparacdes de soro + SbExt e soro sem o acréscimo do extrato, bem como nas
comparacoes de soro + SbExt nas diferentes concentracdes estudadas do extrato.
As amostras soro + MGO + SbExt (500, 250 e 125 pg/mL) também néo diferiram
entre si, entretanto apresentam valores de glicose discretamente inferiores em
relacdo a condicdo soro. Ap6s 48 horas de incubacgdo, os valores de glicose das
amostras soro + SbExt (500, 250 e 125 upg/mL) diferiram entre si, e apresentam
valores de glicose inferiores aos observados no tempo 0 nas comparacfes com
suas respectivas condi¢des, porém somente as incubagdes soro + SbExt 500 pg/mL
e soro + SbExt 250 ug/mL apresentaram niveis de glicose inferiores em relagdo ao
grupo soro, apés 48 horas. Amostras de soro + MGO + SbhExt (500 e 250 pg/mL),
apos 48 horas de incubacao, apresentaram valores de glicose inferior a 10 mg/dL.

Amostras de soro sem MGO e acrescidas de SbCHCIs nas diferentes
concentracdes (250, 125 e 62,5 pg/mL), no tempo 0, ndo diferiram estatisticamente
entre si em relacdo aos valores de glicose, e também néo apresentaram diferencas
nos valores de glicose em relacdo a condi¢cdo soro, no mesmo tempo. Os niveis de
glicose das amostras soro + MGO + SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL), antes do

inicio das incubacdes (tempo 0) também néo apresentam diferencas entre si. Apos
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48 horas de incubacéo, nas amostras de soro incubadas na presenca de SbCHCls
(250, 125 e 62,5 pg/mL), tanto na auséncia quanto na presenca de MGO, os valores
de glicose néo diferiram entre si.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0) de soro + NAR (400, 200 e 100
MM), os valores de glicose dessas condi¢cdes ndo diferiram entre si, e também nao
diferiram em relagdo aos valores de glicose de amostra contendo somente soro.
Amostras de soro + MGO + NAR (400, 200 e 100 uM) também nédo apresentaram
diferencas nos valores de glicose entre si, ho tempo 0, porém apresentaram valores
de glicose inferiores em comparagdo as amostras contendo somente soro, no
mesmo tempo. Ao término da incubacédo (48 horas), amostras de soro + NAR (400,
200 e 100 uM) apresentaram valores de glicose inferiores em relagdo ao inicio da
incubacdo (tempo 0), de aproximadamente 22%, 63% e 80%, respectivamente. Os
valores de glicose das amostras de soro + MGO + NAR (400 e 200 puM), ap6s 48

horas de incubacao, ndo diferiram entre si.
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Tabela 1. 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 SbExt, SbCHCIs e naringenina.

Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
A) Horas e ko Soro+MGO  Soro+MGO+AG o b i 500ug/mL  SbExt250ug/mL  SbExt125ug/mL  SbExt500ugimL  SbExt250ug/mL  SbExt 125ugimL
0 830 206 b 828 £ 00 b 830 £06 b 803 £ 00 a 840 % 12b 833t 12b 837 £ 00 b 793 £ 09 a 797 £ 07 a 793 £ 1.2 a
6 817:12 bc 840:09 bc 83309 bc 803%12 ab 837z 07bc 845 12bc  830% 06bc 787 % 07a 787 07 a 787t 03 a
12 84307 bc 85307 ¢ 867 £07 ¢ 837 £09 ab  860% 10c 853 1,0c 860 1,0c 820 06a 817+ 12a 820% 00 a
24 777:09 ¢ 840 £ 06 d 88,0 £ 06 e 843 £ 09 d 357 27 a 462+ 09b 837t 15d 833 03d 827t 09d 827t 09d
48 757:t12 c 4 830:15 d 857 £ 27 d 840 £ 06 d <100 a 4 250 15b & 733% 15c 4 <100 a & <100 a a 843t 124
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
B) Horas ks babdie s Soro+MGO  Soro+MGO+AG o ¢, 250ug/mL SbCHCI, 125ug/mL SbGHCI; 62,5ug/mL SbCHCI; 250ug/mL SbCHCI; 125ug/mL SbCHCI; 62,5ug/mL
0 83006 b 828 £ 09 b 830 £ 06 b 803 £ 09 a 833t 03b 842 £ 006D 837 £ 03 b 793 % 03 a 793 £ 03 a 790 £ 00 a
6 817:t12 ab  840:09 ab 833209 b 803 12 a 853t 03¢ 847t 03¢ 857t 03¢ 807t 12a 807t 09 a 810 12a
12 843:07 b 853 £ 0,7 bc 867 £ 07 ¢ 837 £09 b 827t 07b 843t 03b 827t 07D 783: 13a 777t 12a 780 15 a
24  777:09 a 840 £ 06 bc 880 06 d 843 09 bc  857% 09¢c 838t 03¢ 850 12¢ 823 09b 823t 09b 820t 120
48 757:12 a A 830:15 bc 857 27 ¢ 840 £ 06 b 843+ 07b 833: 09b 840t 06b 827+ 07b 827t 07b 827+ 09b
Soro + Soro+ Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro+ MGO +
c) Horas oo o 0 e 010 NAR 400uM NAR 200uM NAR 100uM NAR 400uM NAR 200uM NAR 100uM
0 830 £ 06 b 828 £ 09 b 830 06 b 803 £ 09 a 833 £ 03 b 843 £ 03D 840 £ 000 793 £ 03 a 767 £ 03 a 800 £ 00 a
6 817:12 ab 840:08 ab 833209 b 803 £12 a 857 12c¢ 845+ 10c 877t 07c 813+ 09a 813+ 09a 817t 03a
12 843:07 b 853 £ 07 bc 867 07 ¢ 837 £09 b 830 15b 675+ 10b 820+ 12ab  820% 12ab  813% 09ab 803z 07a
24 777:09 d 840 £ 06 e 88,0 £06 f 843 £09 e 697 09c 5% 17b 380 06 a 820 15e 823 13e 780 0,0d
48 757:12 d A 830:15 ef 85727 f 840 £ 06 e 647+ 09c 4 310t 06b A 167: 09a 4 823z 09e 820 12e 743 12d

A glicemia foi monitorada em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de soro sanguineo humano
na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparacfes de Siolmatra brasiliensis: A)
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIz (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As tabelas
apresentam os valores de glicemia expressos em mg/dL como médias + erro padrao da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram
avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste
t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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A tabela 2 apresenta os resultados referentes aos niveis de proteinas totais
nas amostras de soro sanguineo humano no tempo 0 e ap0s 6, 12, 24 e 48 horas de
incubacédo, na auséncia ou na presenca de MGO, e na auséncia ou na presenca de
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) ou naringenina
(400, 200 e 100 pM).

No tempo 0, os valores de proteinas totais em amostras das condi¢des soro,
soro + MGO e soro + MGO + AG nao foram diferentes entre si, e este perfil se
mantém até o tempo de incubacédo de 48 horas para as condi¢cbes soro e soro +
MGO + AG. Os niveis de proteinas totais nas amostras soro + MGO apresentaram
discretos aumentos (aproximadamente de 7%), quando comparados aos valores
encontrados em soro e soro + MGO + AG, apos 48 horas de incubacdo. Apés 48
horas de incubacdo, todos as condicbes (soro; soro + AG; soro + MGO)
apresentaram discretos aumentos na concentracdo de proteinas totais, em relacéo
as respectivas amostras no tempo 0.

No tempo 0, nas incubacgdes de soro + SbExt (500, 250 e 125 ug/mL), tanto
na auséncia quanto na presenca de MGO, nado foram observadas diferencas nos
niveis de proteinas totais, seja na comparacdo entre das amostras contendo
diferentes concentracdes do extrato, seja na comparacdo com os valores obtidos
em amostras contendo somente soro. Apos o término das incubacdes (48 horas), as
amostras soro + MGO + SbExt, nas diferentes concentracdes do extrato, néo
mostraram diferencas entre si em relagdo aos niveis de proteinas totais, e também
ndo diferiram dos niveis de proteinas totais das amostras contendo somente soro.
Porém, foi possivel observar um aumento discreto nos niveis de proteinas totais nas
amostras soro + SbExt (500, 250 pg/mL) e soro + MGO + SbExt (500, 250 e 125
pg/mL), no tempo 48 horas, em comparagéo ao tempo O.

Antes do inicio das incubac¢fes de soro + SbCHClIs e soro + MGO + SbhCHCls
(250, 125 e 62,5 ug/mL), os niveis de proteinas totais ndo diferiram das respectivas
condi¢cBes soro e soro + MGO; o mesmo ocorreu ap0s 48 horas de incubacéo.
Porém no tempo 48 horas, os valores de proteinas totais das incubacbes soro +
SbCHCIs 62,5ug/mL e soro + MGO + SbCHCIz (250, 125 e 62,5 ug/mL)
apresentaram-se discretamente superiores, em relacao ao tempo 0.

No tempo 0, os niveis de proteinas totais das amostras de soro + MGO +
NAR (400, 200 e 100 pM) n&o apresentaram diferengas entre si. Apos 48 horas de
incubacdo, amostras contendo soro + MGO + NAR (400, 200 e 100 uM)
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apresentaram aumento nos valores de proteinas totais, em relacdo ao tempo O,
enquanto a condi¢cdo soro + MGO + NAR (400 e 200uM) apresentou discretas

alteracdes na concentracao de proteinas totais, em comparacao ao tempo 0.
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Tabela 2. Niveis de proteinas totais em sistema-modelo de modificagfes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na
auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCIs e naringenina.

Soro + Soro + Soro + Soro+ MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
A) Horas ik e Soro*MGO  Soro+MGO+AG g0t 500ugimL  SbExt250ugiml  SbExt125ugimL  SbExt500ug/mL  SbExt 250ugimL  SbExt 125ug/mL
0 5,85 £ 0,03 b 542 £ 0,02 a 6,76 £ 0,04 b 6,80 £ 0,04 b 7.00 £ 0,05 ¢ 7.02 £ 007 ¢ 5.00 £ 0,08 ¢ 6.73 £ 0,05 b 6,80 £ 0,05 b 6,79 £ 004 b
6 695 %000c 539 £ 0,05 a 7,06 £ 0,09 ¢ 7,03 £ 0,06 ¢ 712 £ 0,04 ¢ 7,07 £ 007 ¢ 7,10 £ 0,06 ¢ 6,83 £ 0,07 b 6,81 £ 0,04 b 6,84 £ 007 b
12 7,06 £ 0,03 ¢ 559 % 0,04 a 722 £ 0,01 d 710 % 0,03 ¢ 7,25 £ 0,08 d 7,28 £ 0,03 d 7,28 £ 0,04 d 6,95 £ 0,09 b 701 £ 0,10 b 6,96 £ 0,06 b
24 7,09 008 ¢ 561 % 0,03 a 744 £ 0,07 & 6,95 £ 0,02 b 7,24 £ 004 ¢ 731 £ 003 ¢ 7,39 £ 0,01 d 712 £ 0,06 b 713 £ 005b 7,07 £ 0,06 b
48 723:005bc A 587 £009a 4 7,71:011d 4 7,15 009 b 761 007d & 757:005d A 7,27 010bc _ 732% 005c & 7,30 £ 0,03bc &4 7,27 0,05 bc A
Soro + Soro + Soro + Soro+ MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
B) Horas ke hshdblos Soro*MGO  Soro+MGO*AG o\ ) 250ugimL SHCHC; 125ug/mlL SbCHCI; 62,5ug/mL SbCHCI; 250ug/mL SbCHCI; 125ugimL. SbCHCI, 62,5ug/mL
0 5,85 £ 0,03 d 542 £ 0,02 a 6.76 £ 0,04 d 6,80 £ 0,04 d 5,82 £ 0,06 d 5,83 £ 0,06 d 6,83 £ 0,05 d 647 £ 0,07 b 6,58 £ 0,03 bc___ 6,63 £ 0,08 ¢
6 695%009b 539 + 0,05 a 7,06 £ 0,09 b 7,03 + 0,06 b 740 £ 007 ¢ 7,46 £ 0,06 ¢ 7,39 £ 0,08 ¢ 7,07 £ 004 b 7,06 £ 003 b 7,07 £ 006 b
12 7,06 + 0,03 d 559 + 0,04 a 722 £ 001 e 710 £ 0,03 d 592+ 003 c 5,96 £ 0,08 c 6,96 £ 0,08 c 6,66 £ 0,03 b 671+ 009bc__ 684 + 007 ¢
24 709 008 bc__ 561 £003a 744 007 e 695 + 0,02 b 711£ 003 ¢ 7,23 £ 005 d 7,31 0054d 692 002 b 7,03 £ 0,06 ¢ 7,22 £ 008 d
48 723:005d A 587 +009a A 771:011e A 715009 cd  705% 006cd 7,09 008cd 7,19 £ 0,05 d 685+ 004b A 694+ 003bc A 705 003¢c 4
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
c) el o o o e B S NAR 400uM NAR 200uM NAR 100pM NAR 400pM NAR 200uM NAR 100uM
0 5,85 £ 0,03 ¢ 542 £ 0,02 a 6,76 £ 0,04 o 6,80 £ 0,04 ¢ 5,84 0,00 713 £ 007 cd 7,02 £002d 657 £ 0,07 b 6,60 0,06 b 6,75 £ 0,08 bo
6 695+009cd  539%005a 7,06 £ 009 cd 7,03 £ 006 cd 7,27 % 004 e 7,26 £ 0,05 e 7,17 £ 002 d 713+ 006 cd 7,03+ 0,04 ¢ 5,80 £ 001 b
12 706 +003¢c 559 + 0,04 a 722 £ 0,01 ¢ 710 £ 0,03 ¢ 713 £ 0,06 ¢ 724+ 001cd 717+ 005¢ 6,96 £ 003 b 596 £ 004 b 5,97 £ 008 b
24 7,09 £ 0,08 ¢ 561 £ 0,03 a 744 £ 0,07 d 695 £ 0,02 ¢ 7,37 £ 0,04 d 7,23 £ 005 d 7,02 % 005 c 713+ 008 cd 7,02+ 0,07 ¢ 6,78 £ 005 b
48 723:005d A 587:009a A 7,71+011e a 7,15 0,09 d 7.27 £ 0,06 d 7,18 £ 0,03 d 6,96 £ 0,01 ¢ 718+ 009d & 694+ 004c A 6066 004b

A proteina total foi monitorada em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de soro sanguineo
humano na presen¢ca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparacbes de Siolmatra
brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 ug/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As
tabelas apresentam os valores de oroteinas totais expressos em g/dL como médias + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de
tempo foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencgas significativas (p<0,05)
entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através
do teste t-student, o simbolo A indica diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos O e 48 horas.
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A tabela 3 apresenta os resultados referentes aos niveis de albumina nas
amostras de soro sanguineo humano no tempo 0 e apds 6, 12, 24 e 48 horas de
incubacédo, na auséncia ou na presenca de MGO, e na auséncia ou na presenca de
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) ou naringenina
(400, 200 e 100 uM).

Amostras contendo soro, soro + AG, soro + MGO + AG, no tempo O,
apesentaram niveis de albumina semelhantes entre si. Ja na condi¢do soro + MGO,
foi possivel observar uma diminuicdo (11%) nos valores de albumina sérica, em
relacdo as demais condi¢des, no tempo 0. ApGs 48 horas de incubacgdo, houve
aumento nos valores de albumina, nas condi¢bes soro, soro + AG, soro + MGO,
soro + MGO + AG, em relacao aos valores encontrados no tempo O.

Os niveis de albumina nas amostras de soro + SbExt (500, 250 e 125 pg/mL)
ou soro + MGO + SbExt (500, 250 e 125 pug/mL) ndo foram diferentes entre si, antes
do inicio da incubacdo (tempo 0). Apdés 48 horas de incubacdo, os valores de
albumina aumentaram, nas condi¢cdes soro + SbExt e soro + MGO + SbExt, em
relacdo ao tempo O.

Os valores de albumina nas condigbes soro + SbCHCIs (250, 125 e 62,5
pHg/mL), no tempo 0, ndo foram diferentes entre si; esse mesmo perfil de resposta
pode ser observado nas condi¢cdes soro + MGO + SbCHCI3 (250, 125 e 62,5 pg/mL).
Ao término do periodo de incubacéo (48 horas), nas condi¢cdes soro + SbCHCIs nas
diferentes concentragbes, bem como soro + MGO + SbCHCIs nas diferentes
concentracbes, foram observados aumentos nos valores de albumina, em
comparacao as respectivas condicdes, no tempo 0.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), os niveis de albumina presentes
nas amostras soro + NAR (400, 200 e 100 uM) apresentam valores semelhantes
aos niveis de albumina da amostra contendo somente soro. Amostras de soro +
MGO + NAR (400, 200 e 100 pM), no tempo 0, apresentam valores de albumina
semelhantes entre si. Apos 48 horas de incubacéo, as amostras soro + NAR (400,
200 e 100 uM) e soro + MGO + NAR (400, 200 e 100 uM) apresentam aumentos

nos valores de albumina, em comparacdo as mesmas condi¢des no tempo 0.
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Tabela 3. Niveis de albumina 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 naringenina.

Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro+ MGO +
A) Horas o s Soro+MGO  Soro+MGO+AG o rrt500pgimL  SbExt250pg/mL  SbExt125ugimL  SbExt500ug/mL  SbExt250ugimL  SbExt125ug/mL
0 7,97 0,06 ¢ 497 £ 0,03 ¢ 444 £ 004 a 5.00 £ 0,07 ¢ 502 £ 0,09 ¢ 5.04 £ 0,09 ¢ 5.03 £ 0,08 ¢ 449 £ 005 ab 447 £ 005 ab 454 £ 008 b
6 5,00 £ 0,06 b 5,00 0,05 b 473 £ 0,06 a 511 £ 0,05 b 508 + 0,05 b 510 0,08 b 503 + 0,06 b 471 007 a 475 007 a 477 007 a
12 519 £ 0,05 b 529 £ 0,05 ¢ 499 £ 0,04 a 548 £ 0,03 d 536 + 0,08 ¢ 538 + 0,06 C 530 + 0,03 ¢ 4,98 + 0,06 a 5,00 + 0,04 a 506 + 0,04 a
24 490 : 005 ¢ 4,90 £ 0,04 ¢ 453 £ 0,04 a 5,02 £ 0,04 ¢ 502 + 0,03 ¢ 5,00 + 0,04 ¢ 495+ 002 ¢ 472 £ 002 b 472 001D 473 003 b
48 532:004c A 537:005c A 507:004a A 56520056 A 556 004d A 553:003d A 547 005d A 522:003b A 525z 003bc o4 531 003¢c 4
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro+ MGO +
B) Horas sk e Soro+MGO  Soro+MGO+AG o\ | 250ug/mL SbCHCI 125pgimL ShCHCI, 62,5ug/mL SbCHCI; 250ug/mL SbCHCI; 125ug/mL SbCHCI; 62,5ug/mL
0 4,97 0,06 ¢ 4,97 £ 0,03 ¢ 444 £ 0,04 a 5,00 £ 0,07 ¢ 2,80 £ 0,06 b 284 £ 006 b 4,87 £ 008 bc___ 4,36 £ 0,05 a 2.38 £ 0,04 a 241 £ 004 a
6 5,00 £ 0,06 ¢ 5,00 £ 0,05 ¢ 4,73 £ 0,06 a 511 £ 0,05 d 523+ 010de 524 004 e 524 + 007 e 4,91 £ 0,08 b 4,95 007 b 4,96 + 006 b
12 519 + 005 cd 529 % 0,05 d 4,99 £ 0,04 b 548 £ 003 e 515+ 0,06 ¢ 514 £ 0,07 ¢ 515+ 0,07 ¢ 4,78 £ 007 a 483 £ 006 a 484 £ 008 a
24 490 005 ¢ 4,90 £ 0,04 ¢ 453 £ 0,04 a 5,02 £ 0,04 ¢ 488 + 002 bc 4,80 008 bc 494 £ 005¢ 452 004 a 470 % 0,06 ab 4,81 0,05b
48 532:004d A 537:005d A 507 t004b A 565:005¢ A 518 007c A 524+ 003cd A 535 004d A 4930052 A 505% 006b A 516+ 004c 4
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
C) noes ks oo o R s NAR 400pM NAR 200pM NAR 100pM NAR 400pM NAR 200pM NAR 100pM
0 497 + 0,06 cd 497 £ 003 cd 444 £ 0,04 a 500 £ 007 cd 492 * 006 cd 4,92 £ 0,03 ¢ 5,02 £ 0,03 d 441 t 002 a 447 * 003 ab__ 453 £ 0,01 b
6 5,00 £ 0,06 b 5,00 £ 0,05 b 4,73 £ 0,06 a 511 £ 0,05 ¢ 531+ 0,04 d 533 + 0,03 d 513+ 003 bc__ 506 £ 004 bc 503+ 007 bc__ 471% 003 a
12 519 0,05 ¢ 529 £ 005 cd 499 £ 0,04 a 548 £ 003 f 549 £ 0,07 f 531+ 0,04 d 537 + 001 e 525 0,07 ¢ 500 + 0,04 a 502 + 0,03 a
24 490 £ 005 ¢ 4,90 £ 0,04 ¢ 4,63 £ 0,04 b 5,02 £ 0,04 d 501 0,01d 4,95 + 006 d 4,64 0,02 b 4,62 + 0,03 b 461 003 b 433+ 003 a
48 532:004d A 537 :005d A 507 t004b A 565:005f A 549 006e A 551 004e A 521 003c A 523+008c A 510 005bc A 4,84 0052 4

A albumina foi monitorada em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de soro sanguineo
humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparacbes de Siolmatra
brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As
tabelas apresentam os valores de albumina expressos em g/dL como médias * erro padrao da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo
foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre
0s grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do
teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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A tabela 4 apresenta os resultados referentes aos niveis de ALT (monitorados
via atividade da enzima) nas amostras de soro sanguineo humano no tempo O e
apos 6, 12, 24 e 48 horas de incubacéo, na auséncia ou na presenca de MGO, e na
auséncia ou na presenca de SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), SbCHCIs (250, 125 e
62,5 ug/mL) ou naringenina (400, 200 e 100 puM).

No tempo 0, amostras de soro acrescidas de AG (soro + AG) ou de MGO
(soro + MGO) apresentam diminuicdo na atividade de ALT, em relacdo as amostras
contendo somente soro. Nas amostras de soro acrescidas de MGO e AG (soro +
MGO + AG), as atividades de ALT também estdo diminuidas, porém pouco maiores
em relacéo aos valores observados nas condi¢cdes soro + AG e soro + MGO. Apos
48 horas de incubagéo, diminui¢cdes na atividade de ALT foram observadas, nas
diversas condi¢des estudadas. As amostras contendo somente soro apresentaram
diminuicdo de 32% na atividade de ALT, apds 48 horas de incubacao, em relacdo
ao tempo 0. Amostras de soro + AG apresentaram diminui¢cdo de 57% na atividade
de ALT, em relacdo a atividade da enzima antes do inicio da incubacdo. Amostras
de soro acrescidas de MGO (soro + MGO e soro + MGO + AG) ndo apresentaram
alteragdo na atividade de ALT, em relag&o ao tempo 0.

A adicdo de SbExt (500, 250 e 125 pg/mL) em amostras de soro, antes de
serem iniciadas as incubacdes, ndo causaram alteracdes na atividade da ALT, tanto
nas comparacdes entre as diferentes concentracbes do extrato, quanto nas
comparacdes presenca e auséncia de extrato. Amostras de soro + MGO + SbExt
(500, 250 e 125 pg/mL), antes do inicio das incubacdes, ndo diferiram entre si em
relacdo a atividade da ALT, porém apresentam diminuicdo da atividade da enzima
(58%) em relacéo aos valores da amostra soro, e ndo diferiram do grupo soro +
MGO. Apébs 48 horas de incubacdo, amostras soro + SbExt (500, 250 e 125 pg/mL)
apresentaram diversos perfis de alteracdo na atividade de ALT, em relacdo ao
tempo O: aumento de 82% na atividade de ALT na condigdo soro + SbExt 500
pMg/mL, auséncia de alteracdo na atividade de ALT na condicdo soro + SbExt 250
pg/mL, e diminuicdo de 35% na atividade de ALT na condicdo soro + SbExt 125
pg/mL. ApGs 48 horas de incubagdo, amostras de soro + MGO + SbExt nas
concentracbes de 500 e 250 pg/mL apresentaram aumentos (3,4 e 2,5 vezes,

respectivamente) na atividade de ALT, em relacédo ao tempo 0, enquanto ndo houve
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alteracao significativa na atividade da enzima em amostra de soro + MGO + SbExt
na concentracdo de 125 pg/mL.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), as atividades de ALT ndo foram
alteradas nas amostras soro + SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL), seja na
comparacao dessas condicfes entre si, seja na comparacdo de soro + SbCHCIs
versus soro sem o acréscimo de SbCHCls. Ao término da incubacéo (48 horas), as
atividades de ALT nas amostras de soro + SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL)
apresentaram valores semelhantes entre si, e também semelhantes aos valores
encontrados no soro sem o acréscimo de SbCHCIs. No tempo 0, soro + MGO +
SbCHCI3 (250, 125 e 62,5 pg/mL) apresentaram valores de atividade de ALT
semelhantes entre si (11,7 U/L, 11,7 U/L e 10,7 U/L, respectivamente), porém esses
valores sdo significativamente menores em relagdo a atividade da enzima na
condicao soro (24,0 U/L). Apos 48 horas de incubacao, as atividades de ALT nas
amostras soro + MGO + SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) ndo diferiram entre si
(10,3 U/L), porém foram maiores em relacdo aos valores de soro + MGO (8,0 U/L),

no tempo 48 horas.

No tempo 0, nas amostras de soro + NAR em suas diferentes concentracgées,
a atividade da ALT nao foi diferente na comparacdo dessas condi¢cbes entre si, e
também néo diferiram em relacao aos valores encontrados na amostra de soro sem
o flavonoide, no mesmo tempo. ApdGs 48 horas de incubacdo, amostras soro + NAR
(400, 200 e 100 pM) apresentam maiores valores de atividade de ALT (10,4%,
22,7%, 28,8%, respectivamente) em relacdo aos valores encontrados na condi¢cao
soro. Apos 48 horas de incubacdo, amostras soro + MGO + NAR (400, 200 e 100
MM) apresentam valores de atividade de ALT semelhantes entre si (12,7 U/L, 11,3
U/L e 11,7 U/L, respectivamente), porém esses valores foram maiores em relacéo a
atividade de ALT encontrada na condicdo soro + MGO (8,0 U/L).
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Tabela 4. Niveis de ALT em sistema-modelo de modificag6es glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou
na presenca de SbExt, SbCHCIs e naringenina.

Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
A) Horas o ke Soro+MGO  Soro+MGO+AG o b i 5o0ugimL  SbExt250ug/mL  SbExt125ug/mL  SbExt 500pgimL  SbExt 250ug/mL  SbExt 125ug/mL
0 240 £ 00 d 93 03 a 90 £ 06 a 130 £ 06 o 243 £ 034 240 £ 06 d 243 £ 034 700 £ 06 a 700t 06 a 700 £ 06 a
6 230:06 d 10003 b 73:03 a 157 £ 03 ¢ 243+ 094d 240+ 06d 237+ 094d 97+ 03b 103 07b 103 07b
12 237:03 e 100 £03 b 83:03 a 157 £ 03 d 243% 03e 243% 03¢ 247% 03¢ 107 03b 107 03b 110 00b
24 223:03 e 6703 b 83:03 a 130 £ 00 d 250+ 064 233+ 03f 223+ 03e 110+ 00c 110+ 00c 110+ 00c
48 163:03 d 4 40:00 a 8000 b 11,7 £03 ¢ 443 099 4 257 096 157+ 09d A 337% 09f A 247% 07e A 11,0 00c
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
B) Hors for0 sk Soro*MGO  Soro+MGO*AG o 110y 250ugimL SbCHCI; 125ug/mL SbCHCI, 62,5ug/mL SbCHCI, 250ugimL SbCHCI, 125ugimL. ShCHCI, 62,5ug/mL
0 240 £ 00 e 93 03 a 90 £ 06 a 130 £ 06 d 243+ 03ef 247 & 03f 247 £ 03 f T1.7 £ 03 c T1.7 £ 03 c 107 £ 03 b
6 230:06 e 100 £03 b 73:03 a 157 £ 03 d 243+ 03f 237+ 03ef  233: 036 113+ 03¢ 110 00c 107+ 03¢
12 237203 e 10,0 £ 03 be 8303 a 157 £ 03 d 243% 03e 237% 076 237% 036 100 00b 107 03c 103+ 03 be
24 223:03 f 6703 b 83:03 a 130 £00 o 223% 03f 223% 03f 227% 03f 113 034d 113 03d 107 03¢
48 163:03 f a4 40:00 a 8000 b 1,7 £03 d 157t 03f & 150% 006 157% 03f 4 103f 03c 103 03c 103 03c
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
c) ik i Torar 0 M Y NAR 400uM NAR 200uM NAR 100uM NAR 400uM NAR 200uM NAR 100uM
0 240 £ 00 e 93 * 03 a 90 * 06 a 130 * 06 d 243 £ 036 243 £ 03 o 247 £ 03 e 113 £ 030 107 * 03cb  103% 03b
6 230:06 f 10003 b 73:03 a 157 £ 03 e 237+ 03f 237+ 03f 237+ 03f 117+ 034d 107 03¢ 110 00c
12 237 :03 ef 10003 b 83:03 a 157 £ 03 d 237+ 03ef  243% 03f 233% 03¢ 110 00c 107 03bc _ 110f 00c
24 223:03 e 6703 b 83:03 a 130 £ 00 d 233+ 03e 237+ 03e 237+ 03e 113+ 03¢ 110+ 00c 110+ 00c
48 163:03 f a4 40:00 a 8000 b 11,7 £03 d 180t 069 A 200% 00h 4 210 061 A 127% 03e 113 03¢ 11,7 = 07 cde

Os niveis de ALT foram monitoradas em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de soro
sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparagdes de Siolmatra
brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 ug/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As
tabelas apresentam os niveis de ALT expressos em U/L como médias + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram
avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo O e 48 horas foi avaliado através do teste
t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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A tabela 5 apresenta os resultados referentes aos niveis de triglicerideos nas
amostras de soro sanguineo humano no tempo O e apdés 6, 12, 24 e 48 horas de
incubacédo, na auséncia ou na presenca de MGO, e na auséncia ou na presenca de
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) ou naringenina
(400, 200 e 100 pM).

No tempo O, os niveis de triglicerideos foram semelhantes entre si nas
amostras soro, soro + MGO e soro + MGO + AG. Porém, apos 48 horas de
incubacéo, os niveis de triglicerideos nas amostras soro e soro + MGO + AG foram
discretamente maiores (8%), em relacdo aos valores observados no tempo 0O, e ndo
diferiram entre sim ao término da incubacao (48 horas). Nas amostras soro + MGO
também houve aumento (13%) nos niveis de triglicerideos, em relacdo ao tempo 0,
e esses valores foram superiores aqueles encontrados nas condi¢cdes soro e soro +
MGO + AG, apoés 48 horas.

Antes do inicio das incubagbes, amostras soro + MGO + SbExt (500, 250 e
125 pg/mL) ndo apresentaram diferencas entre si em relacdo aos niveis de
triglicerideos. Ja4 apds 48 horas de incubacdo, houve uma discreta alteracdo nos
niveis desse lipideo, em relacdo ao tempo 0, onde a menor concentracdo de SbExt
promoveu menor aumento nos niveis de triglicerideos: as taxas de aumento nos
niveis de triglicerideos nas amostras soro + MGO + SbExt 500, 250 e 125 pg/mL
foram de 10,5%, 7,9% e 7,2%, respectivamente, na comparac¢ao entre o tempo 0
versus 48 horas.

No tempo 0, a adicdo de SbCHCIs nas diferentes concentracdes estudadas
(250, 125 e 62,5 pg/mL), em soro ou soro + MGO, ndo promoveu alteracbes nos
niveis de triglicerideos, sendo esses valores semelhantes aos encontrados na
amostra contendo somente soro. Apdés 48 horas de incubacdo, houve discreto
aumento nos niveis de triglicerideos na condi¢do soro + SbCHCIsz na auséncia de
MGO, em relacéo ao tempo 0, sendo esses aumentos de 9,65% (250 pg/mL), 9,97%
(125 pg/mL) e 11,11% (62,5 pg/mL), o mesmo pode ser observado em amostras
soro + MGO + SbCHCIs os quais apresentaram aumento de 7,01% (250 pg/mL),
6,97% (125 pg/mL) e 6,95% (62,5 pg/mL).

As incubacbes de soro + MGO na presenca de NAR nas concentracdes de
400, 200 puM, e antes do inicio da incubacéo (tempo 0), ndo apresentam diferencas
entre si nos niveis de triglicerideos. O avanco da incubacdo ndo causou mudancas

nos niveis de triglicerideos; porém, apds 48 horas de incubacdo, NAR nas
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concentragfes de 400 e 200 uM promoveu um discreto aumento no contetdo de
triglicerideos (5,2 e 5,8% respectivamente), em relacdo ao tempo 0, enquanto
incubacbes na presenca de NAR 100 uM apresentaram niveis de triglicerideos

semelhantes na comparacao tempo 0 versus tempo 48 horas.
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Tabela 5. Niveis de triglicerideos em sistema-modelo de modificagcdes glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na
auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCIz e naringenina.

Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
A) Horas bk b Soro+MGO  Soro#MGO+AG g p i 500ugimL  SbExt 250pgimL  SbExt125ugimL  SbExt500ug/mL  SbExt250ug/mL  SbExt 125pgimL
0 118715 ab 119012 ab 118010 a _ 1190%1,2 ab 1180 % 10a 1213 % 13b _ 1197 % 09ab 1170% 15a 1177 % 12a 1173 % 15a
6 119315 ab 120309 ab 125309 d 1203 00 ab 1253: 09d  1223% 15c 1213 09bc 1177 19a  1180% 15a  1187% 15a
12 1233£03 b 1243%09 b _ 1273%13 ¢ 124309 b _ 1273% 13c 1267 % 12c _ 1260% 12c _ 1210% 06a  1210% 15a 1207+ 07 a
24 123309 ab 1250:12 b 128015 c 125012 b 1280% 15c _ 1260+ 17bc  1263% 15bc  1217% 12a 1220 10a 1213 13a
48 1283 :09 b A 132006 c A 134006 d A 1297 209 b 4 1330 06cd 4 1307+ 09b 4 1250 06a 4 12097 09b 4 1270 15ab & 1257 09a 4
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
B) Horas ki . Soro+MGO  Soro*MGO+AG o\ o) H50ugimL SCHCI, 125ug/mL SbCHC, 62,5ug/mL SbCHCI; 250ug/mL. SbGHCI; 125ugimL SbCHC, 62,5ug/mL
0 1187 15 bc 119012 ¢ 1180 £1,0 bc 1190%12 ¢ 1170 % 12bc_ 1173 % 12bc_ 1170t 06b 1143 % 09a 1147t 09a  1150% 12a
6 119315 a  1203:09 a 1253 :09 b _ 1203+09 a  1243: 18b 1237 12b _ 1237% 12b _ 1193 15a  1197% 09a  1197% 18a
12 1233%03 ¢ 1243%09 c 127313 d 124309 ¢ 1200% 15b 1203+ 13b _ 1207% 17b _ 1160z 20a 1157« 12a 1160« 15a
24 1233:09 b 1250:12 b 128015 c 125012 b 1257% 09bc 1277+ 09c _ 1260+ 17bc 1207+ 07a  1210% 17a 1210 12a
48 1283 :09 b A 132006 c A 134006 d A 1297 :09 b A 1283t 18b 4 1290 21b 4 1300 10b 4 1220 15a 4 1227 15a 4 1230 10a 4
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
C) P ek e SN e 00 NAR 400pM NAR 200pM NAR 100pM NAR 400pM NAR 200pM NAR 100pM
0 1187 156 bc 119012 ¢ 1180 £ 1,0 bc 1190 %12 ¢ 1173 % 12b _ 1173 % 03b _ 1197 % 03c _ 1150% 10a  1150% 06a  1180% 06b
6 119315 b  1203:09 b _ 1253:09 d  1203+09 b _ 1233% 03c 1237 03c 1190 06b _ 1203 07b _ 1190% 06b _ 1157 % 03a
12 1233%03 b 1243%09 b 1273%13 ¢ 124300 b 1237+ 09b 1237+ 09b  1233% 09b _ 1190% 12a 1183z 12a 1197+ 09a
24 123309 cd 1250+12 d 128015 e 125012 d  1220% 10bc 1217+ 12bc  1143% 03a _ 1200+ 06b 1203+ 07b _ 1147 03a
48 1283 09 de A 1320 :06 e A 134006 g A 1297 09 e A 1270t 10d 4 1273t 12d 4 1243t 07c 4 1210 21b 4 1217 13b 4 1177 09a 4

Os niveis de triglicerideos foram monitorados em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de soro
sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparagcdes de Siolmatra
brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 ug/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 uM), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As
tabelas apresentam os valores de triglicerideos expressos em mg/dL como médias + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de
tempo foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05)
entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através
do teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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A tabela 6 apresenta os resultados referentes aos niveis de colesterol total
nas amostras de soro sanguineo humano no tempo 0 e ap0s 6, 12, 24 e 48 horas de
incubacédo, na auséncia ou na presenca de MGO, e ha auséncia ou na presenca de
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) ou naringenina
(400, 200 e 100 pM).

No tempo 0, os niveis de colesterol total nas amostras soro, soro + MGO e
soro + MGO + AG nao foram diferentes entre si. Apds 48 horas de incubacéo, as
amostras soro, soro + MGO e soro + MGO + AG também néo diferiram entre si em
relacdo aos niveis desse lipideo. Ainda no tempo 48 horas nao foi possivel observar
alteracdo nos niveis de colesterol total, em relacdo ao tempo 0, nas amostras soro,
soro + MGO e soro + MGO + AG.

Antes do inicio (tempo 0), bem como ao término das incubacdes (tempo 48
horas), as amostras soro + MGO + SbExt nas diferentes concentracdes (500, 200 e
125 pg/mL) néo diferiram entre si em relagdo aos niveis de colesterol total.
Entretanto, na comparacdo tempo O versus tempo 48 horas, ndo foi possivel
observar alteracdes nos niveis de colesterol total, nas amostras apds 48 horas de
incubacéo.

No tempo O, as incubacdes de soro + MGO + SbCHCIs (250, 125 e 62,5
pHg/mL) ndo diferiram entre si em relacdo aos niveis de colesterol total; o mesmo
perfil foi mantido apds 48 horas de incubacéo. Ja na comparacéo tempo 0 versus 48
horas, amostras soro + MGO + SbCHCIs (250, 125 e 62,5ug/mL) apresentaram
discretos aumentos nos niveis de colesterol, apés 48 horas de incubagéo.

Nas incubacbes de soro + NAR (400, 200 e 100 uM), antes do inicio das
incubacbes, os niveis de colesterol total ndo diferiram entre si, e também néo
diferiram dos niveis de colesterol de amostras contendo somente soro. Ainda antes
do inicio das incubacgfes, nas amostras de soro + MGO + NAR (400, 200 e 100 pM),
os niveis de colesterol estdo discretamente diminuidos nas incubacdes soro + MGO
+ NAR 400 pM, em relacdo as incubacbes soro + MGO + NAR 200 uM e soro +
MGO + NAR 100 pM. Apos 48 horas de incubacdo, amostras soro + NAR (400 e
200 pM) néo diferiram entre si e apresentam valores superiores de colesterol total,
em relacdo as incubagbes contendo somente soro. Ja soro + NAR 100 uM
apresentou menores niveis de colesterol total em relagdo a soro + NAR 400 ou 200
MM, e ndo diferiu de amostras contendo somente soro. Os niveis de colesterol nas
incubagdes soro + MGO + NAR 400 uM e soro + MGO + NAR 200 pM néo diferiram
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entre si, e também nao foram diferentes das incubac¢des soro, soro + MGO, soro +
MGO + AG, no tempo 48 horas.
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Tabela 6. Niveis de colesterol total 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 naringenina.

Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
A) Horas o b Soro*MGO  Soro*MGO*AG g 0 i 500ugimL  SbExt 250ugimL  SbExt125ugimL  SbExt500ugimL  SbExt250ug/mL  SbExt 125ugimL
0 1787 20 bc 1773 28 bc 1800 * 24 bc 1760 21 ab 1770 % 156b _ 1793 * 09bc 1817 % 17c  1750% 06a 1747 % 03a _ 1760 £ 10ab
6 174713 b 1763 £20 bc 177320 bc 175021 bc 1770% 15bc 1770 10bc 1783% 12c 1690 12a  1710% 06a  1707% 17a
12 185010 b _ 1840%15 b _ 1863 £18 bc 1847 £12 b _ 1877+ 22bc 1880+ 10c _ 1873% 03c _ 1783+ 19a 1790+ 15a 1803 % 12a
24 1847 £ 09 bc 1837 t09 bc 1857 £15 c _ 183012 b _ 1863% 07c _ 1860% 06c _ 1863+ 03c 1790 06a 1797 19a 1803+ 09a
48 181010 a  1820:06 a 183012 a 181015 a  1860% 17b 1857t 27ab 1873: 20b  1827: 20a 1820 15a  1823: 13a
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
B) Horee sk - Soro*MGO  Soro*MGO+AG o\ o) 250ug/mL SCHCI; 125ug/mL SbCHC, 62,5ugimL SbCHCI; 250ug/mL. SbGHCI; 125ugimL SbCHCI, 62,5ug/mL
0 1787 20 bc 1773 +28 bc 1800 + 24 bc 1760 £21 b 1783 % 15bc 1783 £ 17bc 1783 t 12bc 1723 % 18a 1727t 13a 1730t 15a
6 1747 :13 a  1763:20 a 177320 a  1750%21 a  1823% 12b _ 1833% 15b 1817+ 09b 1750 15a  1750% 15a 1777% 24a
12 185010 ¢ 1840%15 c 1863 %18 c 184712 ¢ 1813% 13b 18,7« 03b  181,0% 12b 1710z 15a  1720% 21a  1730% 15a
24 184709 b 1837 +09 ab 1857 £ 15 bc 1830 + 1,2 ab 1867 % 12c _ 1867+ 15c _ 1857+ 09b 1827+ 33ab 1807+ 23a 1823 23 ab
48 181010 a 182006 a 183012 ab 181015 a 1853t 17b  1857% 12b 1857 09b 1830 06a 1820 1,2a 1830z 1,0ab
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
c) e o e TN Wm0 NAR 400pM NAR 200pM NAR 100pM NAR 400pM NAR 200pM NAR 100pM
0 1787 +20 bc 1773 +28 bc 1800 + 24 bc 1760 £21 b __ 1797 & 07c__ 1787 * 09bc 1807 £ 09c 1737 % 12a 1743 % 19ab 1760 % 06b
6 1747 :13 b 1763 £20 bc 1773 20 bc 175021 bc 1817+ 09d 1827 09d  1783% 12c  1743% 09b 1747 13b _ 1673% 09a
12 1850%10 b  1840%15 b _ 1863 18 bc 184712 b _ 1837+ 12b _ 1847+ 07b  1870% 06c _ 1787« 09a  1780% 15a 1787% 12a
24 1847 £ 09 de 1837 t09 de 1857 15 ef 183012 d  1870% 06f 1860+ 06f 1820+ 06c _ 1797+ 03b 1790 15b _ 1733+ 03 a
48 1810 t 1,0 bc 1820 t06 c 1830 1,2 cd 1810 1,5 bc 1847t 07d 1843t 12d  1797% 07b 1810 15bc 1797 15bc 1760 06 a

Os niveis de colesterol total foram monitorados em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de
soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparagdes de
Siolmatra brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125 pug/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C por 48
horas. As tabelas apresentam os valores de colesterol total expressos em mg/dL como médias * erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada
periodo de tempo foram avaliados através do teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo O e 48
horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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A tabela 7 apresenta os resultados referentes aos niveis de HDL-colesterol
nas amostras de soro sanguineo humano no tempo 0 e ap0s 6, 12, 24 e 48 horas de
incubacédo, na auséncia ou na presenca de MGO, e na auséncia ou na presenca de
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) ou naringenina
(400, 200 e 100 pM).

Antes do inicio das incubacdes, as amostras soro, soro + MGO e soro + MGO
+ AG nédo apresentaram diferencas entre si em relacdo aos niveis de HDL-
colesterol. Apos 12 horas de incubacéo, as amostras das condi¢cdes soro, soro +
AG, soro + MGO e soro + MGO + AG apresentaram aumentos nos valores de HDL-
colesterol, em relacdo ao tempo 0, de aproximadamente 9,8%, 9,2%, 2,0% e 5,4%,
respectivamente. Ao término da incubacdo (48 horas), ndo foram observadas
alteracdes nos niveis de HDL-colesterol nas amostras soro, soro + AG, soro + MGO
e soro + MGO + AG, em relacdo as respectivas amostras no tempo O.

No tempo O, as amostras de soro + MGO + SbExt, nas diferentes
concentracfes de extrato estudadas, ndo diferiram entre si em relagdo aos niveis de
HDL-colesterol. Ap6s 48 horas de incubacdo, as amostras soro + MGO + SbExt
(500, 250 e 125 pg/mL) ndo apresentaram alterac6es nos niveis de HDL-colesterol
guando comparadas ao tempo O.

No tempo 0, a amostra soro + MGO + SbCHCIz 125 pg/mL apresentou um
discreto aumento (3,6%) nos niveis de HDL-colesterol, quando comparada a
condi¢cao soro + MGO + SbCHCIs 250 pg/mL, enquanto a condigdo soro + MGO +
SbCHCIs 62,5ug/mL ndo apresentou diferenca nos niveis de HDL-colesterol em
comparacao as outras duas condi¢cdes previamente citadas. Apos 48 horas de
incubacéo, as amostras soro + MGO + SbCHCIz em suas diferentes concentrages
nao demonstraram diferenca significativa. Quando os valores obtidos de 48 horas
sdo comparados aos obtidos antes do inicio da incubacdo (tempo 0) ndo foi possivel
observar alteracées nos niveis de HDL-colesterol.

No tempo 0, as amostras soro + MGO + NAR, em suas diferentes
concentracfes, ndo apresentaram diferencas entre si em relagcdo aos niveis de
HDL-colesterol. Ao término do tempo de incubacédo (48 horas), os valores de HDL-
colesterol nas amostras soro + MGO + NAR nas diferentes concentracdes
apresentam discretas diferencas entre si: a amostra soro + MGO + NAR 400uM
apresentou valores de HDL-colesterol superiores (49,7 mg/dL) em relacdo a
condi¢ao soro + MGO + NAR 100 pM (46,0 mg/dL), e a condicdo soro + MGO +
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NAR 200 puM apresentou valores de HDL-colesterol (48,0 mg/dL) que né&o diferiram
dos valores encontrados nas condigbes previamente descritas. Quando
comparamos os valores de HDL-colesterol nas condicdes tempo 0 versus 48 horas,
€ possivel observar que nédo houve diferenca nos niveis de HDL-colesterol para a
amostra soro + MGO + NAR (400, 200 e 100 pM).
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Tabela 7. Niveis de HDL-colesterol em sistema-modelo de modifica¢des glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na
auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCIs e naringenina.

Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
A) Horas oo b Soro+MGO  Soro+MGO+AG g b\ soougimL  SbExt250ugimL  SbExt125ug/imL  SbExt500ug/imL  SbExt250pg/mL  SbExt125ug/mL
0 510 £12 bc  510%06 bc 497 £07 b 50,0 £ 06 b 523 & 07c¢ 523 % 07¢ 520 £ 06 c 480 t 06 a 483 * 09 a 480t 1,0a
6 52006 ¢ 517 £03 ¢ 49006 ab 50309 b 550t 064 547t 074 550 0,6 d 480 10a 480 06a 483t 07a
12 56,0 £ 00 d 557 £ 07 de 507 £07 b 527 £ 0,7 ¢ 567t 07de 573% 03e 570 00e 290+ 06 a 490+ 06 a 493+ 03a
24 503 :03 d 50,0 £ 06 d 460 £ 06 b 473:03 ¢ 520 00e 520 06e 520 06e 450 06 a 453 03a 453 03a
48 507:07 b 507 £ 09 b 48010 a 497 09 ab 530t 06¢c 523t 07¢ 520 06 537 09c 520t 12bc 503 09b
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
B) Hores i ksda Soro+MGO  Soro*MGO+AG o\ o H50ugimL SBCHCI, 125ugimL ShCHCH, 62,5ug/mL SbCHCI, 250ugimL SbCHCI; 125ugimL SbCHCI, 62,5ug/mL
0 51012 o 51,0 £ 06 ¢ 497 £ 07 ¢ 50,0 £ 0,6 o 493 t 08¢ 510 12¢ 507 £ 09 c 463 £ 07 a 480 t 06b 477t 03ab
6 52006 ¢ 517 £03 ¢ 490106 b 503 £09 b 540 104 553% 154 550 06 d 463 09 a 480t 06ab _490f 12b
12 56000 | 557 £ 07 | 50,7 £ 0,7 d 527 £ 07 e 490 06 513t 034 527 07e 23 07a 450 06b 453 09b
24 503 :03 d 50,0 £ 06 d 460 £ 06 ab 47303 b 493z 12d 540 06 e 540 00e 440 15a 470 06bc 480 06 cd
48 507 :07 ¢ 50,7 £ 09 ¢ 480 £ 10 bc 497 t 09 ¢ 470t 06ab 493z 09c 507 07c 457 07a 463 03a 473 09 ab
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
c) Horas oro o e S ThHeL s e NAR 400uM NAR 200uM NAR 100uM NAR 400uM NAR 200uM NAR 100uM
0 51012 bc 51,006 b 497 £ 07 ab 500 t06 ab 500¢% 0G6ab 51,3% 07bc 523¢% 03¢ 500 £ 06ab 490 £ 06 a 493t 03a
6 52006 b 517 £03 b 490 £ 06 a 503 £09 ab 510 06b 537t 03¢ 543 03¢ 507+ 07ab 500 06ab 493 03a
12 560 £00 e 557 £ 07 e 507 £ 07 b 527 £ 07 ¢ 513t 07¢ 540+ 06d 553+ 03e 517+ 03¢ 493+ 03b 480+ 06 a
24 503 :03 d 50,0 £ 06 d 460 £ 06 b 473:03 ¢ 460 06b 480+ 06 c 497 03d 473 03¢ 457 09b 427 03a
48 507 :07 d 50,7 £ 09 d 480 £ 10 bc 497 t09 cd  47,7% 07b 293 03¢ 500t 06cd 497 09cd 480 12bc  460f 00a

Os niveis de HDL-colesterol foram monitorados em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de
soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presen¢ca de compostos e/ou preparagfes de
Siolmatra brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125 pug/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C por 48
horas. As tabelas apresentam os valores de HDL-colesterol expressos em mg/dL como médias + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada
periodo de tempo foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo O e 48
horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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Na figura 17 sdo apresentados os resultados relacionados a estimativa dos
AGEs fluorescentes, monitorados nos tempos 0 (antes da incubacgéo) e apos 6, 12,
24 e 48 horas de incubacbBes de soro sanguineo humano na auséncia ou na
presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na auséncia
ou na presenca de extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (SbExt
500, 250 e 125 pg/mL) (Figura 17A), fracdo cloroférmica do extrato hidroetandlico do
caule de Siolmatra brasiliensis (SbCHCIs 250, 125 e 62,5 pg/mL) (Figura 17B), e do
flavonoide naringenina (NAR 400, 200 e 100 uM) (Figura 17C).

E possivel observar um aumento progressivo na intensidade de fluorescéncia
emitidas pelos AGEs nas amostras soro + MGO, desde o tempo O até o término das
incubacbes (48 horas). Destaca-se que, apds 48 horas de incubacado, a condicéo
soro + MGO apresentou um significativo aumento (794%) na intensidade de
fluorescéncia dos AGEs, em comparacdo as incuba¢des contendo somente soro
(sem adicdo do MGO). A AG demonstrou ser efetiva na inibicdo da formacéo dos
AGEs fluorescentes, durante todo o periodo de incubacdo. Apbés 48 horas de
incubacéo, a intensidade de fluorescéncia dos AGEs na condicdo soro + MGO + AG
foi 75% menor em relacdo a condicdo soro + MGO.

O extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (Figura 17A), em
todas as concentracdes estudadas e nas condi¢cdes de incubacdo soro + MGO +
SbExt, demonstrou significativa capacidade de inibir a formacdo de AGEs
fluorescentes. A partir de 24 horas de incubacéo, foi possivel observar uma relagéo
concentracdo-dependente do SbExt em relagcéo ao potencial em diminuir a formacéo
de AGEs do sistema-modelo soro + MGO. No tempo de 24 horas, as diferentes
concentracfes de SbExt (500, 250 e 125 pg/mL) foram capazes de inibir a formacéao
de AGEs em aproximadamente 19%, 17% e 15%, respectivamente, sendo o extrato
menos eficaz nessa atividade anti-AGE no tempo de 48 horas, onde a inibicdo na
formacédo de AGEs fluorescentes foi menor em comparacao ao tempo de 24 horas,
cujas diminui¢des nos niveis de AGEs foram de 13%, 10% e 8%, respectivamente
(Figura 17A).

A fragdo SbCHCIs também demonstrou ser eficaz em diminuir a intensidade
de fluorescéncia dos AGEs gerados no sistema-modelo soro + MGO. No tempo de 6
horas, foi possivel observar uma relacdo concentracdo-dependente de SbCHCI3 em
relacédo a atividade anti-AGE, sendo essa fracdo capaz de diminuir a intensidade de
fluorescéncia dos AGEs nas incubac¢des soro + MGO + SbCHCIs nas concentracdes
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de 250, 125 e 62,5 pg/mL em aproximadamente 17%, 10% e 5%, respectivamente,
em relagédo aos valores de fluorescéncia obtidos das incubagdes de soro + MGO.
Apos 48 horas de incubacdo, SbCHCIs apresentou discreta capacidade em inibir a
formacéo de AGESs, diminuindo a intensidade de fluorescéncia em cerca de 10% em
relagdo a incubacao soro + MGO, em todas as concentracdes estudadas (Figura
17B).

A naringenina, em todas as concentracdes estudadas e desde o tempo 6
horas, apresentou significativa capacidade em inibir a formacdo de AGEs
fluorescentes no sistema-modelo soro + MGO, sendo observada uma diminui¢do na
intensidade de fluorescéncia com perfil concentracdo-dependente. Apos 48 horas de
incubacéo, foi possivel observar que a naringenina diminuiu a formacédo de AGEs
fluorescentes nas incubacdes de soro + MGO, em cerca de 24% (400 uM), 18%
(200 pM) e 11% (100 pM), quando comparados ao sistema-modelo soro + MGO
sem a adic¢ao do flavonoide (Figura 17C).
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Figura 17. Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs em sistema-modelo de modificacdes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SbExt, SbCHCIz ou naringenina.
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A formacéo de AGEs fluorescentes foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy
H1TM, BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitagdo de A350nm e emissdo de
A440nm, em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO),
e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparacfes de Siolmatra brasiliensis:
A) SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIz (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100
uM), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As amostras foram diluidas na proporcao 1:25 com tampao
PBS. Os valores de intensidade de fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como médias * erro padrao
da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de
varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos
respectivos grupos entre os periodos de tempo O e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o
simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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Processos oxidativos que ocorrem sobre residuos de triptofano em proteinas
favorecem a formagéo de N’-fomilquinurenina, a qual pode ser monitorada via
fluorescéncia, nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 325 nm e 344
nm, respectivamente

Na figura 18 estdo as representacdes graficas dos valores de fluorescéncia
referentes a N’-formilquinurenina, monitorados nos tempos 0 (antes da incubacao) e
apos 6, 12, 24 e 48 horas de incubacdes de soro sanguineo humano na auséncia ou
na presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na
auséncia ou na presenca de extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis
(SbExt 500, 250 e 125 pg/mL) (Figura 18A), fracdo cloroférmica do extrato
hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (SbCHCIs 250, 125 e 62,5 pg/mL)
(Figura 18B), e do flavonoide naringenina (NAR 400, 200 e 100 uM) (Figura 18C).

No decorrer dos tempos de incubacdo, as amostras soro + MGO
apresentaram um aumento progressivo na intensidade de fluorescéncia, o que
caracteriza maior formagao de N’-formilquinurenina. Este aumento de fluorescéncia
nas amostras soro + MGO alcancou maiores valores de fluorescéncia no tempo de
48 horas, representando um aumento de intensidade de cerca de 8,5 vezes em
relacdo as incubacdes contendo somente soro. Também foi possivel observar o
efeito protetor da AG sobre a oxidacdo de residuos de triptofano, diminuindo a
formagdo de N’-formilquinurenina, consequentemente houve diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia, a qual foi evidente desde o tempo 0 até 12 horas,
onde as incubagdes soro + MGO + AG né&o apresentaram aumento de fluorescéncia
em relacdo as incubacbes soro + MGO. Como exemplo do efeito protetor da AG,
este farmaco protétipo anti-AGE foi capaz de inibir em 83% a formagdo N’-
formilquinurenina no sistema-modelo soro + MGO, no tempo de incubacdo de 48
horas, em comparacao aos valores encontrados nas incubacdes de soro + MGO.

O extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (Figura 18A), bem
como sua fragdo cloroformica (SbCHCIs) (Figura 18B) e a substéncia majoritaria
presente nesta fracdo, o flavonoide naringenina (Figura 18C), nas diferentes
concentracfes estudadas, ndo apresentaram a mesma eficacia de inibicdo na
formacao de N’-formilquinurenina, quando comparados ao efeito da AG. Dentre
essas preparacfes/metabdlitos, quem mais se destacou foi a naringenina,

especialmente na concentracdo de 400 uM (Figura 18C), a qual diminuiu em 34% a
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fluorescéncia de N’-formilquinurenina, em relagcdo aos valores de fluorescéncia
observados no soro + MGO, no tempo de 48 horas.
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 presenca de SbExt, SbCHCIs ou naringenina.
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A formacao de N’-formilquinurenina foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy
H1TM, BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitagdo de A325nm e emisséo de
A344nm, em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO),
e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparacfes de Siolmatra brasiliensis:
A) SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100
pM), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As amostras foram diluidas na propor¢éo 1:25 com tampéao
PBS. Os valores de intensidade de fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como médias + erro padrdo
da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de
varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos
respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o
simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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A N’-formilquinureina, gerada como um produto da oxidacdo dos residuos de
triptofano, pode ser desformilada, produzindo quinurenina, a qual pode ser
monitorada via fluorescéncia, nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao de
360 nm e 480 nm, respectivamente.

Na figura 19 estdo as representacdes graficas dos valores de fluorescéncia
referentes a quinurenina, monitorados nos tempos 0 (antes da incubacao) e apos 6,
12, 24 e 48 horas de incubacbGes de soro sanguineo humano na auséncia ou na
presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na auséncia
ou na presenca de extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (SbExt
500, 250 e 125 pg/mL) (Figura 19A), fracéo cloroférmica do extrato hidroetandlico do
caule de Siolmatra brasiliensis (SbCHCIs 250, 125 e 62,5 pg/mL) (Figura 19B), e do
flavonoide naringenina (NAR 400, 200 e 100 uM) (Figura 18C).

E possivel observar que a fluorescéncia emitida pela quinurenina, nas
amostras contendo soro + MGO, apresentaram um aumento progressivo de
intensidade, desde o tempo 0, alcancando um aumento em aproximadamente de 6
vezes apo6s 48 horas de incubacdo, em comparagdo as incubacdes contendo
somente soro, sem o acréscimo de MGO. A AG promoveu significativa inibicdo na
formacao de quinurenina no sistema-modelo soro + MGO, em especial no tempo de
48 horas, onde a intensidade de fluorescéncia da incubacdo soro + MGO + AG foi
68% menor em relacéo aos valores de fluorescéncia nas incubacdes soro + MGO.

Os efeitos do extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (Figura
19A), da fracéo cloroférmica (SbCHCIs) (Figura 19B) e da naringenina (Figura 19C),
nas diferentes concentracées estudadas, foram mais discretos em comparacao a
AG, em relacdo a inibicdo na formacdo de quinurenina. As preparacfes de
Siolmatra brasiliensis e o flavonoide foram capazes de diminuir, em pequena escala,
a intensidade de fluorescéncia da quinurenina no sistema-modelo soro + MGO, nos
tempos 6 e 12 horas, comportamento este que continuou para SbCHCI3 nos demais
tempos (Figura 19B). O SbExt e a NAR, nas diferentes concentracfes estudadas,
apresentam efeito concentracdo-dependente na inibicdo da formacdo da
quinurenina. Os efeitos inibitorios de SbExt foram mais discretos, em relagéo ao da
NAR, no tempo de 48 horas. As incubagdes de soro + MGO na maior concentragao
de SbExt (500 pg/mL; figura 19A) e de NAR (400 uM; figura 19C) apresentaram
diminuicdes nos valores de fluorescéncia relativos a quinurenina de 11% e 15%,

respectivamente, quando comparados aos valores da incubacao soro + MGO.
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Figura 19. Intensidade de fluorescéncia relativa a quinurenina em sistema-modelo de modificacdes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SbExt, SbCHClIz ou naringenina.
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A formacado de quinurenina foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy H1TM,
BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitacdo de A360nm e emissdo de A480nm,
em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou
aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparacdes de Siolmatra brasiliensis: A)
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 uM),
foram incubadas a 37°C por 40 dias. As amostras foram diluidas na proporcdo 1:25 com tampao
PBS. Os valores de intensidade de fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como médias * erro padrao
da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de
varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos
respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o
simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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Residuos do aminoécido tirosina presentes em proteinas podem sofrer
oxidagcao, formando ditirosina, a qual pode ser monitorada via fluorescéncia, nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 330 nm e 415 nm,
respectivamente.

Na figura 20 estdo as representacdes graficas dos valores de fluorescéncia
referentes a ditirosina, monitorados nos tempos 0 (antes da incubagéo) e apos 6,
12, 24 e 48 horas de incubacbes de soro sanguineo humano na auséncia ou na
presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na auséncia
ou na presenca de extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (SbExt
500, 250 e 125 pg/mL) (Figura 20A), fracéo cloroférmica do extrato hidroetandlico do
caule de Siolmatra brasiliensis (SbCHCIs 250, 125 e 62,5 ug/mL) (Figura 20B), e do
flavonoide naringenina (NAR 400, 200 e 100 uM) (Figura 20C).

Incubagdes de soro + MGO apresentaram maior intensidade de fluorescéncia
relativa a ditirosina, desde o tempo 0, em comparacdo as incubacfes contendo
somente soro, sendo as alteracdes mais evidentes a partir de 6 horas e alcancando
valores maximos no tempo de 48 horas, onde a intensidade de fluorescéncia foi 14
vezes maior em relacdo a incubacdo de soro. A adicdo do agente anti-AGE, a AG,
se mostrou eficaz na protecdo da oxidacdo de residuos de tirosina no sistema-
modelo soro + MGO, uma vez que houve diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia da ditirosina, desde o tempo 0 até 48 horas de incubacao, diminuindo
a intensidade de fluorescéncia em aproximadamente 88%, apds 48 horas, em
relacéo ao soro + MGO.

SbExt (Figura 20A) e naringenina (Figura 20C), em todas as concentracdes
estudadas, foram capazes de diminuir a formacéo de ditirosina no sistema-modelo
soro + MGO, desde o tempo 0 até 48 horas de incubacado. No tempo de 48 horas, foi
possivel observar perfil de resposta inibitoria concentracdo-dependente: SbExt (500,
250 e 125 pg/mL) diminuiu os niveis de ditiroxina em 21%, 13% e 7%,
respectivamente, enquanto NAR (400, 200 e 100 uM) diminuiu os niveis deste
produto de oxidacdo em 26%, 16% e 11%, respectivamente.

SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) em amostras de soro + MGO (Figura 20B),
causou discreta diminuicdo nos niveis de ditirosina, desde o tempo O até 24 horas,
com perfil concentracido-dependente somente no tempo de 6 horas; nos tempos 12
e 24 horas, nao foi possivel observar diferencas entre as diferentes concentracdes
de SbCHCIs. Ap6s 48 horas, SbCHCIs 250 pg/mL ndo foi capaz de diminuir a
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formacgao de ditirosina, enquanto SbCHCIz 125 e 62,5 pg/mL promoveram discretas
inibicdes.



89

Figura 20. Intensidade de fluorescéncia relativa a ditirosina em sistema-modelo de modificacdes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SbExt, SbCHCIz ou naringenina.
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A formacédo de ditirosina foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy H1TM,
BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitagdo de A330nm e emissdo de A415nm,
em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou
aminoguanidina (AG), e na presenca de compostos e/ou preparacdes de Siolmatra brasiliensis: A)
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 uM),
foram incubadas a 37°C por 40 dias. As amostras foram diluidas na proporcdo 1:25 com tampéo
PBS. Os valores de intensidade de fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como médias * erro padrao
da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de
varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos
respectivos grupos entre os periodos de tempo O e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o
simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.



90

Na figura 21 estdo apresentados os valores relacionados os niveis de PCO
em amostras de soro sanguineo humano incubados na auséncia ou presenca de
MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), auséncia ou presenca de
extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (SbExt; 500, 250 e 125
pg/mL) (Figura 21A), da fracdo cloroférmica do extrato hidroetandlico do caule de
Siolmatra brasiliensis (SbCHCI3; 250, 125 e 62,5 pg/mL) (Figura 21B), e do
flavonoide naringenina (NAR; 400, 200 e 100 uM) (Figura 21C).

Desde o tempo 0, € possivel observar um aumento significativo (8,3 vezes)
nos niveis de PCO nas incubag¢fes de soro + MGO, em comparac¢ao as incubacgdes
contendo somente soro. Apds 6 horas de incubagdo, as amostras de soro + MGO
apresentaram um aumento ainda maior nos niveis de PCO (12,3 vezes), em
comparacdo as amostras contendo somente soro. A partir dos demais tempos de
incubacao, houve estabilizacdo nos niveis de PCO, até o tempo de 48 horas, nas
incubagdes de soro + MGO. A presenca de AG nas incubacdes de soro + MGO foi
capaz de diminuir os niveis de PCO, desde o tempo O até o final do experimento.
Em comparacao as incubacdes soro + MGO, os niveis de PCO em soro + MGO +
AG foram diminuidos em cerca de 71,8% no tempo 0, 76,0% nos tempos 6 e 12
horas, 71,5% no tempo 24 horas e 63,5% no tempo 48 horas.

Incubacgdes de soro + MGO + SbEXxt (Figura 21A), em todas as concentracées
estudadas do extrato (500, 250 e 125 pug/mL), apresentaram discreta diminuicdo nos
niveis de PCO, desde o tempo 0, onde todas as concentracdes estudadas de SbExt
apresentaram o mesmo perfil de resposta. Interessantemente, nos demais tempos
de incubacéo, a menor concentracdo de SbExt (125 pg/mL) foi a mais efetiva na
promocdo de diminuicdo nos niveis de PCO, em comparacdo as demais
concentracdes, sendo capaz de inibir a geracdo de PCO em 11,61% em 6 horas,
9,94% em 12 horas, 8,15% em 24 horas e 5,69% 48 horas, em comparacdo aos
valores de PCO observados nas incubacdes soro + MGO.

Incubacdes de soro + MGO + SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL), no tempo O,
apresentaram discreta diminuicdo nos niveis de PCO. Apds 6 horas de incubacéo,
tal como observado para SBExt, SbCHCIs na menor concentragéo foi a mais efetiva
em promover diminuicdo nos niveis de PCO, nas incubag¢des com soro + MGO.
Apbs 48 horas de incubagédo, SbCHCI3 na concentragéo de 62,5 pg/mL foi capaz de
diminuir os niveis de PCO em cerca de 19,4%, enquanto a concentracdo de 125
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pg/mL diminuiu os niveis de PCO em 6,3%, em relacdo aos niveis de PCO em soro
+ MGO.

Incubacbes de soro + MGO na presenca de naringenina, em todas as
concentracfes estudadas (400, 200 e 100 pM) e antes do inicio da incubacéo
(tempo 0), ndo apresentaram diminui¢cdo nos niveis de de PCO. Apds 6 horas de
incubacao foi possivel observar um efeito inibitério da NAR sobre a formagéo de
PCO, de maneira concentracdo dependente. Esse perfil concentracdo-dependente
de NAR sobre a capacidade de inibicdo na formacédo de PCO nas incubacdes soro +
MGO nado se manteve apos 12, 24 e 48 horas de incubacdo. ApGs 48 horas de
incubacéo, todas as concentracdes de naringenina estudadas (400, 200 e 100 puM)
nao diferiram entre si em relacdo a capacidade de diminuir os niveis de PCO, sendo
observada uma resposta inibitéria na foramcao desse marcador de oxidacao

bastante discreta, em relacéo as incubac¢fes de soro + MGO.
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Figura 21. Niveis de PCO em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt, SbCHCIz ou
naringenina.
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Os niveis de PCO foram monitorados espectrofotometricamente (PowerWave XS2, BioTek
Instruments Inc) no comprimento de onda de A370nm, em amostras de soro sanguineo humano na
presengca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenga de
compostos e/ou preparagfes de Siolmatra brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125 pg/mL), B) SbCHCls
(250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C por 40 dias. Os
grupos carbonilas presentes nas proteinas das amostras reagem com DNPH, formando 2,4-
dinitrofenilhidrazona, o qual € monitorado espectrofotometricamente. Os niveis de PCO (mmol/L)
estdo expressos como meédias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo
de tempo foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-
Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de
monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e
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48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05)
entre os tempos O e 48 horas.

As figuras 22, 23 e 24 apresentam o perfil de separacéo eletroforética de
proteinas do soro sanguineo humano das incubacfes conduzidas na auséncia ou
presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), presenca de
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL) (Figura 21), presenca de SbCHCIsz (250, 125 e 62,5
png/mL) (Figura 22), e presenca NAR (400, 200 e 100 uM) (Figura 23), em diferentes
tempos, antes do inicio das incubacdes (Figuras 22A, 23A e 24A), apos 6 horas
(Figuras 22B, 23B e 24B), ap6s 12 horas (Figuras 22C, 23C e 24C), ap0s 24 horas
(Figuras 22D, 23D e 24D) e ap6s 48 horas de incubacao (Figuras 22E, 23E e 24E).

Antes do inicio das incubacdes, foi possivel observar que a adicdo de MGO
em amostras de soro (soro + MGO) alterou discretamente o perfil da corrida
eletroforética, em relacdo as amostras contendo somente soro (soro); foi possivel
observar alteracdo no tamanho da banda inferior e discreto “espalhamento” da
banda intermediéria (Figuras 22A, 23A e 24A). Com o decorrer do tempo de
incubacdo, houve mudancas no padrdo migratério da banda inferior das amostras
soro + MGO, em relacdo as amostras contendo somente soro, e a banda
intermediaria se tornou mais dispersa, dispersdo essa gradativamente maior no
decorrer do tempo de incubacgéo (Figuras 22, 23 e 24). A adicdo de AG atenuou as
alteracdes anteriormente descritas nas incubacdes de soro + MGO (Figuras 22, 23 e
24).

Incubacgdes na presenca de SbExt (500, 250 e 125 pg/mL) (Figura 22), ou
SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) (Figura 23) ou NAR (400, 200 e 100 uM) (Figura
24), em amostras contendo somente soro, demonstraram perfis de separacao
eletroforética de proteinas semelhantes entre si e semelhantes ao perfil das
amostras contendo somente soro, durante todo periodo experimental. Ja a adicédo
de SbExt (Figuras 22B, C, D e E), SbCHCIs (Figuras 23B, C, D e E) ou NAR
(Figuras 24B, C, D e E) as amostras de soro + MGO parece nao proteger o sistema-
modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro das alteracbes estruturais

promovidas pelo MGO.
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Figura 22. Perfil de separacéo eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de glicacdo in vitro de soro sanguineo incubado com metilglioxal

tratados com SbEXxt (experimento 2).
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Figura 23. Perfil de separacéo eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de glicacdo in vitro de soro sanguineo incubado com metilglioxal
tratados com SbCHClIs (experimento 2).
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62,5 ug/mL), em diferentes tempos, antes do inicio das incubacfes (A), apds 6 horas (B), apés 12 horas (C), apds 24 horas (D) e ap6s 48 horas de
incubacéo (E). Abaixo de cada figura esta a legenda de auséncia ( - ) ou presenca ( + ) de compostos e/ou de ShCHCls.
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Figura 24. Perfil de separacao eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de glicacédo in vitro de soro sanguineo incubado com metilglioxal

tratados com NAR (experimento 2).
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de acrilamida/bisacrilamida, sob condi¢cdes n&do-desnaturantes, de

incubacg®es de soro sanguineo humano na presenc¢a ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de NAR (400, 200 e 100
uM), em diferentes tempos, antes do inicio das incubacdes (A), apds 6 horas (B), apds 12 horas (C), apds 24 horas (D) e ap6s 48 horas de incubacao (E).
Abaixo de cada figura esta a legenda de auséncia ( - ) ou presenca ( + ) de compostos e/ou de NAR.
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Na figura 25 estdo apresentados os valores relacionados a atividade
arilesterase de PON 1 em amostras de soro sanguineo humano incubadas na
auséncia ou presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM),
auséncia ou presenca de extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis
(SbExt; 500, 250 e 125 pg/mL) (Figura 25A), auséncia ou presenca da fracéo
cloroférmica do extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (SbCHCIs;
250, 125 e 62,5 pg/mL) (Figura 25B), auséncia ou presenca do flavonoide
naringenina (NAR; 400, 200 e 100 uM) (Figura 25C).

Antes do inicio das incubac6es de soro na presenca de AG e/ou MGO (soro +
AG, soro + MGO, soro + AG + MGO), nao foram observadas mudancas na atividade
arilesterase de PON 1, em relacdo a incubagcdo contendo somente soro. Apés 12
horas de incubacéo, as atividades do tipo arilesterase de PON 1 foram semelhantes
entre si nas comparagdes entre soro, soro + AG, soro + MGO, soro + AG + MGO,
porém elas foram menores em relacdo as respectivas incubacdes no tempo O
[17,8% (soro), 18,4% (soro + AG), 18,2% (soro + MGO), 14,4% (soro + AG +
MGO)]. Ap6s 48 horas de incubacdo, incubacdes contendo somente soro nao
apresentaram diferengas na atividade arilesterase de PON 1 em relagdo ao tempo
0; j& a incubacdo soro + AG apresentou diminuicdo na atividade arilesterase de
PON 1 em 10,6%; por fim, a adicdo de MGO promoveu aumentos na atividade
arilesterase de PON 1, de 15,3% na condi¢cdo soro + MGO e 11,1% na condicéo
soro + MGO + AG.

Antes do inicio da incubacdo, A adicdo de 125 pg/mL de SbExt ao soro
sanguineo humano (soro + SbExt 125 pg/mL) promoveu diminuicdo na atividade
arilesterase da PON 1, em relacdo a incubacdo contendo somente soro, enquanto
gue as condi¢cdes soro + SbExt nas concentracbes de 500 e 250 pg/mL néo
apresentaram alteragdes na atividade arilesterase da PON 1 em relagdo aos valores
encontrados na incubacéo de soro sozinho. Ap6s 12 horas, todas as incubacdes de
soro na presenca de SbExt (soro + SbExt; soro + MGO e SbExt) apresentaram
diminuicdo na atividade arilesterase da PON 1, em relagdo ao tempo 0. Ja apos 48
horas, a atividade arilesterase de PON 1 apresentou-se maior em relagdo ao tempo
0, nas incubagfes contendo SbEXxt; € possivel observar um aumento de 37,6% nas
incubagbes soro + SbExt (500 e 250 pg/mL), e um aumento de 25,9% nas

incubacdes soro + SbExt 125 pg/mL.
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Antes do inicio da incubacdo, a presenca de SbCHCIs (250, 125 e 62,5
pg/mL) no soro sanguineo (soro + SbCHCI3) promoveu diminuicdo na atividade
arilesterase da PON 1, em relacdo a incubacéo contendo somente soro, sendo esse
perfil de resposta concentracdo dependente (11,3%, 7,7% e 5,0%,
respectivamente). Incubagcbes de soro + MGO + SbCHCI3, em todas as
concentragcbes de SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) apresentam menor atividade
arilesterase de PON 1, em relacdo as incuba¢des contendo somente soro (9,5%,
11,6% e 19,3%, respectivamente). Apds 12 horas de incubacéo, incubacdes de soro
+ SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pug/mL) apresentam menor atividade arilesterase de
PON 1, em relacdo as respectivas incubacdes no tempo 0. Apdés 12 horas de
incubacdes, amostras de soro + MGO + SbCHCIs nas concentracdes de 250 e 125
pHg/mL apresentam diminuicbes na atividade arilesterase de PON 1 de 14,4% e
8,4%, respectivamente, em relagdo ao tempo 0; soro + MGO + SbCHCIs na
concentracao de 6,25 pg/mL ndo apresentou diferencas na atividade da enzima em
relacdo aos valores dessa condi¢cdo no tempo 0. Apds 48 horas, incubacdes de soro
+ SbCHCl3 nas diferentes concentragdes (250, 125 e 62,5 pug/mL) ndo apresentaram
diferencas entre si em relacdo a atividade arilesterase de PON 1, porém seus
valores foram maiores em relacdo as respectivas incubacées no tempo 0. Ainda
apos 48 horas, a incubacéo soro + MGO + SbCHCI3 250 pg/mL apresentou menores
valores de atividade arilesterase da PON 1 (79,95 U/mL) em relacéo as incubacdes
soro + MGO + SbCHCIs nas concentragbes de 125 pg/mL (81,85 U/mL) e 62,5
pg/mL (83,17 U/mL). Quando os valores da atividade arilesterase de PON 1 em soro
+ MGO + SbCHCIs (250, 125 e 62,5 ug/mL) no tempo 48 horas sdo comparados as
respectivas incubacdes no tempo 0, é possivel observar aumentos nas atividades
enzimaticas, em todas as concentracbes, de 12,5%, 18,0% e 31,2%,
respectivamente.

Antes do inicio da incubacéo, € possivel observar que incubacdes de soro na
presenca de NAR (soro + NAR) em suas diferentes concentra¢des (400, 200 e 100
MM) ndo apresentaram diferenca entre si em relagdo a atividade arilesterase da
PON 1, porém seus valores foram menores em relacdo a atividade da enzima em
soro sozinho. Ainda no tempo O, incubagbes soro + MGO + NAR (400, 200 e 100
MM) apresentaram uma discreta diminuicdo na atividade arilesterase da PON 1
(67,45 U/mL, 69,50 U/mL e 71,53 U/mL, respectivamente), em relacdo as
incubacgbes contendo somente soro (78,54 U/mL). Apds 12 horas de incubacéo, a
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atividade arilesterase da PON 1 nas incubacgbes soro + NAR (400, 200 e 100 puM)
ndo diferiram entre si, jA& na comparacdo com o tempo 0, € possivel observar
diminuicdo da atividade enzimatica em cerca de 14%. Ainda apOs 12 horas de
incubacédo, soro + MGO + NAR 400 e 200 uM néo diferiram entre si nos valores de
atividade arilesterase da PON 1 (60,8 U/mL e 61,1 U/mL, respectivamente), e foram
inferiores em relagdo aos valores encontrados na condigédo soro + MGO + NAR 100
MM (65,4 U/mL), e tais valores ndo diferiram da atividade observada em amostras
contendo somente soro (64,4 U/mL). Apos 48 horas, incubacfes de soro + NAR
(400, 200 e 100 pM) néo apresentaram diferencgas entre si nos valores de atividade
arilesterase da PON 1; porém, quando esses valores sdo comparados aos obtidos
no tempo de 12 horas, € possivel observar que houve um aumento na atividade da
enzima (73,1 U/mL, 75,6 U/mL e 77,5 U/mL, respectivamente:). Apés as 48 horas de
incubacgéo, amostras de soro + MGO + NAR nas diferentes concentracdes (400, 200
e 100 puM) néo diferiram entre si nos valores de atividade arilesterase da PON 1; no
entanto na comparacdo com as mesmas incubagcbes no tempo 0, é possivel
observar aumentos na atividade da enzima (81,4 U/mL, 80,4 U/mL e 80,8 U/mL,

respectivamente).
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Figura 25. Atividade de arilesterase da PON 1 em sistema-modelo de modificacfes glico-oxidativas
in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbExt,
SbCHCIs ou naringenina.
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A atividade de arilesterase da PONL1 foi monitorada espectrofotometricamente (PowerWave XS2,
BioTek Instruments Inc) no comprimento de onda de A270nm a 25°C por 3 minutos, em amostras de
soro sanguineo humano na presencga ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG),
e na presenca de compostos e/ou preparacdes de Siolmatra brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125
pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C
por 40 dias. As amostras foi adicionado o substrato fenilacetato 2,96mM, o qual na presenca de
PONL1 é hidrolisado, formando croméforo, o qual pode ser monitorado espectrofotometricamente. Os
valores da atividade enzimatica da arilesterase da PON1 (Ul) estdo expressos como médias + erro
padrao da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do
teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da atividade enzimatica; os valores
dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 12 horas foi avaliado através do teste t-
student, o simbolo % indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 12 horas; os
valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 12 e 48 horas foi avaliado através do
teste t-student, o simbolo O indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 12 e 48 horas;
os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do
teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.



101

Na figura 26 estdo apresentados os valores relacionados a atividade
lactonase de PON 1 em amostras de soro sanguineo humano incubadas na
auséncia ou presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM),
auséncia ou presenca de extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis
(SbExt; 500, 250 e 125 pg/mL) (Figura 26A), auséncia ou presenca da fracao
cloroférmica do extrato hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis (SbCHCIs;
250, 125 e 62,5 pg/mL) (Figura 26B), auséncia ou presenca do flavonoide
naringenina (NAR; 400, 200 e 100 uM) (Figura 26C).

Antes do inicio da incubacao (tempo 0) é possivel observar que as amostras
soro, soro + AG, soro + MGO, soro + AG + MGO né&o apresentaram diferencas
significativas entre si em relacéo a atividade lactonase de PON 1. O mesmo ocorreu
em relacdo aos valores da atividade de PON 1 apds 12 horas de incubacdo. Apos
48 horas de incubacao, é possivel observar um aumento na atividade lactonase de
PON 1 nas amostras soro + MGO (31,0%) em comparacéo aos valores de atividade
obtidos de amostras contendo somente soro. Ainda apos 48 horas, a atividade
lactonase de PON 1 na condi¢do soro sozinho nao foi diferente nas comparacoes
tempo 0 versus 48 horas ou 12 horas versus 48 horas.

Antes do inicio da incubacdo (tempo 0), amostras das incubacdes das
condicbes soro ou soro + MGO, na presenca de SbExt em suas diferentes
concentracfes (500, 250 e 125 pg/mL), ndo apresentaram diferencas entre si em
relacdo a atividade lactonase de PON 1, também néo foram diferentes em relacéo a
atividade da enzima na condicdo somente soro. Apos 12 horas de incubacéo,
amostras soro e soro + MGO na presenca de SbExt (500, 250 e 125 pg/mL) ndo
apresentaram mudancas na atividade lactonase de PON 1, em relacdo as suas
respectivas amostras no tempo 0. ApGs 48 horas de incubag¢do, amostras soro +
SbExt (500, 250 e 125 pg/mL) ndo diferiram entre si em relacdo a atividade
lactonase de PON 1, no entanto apresentaram aumentos na atividade da enzima em
relacdo a condi¢do soro sozinho. Apds 48 horas de incubacao, € possivel observar
gue amostras soro + SbExt (500, 250 e 125 ug/mL) apresentaram aumentos de
cerca de 17% na atividade lactonase de PON 1, em relagdo ao tempo 0. As
amostras soro + MGO + SbExt (500, 250 e 125 pg/mL) n&o apresentaram
diferencas entre si em relacdo a atividade lactonase de PON 1, porém é possivel

observar que houve um aumento na atividade da enzima em relagéo ao tempo 0.



102

Antes do inicio da incubacdo (tempo 0), amostras das incubacdes soro +
SbCHCIs e soro + MGO + SbCHCIs, em suas diferentes concentracdes (250, 125 e
62,5 pg/mL), ndo diferiram estatisticamente entre si quanto aos valores de atividade
lactonase da PON 1. Apos 12 horas de incubacdo, amostras soro + SbCHCI3 nas
concentracbes de 250 e 125 pg/mL apresentam menores valores de atividade
lactonase de PON 1 (9,9 U/mL 10,4 U/mL, respectivamente), em relacdo aos
valores observados na condicdo somente soro (11,5 U/mL). Ainda apos 12 horas de
incubacdo, amostras das condi¢cdes soro + MGO + SbCHCIs (250, 125 e 62,5
pHg/mL) ndo diferiram entre si em relacdo aos valores de atividade lactonase da PON
1. Ao serem realizadas as comparacdes tempo O versus tempo 12 horas, observa-
se que os valores de atividade lactonase da PON 1 permaneceram semelhantes nas
condic¢des soro + SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) ou soro + MGO + SbCHClIs (250,
125 e 62,5 pg/mL). Ao término da incubacdo (48 horas), foram observados
aumentos na atividade lactonase de PON 1 (15,3%, 12,1% e 16,6%,
respectivamente) nas condi¢bes soro + SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL), em
relacdo aos valores observados na amostra contendo somente soro, 0 mesmo
ocorreu nas amostras contendo soro + MGO + SbCHCls (250, 125 e 62,5 pg/mL),
cujos aumentos nas atividades de PON 1 foram de 23,3%, 23,4% e 26,4%,
respectivamente, em relagdo aos valores encontrados nas amostras contendo
somente soro.

Antes do inicio da incubacdo (tempo 0), as amostras soro + NAR e soro +
MGO + NAR nas diferentes concentragdes (400, 200 e 100 pM) ndo apresentaram
diferencas na atividade lactonase de PON 1, seja na comparacao entre si, seja ha
comparacao da atividade encontrada na condicdo soro sozinho. Apos 12 horas, 0
mesmo perfil de resposta foi observado, com excecdo das incubacdes de soro na
presenca de NAR 400uM, as quais apresentaram menores valores de atividade de
PON 1 em relacédo as amostras contendo somente soro [soro + NAR 400 uM (7,4%);
soro + MGO + NAR 400uM (7,6%). Apds 48 horas de incubacdo, os valores de
atividade lactonase de PON 1 nas amostras soro + NAR (400, 200 e 100 uM) néo
diferiram entre si, 0 mesmo ocorreu nas amostras soro + MGO + NAR (400, 200 e
100 pM). Ao serem realizadas as comparagdes tempo O versus tempo 48 horas,
observa-se que houve um aumento na atividade lactonase de PON 1 em todas as

amostras de soro incubadas na presenca de NAR.
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Figura 26. Atividade de lactonase da PON 1 em sistema-modelo de modifica¢des glico-oxidativas in
vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenga de SbEXxt,
SbCHCIs ou naringenina.
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A atividade de lactonase da PON1 foi monitorada espectrofotometricamente (PowerWave XS2,
BioTek Instruments Inc) no comprimento de onda de A270nm a 25°C por 3 minutos, em amostras de
soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG),
e na presenca de compostos e/ou preparac¢des de Siolmatra brasiliensis: A) SbExt (500, 250 e 125
pg/mL), B) SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) e C) NAR (400, 200 e 100 pM), foram incubadas a 37°C
por 40 dias. As amostras foi adicionado o substrato dihidrocoumarina 100mM, o qual na presenca de
PONL1 é hidrolisado, formando croméforo, o qual pode ser monitorado espectrofotometricamente. Os
valores da atividade enzimatica da lactonase da PON1 (Ul) estdo expressos como médias * erro
padrdo da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do
teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da atividade enzimatica; os valores
dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 12 horas foi avaliado através do teste t-
student, o simbolo % indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos O e 12 horas; os
valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 12 e 48 horas foi avaliado através do
teste t-student, o simbolo O indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 12 e 48 horas;
os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do
teste t-student, o simbolo A indica diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos O e 48 horas.
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4.4 Sistema-modelo de modificagcdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal e avaliacdo do potencial anti-
AGE de SbACE

A tabela 8 apresenta resultados referentes as concentragfes de glicose das
amostras de soro sanguineo humano no tempo O e apés 6, 12, 24 e 48 horas de
incubacédo, na auséncia ou na presenca de MGO, ou ha auséncia ou presenca de
fracdo acetato de etila do caule de Siolmatra brasiliensis (SbACE; 250, 125 e 62,5
pg/mL).

Antes do inicio das incubacgfes (tempo 0), € possivel observar que ndo houve
diferencas nas concentracdes de glicose nas amostras soro, soro + AG, soro +
MGO e soro + AG + MGO. ApGs 48 horas de incubacao, amostras soro, soro + AG e
soro + MGO néo diferiram entre si, somente a amostra soro + AG + MGO
apresentou um discreto aumento nas concentracbes de glicose, em relacdo as
demais condi¢bes. Quando comparados os valores das concentracfes de glicose
entre os tempos 0 e 48 horas, foi possivel observar um discreto aumento na
condi¢ao soro + AG + MGO.

No tempo 0, quando o soro foi incubado na presenca de SbAcCE (250, 125 e
62,5 ug/mL), seja soro + SbACE ou soro + MGO + SbACE, ndo foram observadas
diferencas nas concentracdes de glicose, seja na comparagdo entre si, ou ha
comparacdo com a condicdo soro sozinho. ApGs 48 horas, as concentracdes de
glicose nas amostras soro + SbACE ou soro + MGO + SbACE nao diferiram entre si,
porém apresentaram discreto aumento em relacdo a condi¢cdo soro sozinho. Na
comparacao tempo 0 versus tempo 48 horas, amostras de soro + SbACE e soro +

MGO + SbACE apresentaram um discreto aumento nas concentracdes de glicose.
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A tabela 9 apresenta resultados referentes as concentracdes de proteinas
totais (Tabela 9A) e de albumina (Tabela 9B) das amostras de soro sanguineo
humano no tempo 0 e apos 6, 12, 24 e 48 horas de incubacéo, na auséncia ou na
presenca de MGO, ou na auséncia ou presenca de SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL).

Antes do inicio das incubacgfes (tempo 0), os valores de proteinas totais em
amostras obtidas das incubagdes soro, soro + MGO e soro + MGO + AG nao foram
diferentes entre si, e este perfil se manteve até o tempo de incubacdo de 48 horas.
Apoés 48 horas de incubacéo, todos as condices (soro; soro + AG; soro + MGO;
soro + AG + MGO) nado apresentaram diferencas nas concentragfes de proteinas
totais na comparagédo com os valores obtidos das amostras no tempo 0.

Na condicdo soro + SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL), as concentracfes de
proteinas totais foram mantidas em valores semelhantes, seja na comparacgao entre
0S grupos, seja na comparacao tempo 0 versus tempo 48 horas. Na condi¢&do soro +
MGO + SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL), antes do inicio da incubacao (tempo 0), as
concentracfes de proteinas totais foram semelhantes entre 0s grupos e na
comparacao com a condicdo soro sozinho. Ja os niveis de proteinas totais das
amostras soro + MGO + SbAcE (250, 125 e 62,5 pug/mL), apdés 48 horas de
incubacao, apesar de nao diferirem entre si, apresentaram valores discretamente
aumentados em relacédo a incubacfes contendo somente soro, nas condicfes soro
+ MGO + SbACE 125 pg/mL e soro + MGO + SbACE 62,5 pg/mL.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), as concentracfes de albumina nas
amostras soro, soro + AG, soro + MGO e soro + AG + MGO ndao diferiram entre si, e
o mesmo perfil foi observado apds 48 horas de incubacdo. Quando foi realizada a
comparacao tempo O versus tempo 48 horas, as concentracfes de albumina
permaneceram semelhantes entre si, em todos 0s grupos mencionados.

Nas condi¢cdes soro + SbACE ou soro + MGO + SbACE (250, 125 e 62,5
png/mL), seja no tempo O ou 48 horas, as concentracfes de albumina ndo foram
diferentes entre os grupos, no mesmo tempo de incubacdo, também ndo foram

diferentes na comparacdo intragrupo nos tempos O versus 48 horas.
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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 presenc¢a de SbACE.

Horas Soro Soro + AG Soro + MGO Soro + AG + MGO Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
SbAcE 250 pg/mL  SbAcE 125 pgimL  SbAcE 62,5 pygimL  SbAcE 250 ygimL SbAcE 125 pg/mL  SbAcE 62,5 pg/mL

0 82,0 +12 a 81,7 + 0,9 a 80,7 + 0,9 a 82,0 06 a 82,3 £+ 0,7 a 83,0 +15 a 83,3 +12 a 82,0 + 06 a 82,0 + 06 a 82,0 + 06 a

6 82,7 +09 a 84,0 £+ 0,0 a 80,7 £+0,3 a 84,0 £ 06 a 79,7 £23 a 823 +03 a 83,3 +03 a 82,3 +03 a 82,7 + 0,3 a 80,7 +38 a

12 83,0 £0,0 b 83,3 £+0,3 b 81,0 + 0,6 a 84,3 + 0,7 bc 857 + 03 c 857 + 09 ¢ 86,0 + 06 c 84,3 +03 b 84,3 +03 b 850 + 0,6 b

24 82,3 +0,3 b 83,3 £+03 ¢ 80,0 + 0,6 a 84,3 + 0,7 cd 853 +0,3 d 850 + 0,0 d 857 +0,3 d 850 + 0,0 d 84,7 + 0,3 d 857 +0,3 d

48 81,3 £0,3 a 81,7 £+ 0,3 a 81,3 £+0,7 a 83,307 b 84,0 0,0 b 843 +£03 b 843 +£0,7 b 847 £+ 03 b 843 +03 b 850 +0,0 b

A glicemia foi monitorada em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de soro sanguineo humano
na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de na presenca fracdo acetato de etila do extrato bruto
hidroetandlico de Siolmatra brasiliensis: SbAcE (250, 125 e 62,5 pg/mL), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As tabelas apresentam os valores de
albumina expressos em g/dL como médias * erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de
variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento
da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo O e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica
diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.

Tabela 9. Niveis de proteinas totais e albumina em sistema-modelo de modifica¢des glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com
metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbACE.

A) Horas Soro Soro + AG Soro+MGO  Soro+AG+MGO ishl Sore skt SRy St o a0
cE 250 pg/imL  SbAcE 125 pg/mL  SbAcE 62,5 pg/mL  SbAcE 250 pg/imL SbAcE 125 pg/mL  SbAcE 62,5 pg/mL

0 6,78 + 0,10 b 578 + 049 a 5,93 + 0,37 ab 6,62 + 0,10 b 6,90 + 0,08 b 6,94 + 0,09 b 6,94 + 0,10 b 6,87 + 0,08 b 6,83 + 0,07 b 6,80 + 0,09 b

6 7,00 £ 0,04 b 547 £ 0,02 a 6,97 £ 0,07 b 7,04 £0,03 b 6,70 £ 0,16 b 7,02 £ 0,05 b 7,09 £0,03 b 704 £002 b 7,18 £ 0,05 b 6,97 +0,32 b

12 7,01 +0,01 b 549 + 0,04 a 7,09 + 0,01 b 7,21 £+0,01 ¢ 724 +0,04 ¢ 7,30 + 0,04 ¢ 7,32 +0,01 ¢ 722 +0,04 ¢ 7,27 + 0,03 ¢ 7,32 +0,03 ¢

24 6,96 + 0,03 b 539 £002 a 7,03 £ 0,06 bc 7,08 + 0,02 bc 7,02 £ 0,03 bc 7,04 £ 0,04 bc 7,13 £ 0,04 bc 7,10 £ 0,05 be 7,11 £ 0,03 bc 717 £ 0,04 ¢

48 6,93 + 0,06 b 5,33 + 0,05 a 6,99 + 0,02 b 7,01 £+0,01 b 7,00 £+ 0,04 b 7,06 + 0,03 b 7,06 £+ 0,03 b 7,12 + 0,02 be 7,18 + 0,03 ¢ 7,19 + 0,02 ¢

B ) Horas Soro Soro + AG Soro + MGO Soro + AG + MGO . Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
cE 250 pyg/imL SbAcE 125 pg/mL  SbACE 62,5 uyg/mL  SbAcE 250 pg/imL SbAcE 125 pg/mL  SbAcE 62,5 pg/mL

0 4,41 + 0,04 a 434 + 0,18 a 4,28 + 0,16 a 4,48 + 0,03 a 4,44 + 0,04 a 4,46 + 0,05 a 4,47 + 0,06 a 4,09 + 0,08 a 4,08 + 0,04 a 4,12 + 0,04 a

6 4,53 +0,10 a 451 0,01 a 4,34 £ 0,47 a 4,73 £ 0,05 a 425 0,15 a 4,40 £ 0,02 a 4,46 +0,02 a 4,36 + 0,04 a 4,45 £ 0,04 a 4,30 +0,28 a

12 4,40 + 0,02 a 4,60 +0,03 b 4,39 + 0,03 a 4,81 +0,01 ¢ 4,59 +0,02 b 4,68 + 0,07 bc 4,73 + 0,02 bc 459 +0,01 b 4,59 + 0,03 b 4,70 + 0,05 bc

24 4,40 + 0,07 a 4,60 0,02 b 4,35 £ 0,04 a 4,78 £ 0,03 ¢ 4,68 + 0,05 be 4,61 £0,04 b 4,60 £+ 0,03 b 454 £0,01 b 4,61 £0,03 b 4,71 +£ 0,02 be

48 4,38 + 0,03 a 4,60 + 0,00 a 4,33 + 0,01 a 4,69 + 0,02 a 4,48 + 0,04 a 4,58 + 0,06 a 459 + 0,06 a 453 +0,02 a 4,51 + 0,05 a 4,62 + 0,06 a

As proteinas totais e albumina foram monitoradas em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de
soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de na presenca fracdo acetato de etila
do extrato bruto hidroetandlico de Siolmatra brasiliensis: SbAcE (250, 125 e 62,5 ug/mL), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As tabelas apresentam os
valores de A) proteinas totais e B) albumina expressos em g/dL como médias + erro padrao da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo
foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre
os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do
teste t-student, o simbolo A indica diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos O e 48 horas.
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A tabela 10 apresenta os resultados referentes aos niveis de ALT
(monitorados via atividade da enzima) nas amostras de soro sanguineo humano no
tempo 0 e apds 6, 12, 24 e 48 horas de incubacdo, na auséncia ou na presenca de
MGO, e na auséncia ou na presenca de SbAcE (250, 125 e 62,5 pg/mL).

No tempo 0, amostras de soro incubadas com AG (soro + AG), MGO (soro +
MGO) ou ambos (soro + AG + MGO) apresentaram diminui¢cdo na atividade de ALT,
em relacdo as amostras contendo somente soro, o0 mesmo perfil foi observado apos
48 horas de incubacdo. A amostra contendo somente soro, ap6s 48 horas de
incubacao, apresentou uma diminuicdo de 20% na atividade de ALT, em relagéo a
amostra de soro antes do inicio da incubacao (tempo 0). No entanto, as incubacdes
soro + AG, soro + MGO e soro +tAG + MGO ndo demonstraram diferencas nos
valores de ALT entre suas respectivas amostras, na comparacao tempo 0 versus
tempo 48 horas.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), a adicdo de SbAcCE (250, 125 e
62,5 pg/mL) as amostras de soro ndo causou alteracdes na atividade de ALT, tanto
nas comparacfes entre as diferentes concentracdes de SbACE, quanto nas
comparacoes presenca e auséncia de SbACE; o mesmo perfil de resposta foi
observado ap6s 48 horas de incubacdo. Quando foi avaliada a atividade da ALT nas
amostras soro + SbACE (250, 125 e 62,5 pug/mL) e nos tempos O versus 48 horas,
observa-se que houve diminuicdo na atividade de ALT apdés 48 horas de incubacéo,
porém os valores de ALT nao foram diferentes daqueles observados na condicao
soro sozinho. As atividades de ALT em amostras de soro + MGO + SbACE (250, 125

e 62,5 ug/mL), tanto no tempo 0 quanto no tempo 48 horas, ndo diferiram entre si.
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Tabela 10. Niveis de ALT em sistema-modelo de modificages glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia
ou na presenca de SbACE.

Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +

s b il i e Soro +MGO  Soro+AG+MGO o\ F 250 ug/mL  SbACE 125 g/mL  SbACE 62,5 ug/mL  SbACE 250 pg/mL  SbACE 125 ug/mL _ SbACE 62,5 pg/mL
0 213 :03 b 113t 09 a 127 12 a 133 £ 03 a 213:03 b 21303 b 217 £ 03 b 130 : 06 a 127 £ 03 a 120 £ 06 a
6 193 £ 03 d 83:03 a 117 03 b 147 £ 03 o 193 £ 03 d 197 + 03 d 20,0 £ 00 d 120 : 00 b 120 00 b 117 £ 03 b
12 200 00 d 83:03 a 127 03 b 157 £ 03 c 203:03 d 210200 d 205 05 d 130 00 b 130 £ 00 b 133 £ 03 b
24 190 £ 00 d 7703 a 127 03 b 143 £ 03 o 197 £ 03 d 190 £ 00 d 193 £ 03 d 140 : 00 b 140 £ 00 b 137 £ 03 b
28 17000 c 4 73:023 a 127 03 b 133 £ 03 b 16000 c 4 16000 c 4 16703 c A& 130:00 b 137 £ 03 b 137 £ 03 b

Os niveis de ALT foram monitorados em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical Diagnostics), em amostras de soro
sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de na presenca fracdo acetato de etila do
extrato bruto hidroetandlico de Siolmatra brasiliensis: SbACE (250, 125 e 62,5 pug/mL), foram incubadas a 37°C por 48 horas. As tabelas apresentam os
niveis de ALT expressos em U/L como médias + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do
teste de varidancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de
monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os periodos de tempo O e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o
simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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A tabela 11 apresenta os resultados referentes aos niveis de triglicerideos
(Tabela 10A), niveis de colesterol total (Tabela 10B) e niveis de HDL-colesterol
(Tabela 10C) das amostras de soro sanguineo humano no tempo 0 e ap6s 6, 12, 24
e 48 horas de incubacado, na auséncia ou na presenca de MGO, e na auséncia ou
na presenca de SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL).

No tempo 0, os niveis de triglicerideos foram semelhantes entre si nas
amostras de soro, soro + MGO e soro + MGO + AG. Porém, apos 48 horas de
incubacéo, os niveis de triglicerideos nas amostras soro e soro + MGO + AG foram
discretamente maiores (aproximadamente 8%), em relacdo aos valores observados
no tempo 0, e ndo diferiram entre sim ao término da incubacdo (48 horas). Nas
amostras soro + MGO, ap6s 48 horas de incubacdo, também houve um discreto
aumento (aproximadamente 4%) nos niveis de triglicerideos, em relacdo ao tempo
0, no entanto esses valores foram inferiores aqueles encontrados nas condi¢cdes
soro e soro + MGO + AG, ap0s 48 horas.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), as amostras soro + SbACE ou soro
+ MGO + SbACE, em todas as concentragdes de SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL),
ndo apresentaram diferencas entre si em relagdo aos niveis de triglicerideos, e
também nao apresentam diferencas nos niveis desse lipideo em relagdo aos valores
encontrados nas amostras contendo somente soro. Apés 48 horas de incubacéo, as
amostras de soro incubadas com SbACE em diferentes concentracdes, na auséncia
ou na presenca de MGO, apresentaram aumentos nos niveis de triglicerideos, em
relacdo ao tempo 0: soro + SbACE (250, 125 e 62,5 pug/mL) apresentaram aumentos
de cerca de 9,5%, enquanto soro + MGO + SbAcE (250, 125 e 62,5 pg/mL)
apresentaram aumentos de aproximadamente 7,3%. No tempo 48 horas de
incubacdo, amostras contendo SbACE na auséncia ou presenca de MGO
apresentaram nivels de triglicerideos superiores as amostras contendo somente
soro. Além disso, amostras soro + SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL) apresentaram um
discreto aumento nos niveis de triglicerideos, em relacdo aos valores de soro +
MGO + SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL), apés 48 horas.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), os niveis de colesterol total foram
semelhantes entre si nas amostras de soro, soro + MGO e soro + AG + MGO. O
mesmo perfil foi observado apds 48 horas de incubacdo, com excec¢do das

incubagdes contendo soro + AG + MGO, cujos niveis de colesterol total foram
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discretamente aumentados (3,5%) em relagdo aos valores encontrados nas
amostras soro e soro + MGO.

Amostras das incubacfes de soro + SbACE e de soro + MGO + SbACE, em
todas as concentracbes de SbACE (250, 125 e 62,5 pug/mL), ndo apresentaram
diferengas entre si em relagdo aos niveis de colesterol total, antes do inicio das
incubacdes; o mesmo perfil de resposta foi observado apds 48 horas de incubacao.
Os niveis de colesterol total em amostras de soro contendo SbACE na auséncia ou
na presenca de MGO néo apresentaram diferencas estatisticas entre si, nas
comparacoes intragrupos nos tempos 0 versus 48 horas.

No tempo 0, os niveis de HDL-colesterol das amostras de soro, soro + MGO
e soro + AG + MGO nao apresentaram diferencas entre si, bem como na
comparacao entre os tempos 0 e 48 horas, em suas respectivas amostras. Apos 48
horas de incubacéo, os niveis de HDL-colesterol nas amostras de soro, soro + MGO
e soro + AG + MGO) nao diferem entre si.

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), a adicdo de SbACE (250, 125 e
62,5 pg/mL) nas amostras de soro ou nas amostras de soro + MGO ndo causou
mudancas nos niveis de HDL-colesterol. Apds 48 horas, os niveis de HDL-colesterol
nestas amostras continuaram semelhantes entre si e semelhantes em relacdo aos
valores encontrados no tempo 0. Adicionalmente, no tempo de 48 horas, todas as
amostras de soro incubadas na presenca de SbAcCE (soro + SbACE; soro + MGO +
SbACE) ndo apresentaram diferengas entre si quanto aos niveis de HDL-colesterol,
sendo que soro + MGO + SbAcE 250ug/mL foi a Unica condicdo que apresentou 0S
mesmos niveis de HDL-colesterol que aqueles encontrados na condi¢cdo soro

sozinho.
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Tabela 11. Niveis de triglicerideos, colesterol total e HDL-colesterol em sistema-modelo de modificag8es glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano

incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de SbACE.

Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
A) Horas b foro t AC Soro +MGO  Soro+AG+MGO o\ ) F 250 yg/mL  SbACE125ug/mL  SbACE 62,5 ug/mL  SbACE 250 pg/mL  SbACE 125 pg/mL  SbACE 62,5 pg/mL
0 104315 a 1050+06 a 1047 +12 a 1047 t12 a 108303 a 1080+12 a 1077 +18 a 1090+ 12 a 1070+10 a 107,712 a
6 108006 a 1087 t03 a 1070 06 a 1100 +06 a 1057 £ 28 a 1090 £ 0,6 a 1097 07 a 113010 a 1117 %03 a _ 1080 50 a
12 109000 a 1097 03 a 1107 +12 a 1117+07 a  1160%10 b  1147:09 b 114703 b 1157%03 b  1133:03 b _ 1150 £ 10 b
24 109303 b 110707 b  1063%09 a 1103 +03 b 116006 c 1133 %03 c  1140:06 ¢ 115703 ¢ 1137 £ 12 c 1143 03 ¢
48 1127 +03 b 4 112703 b 4 1090 %06 a 4 114006 b A 119006 d 4 1180%00 d 4 1177 £ 03 d 4 116303 ¢ & 115303 c 4 1157 £03 ¢ 4
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
B) T b i Soro +MGO  Soro+AG+MGO o ) F 250 ug/mL  SbACE125ug/mL  SbACE 62,5 ugimL  SbACE 250 pg/mL  SbACE 125 pg/mL  SbACE 62,5 pg/mL
0 182739 a 1790+12 a 1783+29 a 1833:00 a 1803 t18 a 1837 +23 a 1830+20 a 1840+ 10 a 1837:15 a 182021 a
6 181312 a 1790+06 a 1793 +09 a 1850 +15 a 1740t 40 a 179010 a 1807 + 08 a 1860 21 a 1867 £ 07 a _ 1807 + 88 a
12 1813 20 ab 1820+00 b 1783 +1,8 a 1857 £07 c _ 1853 + 1,3 c 189023 c 1890 + 17 ¢ 1883 £09 c 1867 £ 30 ¢ 1897 £ 20 G
24 1800 + 26 ab 181312 b 1777 £12 a 1870 + 06 cd 1847 £ 22 o 1857 £+ 15 c 1860 10 ¢ 1890 +25 d 1883 £ 38 d 1907 + 26 d
48 1833 18 ab 1797 £13 a 1833 £03 ab 1897 +08 c 1857 £ 09 bc 1867 £ 20 bc  187,0 + 20 bc 1853 £ 19 bc 1880 £ 0,6 bc 1903 = 09 ¢
Soro + Soro + Soro + Soro + MGO + Soro + MGO + Soro + MGO +
C) S s b Soro +MGO  Soro+AG+MGO o\ ) F 250 ug/mL  SbACE125ug/mL  SbACE 62,5 ugimL  SbACE 250 pg/mL  SbACE 125 pg/mL  SbACE 62,5 pg/mL
0 703 : 12 a 707 + 07 a 693 15 a 68,7 + 07 a 71,7 + 07 a 730 : 10 a 717 + 15 a 703 : 18 a 69,7 + 1.3 a 713 : 09 a
6 730 * 06 a 740 + 06 a 700 + 06 a 703 03 a 707 £ 24 a 733 + 03 a 753 £ 07 a 723 :12 a 717 03 a 687 + 38 a
12 75000 ¢ 753 03 ¢ 700 + 06 a 713 +03 ab 797 £ 09 d 80,0 £ 12 d 783 £ 03 d 733 £ 0,3 bc 730 £ 06 bc 747 £ 0,3 bc
24 717 03 bc 737 t09 cd 683 £07 a 703 £ 03 b 743 £ 03 d 76,0 £ 06 d 770 £ 12 d 700 £ 00 b 70,7 £ 09 b 72,7 £ 03 bc
48 683 :03 a 670 £ 06 a 677 03 a 67,7 03 a 707 £ 07 b 727 £ 03 b 717 £ 03 b 693 £ 09 ab 707 £07 b 717 £ 03 b

Os niveis de triglicerideos, colesterol total e HDL-colesterol foram monitorados em sistema automatizado utilizando quimica seca (Vitros250, Ortho Clinical
Diagnostics), em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de na
presenca fracdo acetato de etila do extrato bruto hidroetandlico de Siolmatra brasiliensis: SbAcE (250, 125 e 62,5 ug/mL), foram incubadas a 37°C por 48
horas. As tabelas apresentam os niveis de A) triglicerideos e B) colesterol total e C) HDL-colesterol expressos em mg/dL como médias + erro padrédo da
média (EPM) (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls,
letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos
entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48

horas.
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Na figura 27 encontram-se os resultados relacionados a estimativa dos AGEs
fluorescentes, monitorados nos tempos 0 (antes da incubacao) e apos 6, 12, 24 e 48
horas de incubag¢des de soro sanguineo humano na auséncia ou na presenca de
MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na auséncia ou na
presenca de SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL).

Nas amostras soro + MGO, houve um aumento progressivo na intensidade de
fluorescéncia dos AGEs, desde o tempo 0 até o tempo de 48 horas, sendo que a
intensidade de fluorescéncia em 48 horas foi 764% maior em relacdo as amostras
contendo somente soro. Tal como esperado, a AG mostrou-se efetiva na inibicdo da
formacdo de AGEs fluorescentes, diminuindo significativamente a intensidade de
fluorescéncia na amostra soro + MGO + AG, em relacédo ao soro + MGO, em todos
0s tempos de incubacao.

A fracdo acetato de etila de Siolmatra brasiliensis (SbACE), em todas as
concentragcOes estudadas (250, 125 e 62,5 pg/mL), quando incubada na presenca
de soro + MGO, demonstrou ser capaz de inibir significativamente a formacao de
AGEs fluorescentes, a partir de 24 horas de incubacdo, com uma discreta relacao
concentragcdo-dependente de inibicdo de formacao de AGEs. No tempo de 48 horas,
as diferentes concentracdes de SbACE (250, 125 e 62,5 ug/mL) foram capazes de
inibir a formacdo de AGEs fluorescentes no sistema-modelo soro + MGO, em
aproximadamente 13%, 10% e 8%, respectivamente, quando comparados aos

valores de AGEs fluorescentes) na condi¢do soro + MGO.
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Figura 27. Intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs em sistema-modelo de modificacdes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SbACE.
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A formacéo de AGEs fluorescentes foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy
H1TM, BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitagdo de A350nm e emissdo de
A440nm, em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO),
e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca da fracdo acetato de etila do extrato bruto hidroetandlico
de Siolmatra brasiliensis: SbACE (250, 125 e 62,5 pug/mL), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As
amostras foram diluidas na proporcdo 1:25 com tampdo PBS. Os valores de intensidade de
fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os
valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de varidncia ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os
periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas
significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.

Na figura 28 estdo apresentados os valores de fluorescéncia referentes a N’-
formilquinurenina, monitorados nos tempos 0 (antes da incubacéo) e apoés 6, 12, 24
e 48 horas de incubag¢fes de soro sanguineo humano na auséncia ou na presenca
de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na auséncia ou na
presenca de SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL).

Ao longo do periodo de incubacéo, foi possivel observar um aumento
progressivo da intensidade de fluorescéncia relativa a N’-formilquinurenina em
amostras de soro + MGO, em relagdo a amostras contendo somente soro. Ao
término da incubacéo (48 horas) amostras soro + MGO apresentam aumento de 7,9
vezes nos niveis de N’-formilquinurenina, em relagdo as amostras contendo
somente soro. A AG apresenta efeito protetor sobre a oxidacdo de residuos de
triptofano, uma vez que diminuiu em 75% a intensidade de fluorescéncia de N’-

formilquinurenina nas incubacdes de soro + MGO.
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A presenca de SbACE nas amostras de soro + MGO + SbACE, nas diferentes
concentragbes (250, 125 e 62,5 pg/mL), inibiu discretamente a intensidade de
fluorescéncia relativa a N’-formilquinurenina, de maneira concentracdo-dependente,
até o tempo de 24 horas, sendo capaz de diminuir os niveis desse marcador em
13% (250 pg/mL), 11% (125 pg/mL) e 8% (62,5 pg/mL). Ap6s 48 horas de
incubacgéo, amostras soro + MGO + SbACE néo foi capaz de inibir a formacao de N'-
formilguinurenina nas incubacdes de soro + MGO, cujos valores de fluorescéncia

foram semelhantes ao soro + MGO.

Figura 28. 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 presenca de SbACE.
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A formacao de N’-formilquinurenina foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy
H1TM, BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitacdo de A325nm e emissdo de
A344nm, em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO),
e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca da fracdo acetato de etila do extrato bruto hidroetandlico
de Siolmatra brasiliensis: SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As
amostras foram diluidas na proporcdo 1:25 com tampdo PBS. Os valores de intensidade de
fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os
valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre 0s
periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas
significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.

Na figura 29 sdo apresentados valores de fluorescéncia referentes a
quinurenina, monitorados nos tempos 0 (antes da incubacéo) e apos 6, 12, 24 e 48

horas de incubacfes de soro sanguineo humano na auséncia ou na presenca de
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MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na auséncia ou na
presenca de SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL).

Amostras de soro + MGO apresentaram um aumento na intensidade de
fluorescéncia desde o tempo O até o tempo de 48 horas; houve um aumento de 5
vezes na intensidade de fluorescéncia da quinurenina em amostras soro + MGO,
apos 48 horas de incubacédo, em relagdo as amostras contendo somente soro. A AG
foi capaz de promover significativa inibicdo na formagcdo de quinurenina nas
amostras de soro + MGO, em todos os tempos analisados.

Amostras de soro + MGO + SbACE, nas diferentes concentracdes da fracédo
(250, 125 e 62,5 pg/mL) ndo mostraram diferencas nos niveis de quinurenina no
decorrer da incubacdo. No tempo de 48 horas, a presenca de SbACE (250, 125 e
62,5 ug/mL) no sistema-modelo soro + MGO foi capaz de inibir discretamente a

intensidade de fluorescéncia relativa a quinurenina.

Figura 29. Intensidade de fluorescéncia relativa a quinurenina em sistema-modelo de modificagbes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SbACE.
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A formacédo de quinurenina foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy H1TM,
BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitacdo de A360nm e emissao de A480nm,
em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou
aminoguanidina (AG), e na presenca da fragdo acetato de etila do extrato bruto hidroetandlico de
Siolmatra brasiliensis: SbAcCE (250, 125 e 62,5 ug/mL), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As
amostras foram diluidas na proporcdo 1:25 com tampdo PBS. Os valores de intensidade de
fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os
valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de varidncia ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os
periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas
significativas (p<0,05) entre os tempos O e 48 horas.
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Na figura 30 estdo as os resultados referentes aos valores de fluorescéncia
de ditirosina, monitorados nos tempos 0 (antes da incubacao) e apos 6, 12, 24 e 48
horas de incubag¢des de soro sanguineo humano na auséncia ou na presenca de
MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na auséncia ou na
presenca de SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL).

Desde antes do inicio da incubacéo (tempo 0) até o tempo de 48 horas, foi
possivel observar que as incubacbes contendo soro + MGO apresentaram maior
intensidade de fluorescéncia relativa a ditirosina, em comparag¢do as incubacdes
contendo somente soro; no tempo de 48 horas, houve um aumento de 11 vezes nos
niveis de ditirosina na condicao soro + MGO. A AG foi capaz de inibir a formacao de
ditirosina em aproximadamente 85% nas incubacdes de soro + MGO.

SbACE, em todas as concentracbes estudadas, foi capaz de diminuir
discretamente a formacgao de ditirosina no sistema-modelo soro + MGO, desde o
tempo O até 48 horas de incubagcdo. No tempo de 48 horas, foi possivel observar
gue as incubacdes contendo soro + MGO + SbAcE (250, 125 e 62,5 pg/mL)
apresentaram valores de ditirosina que n&o diferiram entre si, bem como
apresentaram uma discreta inibicdo na intensidade de fluorescéncia relativa a

ditirosina, em comparacao a condi¢do soro + MGO.
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Figura 30. Intensidade de fluorescéncia relativa a ditirosina em sistema-modelo de modificacdes
glico-oxidativas in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na
presenca de SbACE.
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A formacado de ditirosina foi monitorado através de fluorescéncia em fluorimetro (Synergy H1TM,
BioTek Instruments Inc) nos comprimentos de onda de excitagdo de A330nm e emissdo de A415nm,
em amostras de soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou
aminoguanidina (AG), e na presenca da frag8o acetato de etila do extrato bruto hidroetandlico de
Siolmatra brasiliensis: SbAcCE (250, 125 e 62,5 pg/mL), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As
amostras foram diluidas na proporcdo 1:25 com tampdo PBS. Os valores de intensidade de
fluorescéncia (U.A.) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os
valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de varidncia ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os
grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos respectivos grupos entre os
periodos de tempo O e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica diferencas
significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.

Na figura 31 sédo apresentados os valores relacionados os niveis de PCO em
amostras de soro sanguineo humano incubados na auséncia ou presenca de MGO
(10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e na auséncia ou na presenca de
SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL).

Ja no tempo 0, foi possivel observar um aumento significativo (6 vezes) nos
niveis de PCO nas incubacbes soro + MGO, em relacdo as incubacdes contendo
somente soro. Nas incubacdes contendo soro + MGO, este aumento nos valores de
PCO foi progressivo, até o tempo de 24 horas, alcancando valores até 15 vezes
maiores em comparacao as incubacdes contendo somente soro, e a partir desse
tempo ocorre estabilizagdo nos niveis desse biomarcador. A adicdo de AG nas
incubacdes contendo soro + MGO foi capaz de diminuir significativamente os niveis

de PCO, desde o tempo O até 48 horas de incubacdo, sendo que no tempo de 48
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horas, soro + AG + MGO apresentou diminuicdo de 54% nos niveis de PCO, em
relacéo aos valores encontrados em soro + MGO.

Desde o tempo 0, incubacbes contendo soro + MGO + SbACE (250, 125 e
62,5 pg/mL) apresentaram discreta diminuicdo nos niveis de PCO, em relacdo as
amostras de soro + MGO. Apoés 48 horas de incubacéo, incubagdes contendo soro +
MGO + SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL) ainda apresentaram discreta diminuicdo nos
niveis de PCO, sendo possivel observar uma relacdo concentracao-dependente,
com inibicdes na formacdo de PCO de cerca de 10% (250 pg/mL), 8% (125 pg/mL)
e 6% (62,5 pg/mL) quando comparados aos valores obtidos a partir da incubacéo
soro + MGO.

Figura 31. Niveis de PCO em sistema-modelo de modifica¢cdes glico-oxidativas in vitro em soro
sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenga de SbACE.
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Os niveis de PCO foram monitorados espectrofotometricamente (PowerWave XS2, BioTek
Instruments Inc) no comprimento de onda de A370nm, em amostras de soro sanguineo humano na
presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca da fracdo
acetato de etila do extrato bruto hidroetandlico de Siolmatra brasiliensis: SbACE (250, 125 e 62,5
pg/mL), foram incubadas a 37°C por 40 dias. Os grupos carbonilas presentes nas proteinas das
amostras reagem com DNPH, formando 2,4-dinitrofenilhidrazona, o qual €é monitorado
espectrofotometricamente. Os niveis de PCO (mmol/L) estdo expressos como médias + erro padrao
da média (EPM), (n = 3). Os valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de
varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos na hora de monitoramento da fluorescéncia; os valores dos
respectivos grupos entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o
simbolo A indica diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.

Na figura 32 encontram-se os resultados relacionados ao perfil de separacao

eletroforética de proteinas do soro sanguineo humano das incubacfes conduzidas
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na auséncia ou presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM) e
na auséncia ou na presenca da fracdo acetato de etila de Siolmatra brasiliensis
(SbACE 250, 125 e 62,5 pg/mL), em diferentes tempos, antes do inicio das
incubacbes (Figura 32A), apos 6 horas (Figura 32B), apds 12 horas (Figura 32C),
apos 24 horas (Figura 32D) e apos 24 horas (Figura 32E).

Com o decorrer do tempo de incubacao, a condigdo soro + MGO demonstra
alteracbes na corrida eletroforética, com énfase na dispersdo da banda
intermediaria (Figuras 31 B, C, D e E). A adicdo de AG no sistema-modelo soro +
MGO demonstrou ser capaz de inibir as alteracbes na corrida eletroforética
promovidas pelo MGO.

Amostras de soro acrescidas de SbAcE (250, 125 e 62,5 pg/mL) nao
demonstraram alterac6es no perfil de separacéo eletroforética, apresentando perfil
semelhante as amostras contendo somente soro, ao longo de todo o periodo
experimental. Quando SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL) foi adicionada ao sistema-
modelo de soro + MGO, nao foi observada inibicdo das alteragcdes na corrida

eletroforética promovidas pelo MGO.
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Figura 32. Perfil de separacéo eletroforética de proteinas séricas em sistema-modelo de glicacdo in vitro de soro sanguineo incubado com metilglioxal

tratados com SbACE.
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As figuras representam o perfil de separacdo de proteinas em eletroforese de gel de acrilamida/bisacrilamida, sob condi¢des nao-desnaturantes, de
incubagBes de soro sanguineo humano na presenga ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG), e na presenca de SbACE (250, 125 e
62,5 ug/mL) , em diferentes tempos, antes do inicio das incubagbes (A), apés 6 horas (B), apés 12 horas (C), ap6s 24 horas (D) e apés 48 horas de
incubacédo (E). Abaixo de cada figura esta a legenda de auséncia ( - ) ou presenca ( + ) de compostos e/ou de SbACE.
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Na figura 33 estdo representados os valores relacionados a atividade
arilesterase de PON 1 em amostras de soro sanguineo humano incubados na
auséncia ou presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e
na auséncia ou na presenca de SbAcCE (250, 125 e 62,5 pug/mL).

Antes do inicio das incubacdes (tempo 0), a adicao de AG e/ou MGO no soro
sanguineo humano (soro + AG, soro + MGO, soro + AG + MGO) ndo alterou
significativamente a atividade arilesterase de PON 1, em relacdo a incubacéo
contendo somente soro. Apos 12 horas, somente a incubacdo soro + MGO + AG
apresentou aumento (23%) na atividade arilesterase de PON 1, em relacdo as
demais condi¢cdes (soro, soro + AG, soro + MGO). Apdés 48 horas, todas as
incubacbes (soro, soro + AG, soro + MGO, soro + AG + MGO) apresentaram
valores semelhantes de atividade de PON 1. ApGs 12 horas, a atividade arilesterase
de PON 1 apresentou-se elevada nas condi¢des soro, soro + AG, soro + MGO e
soro + AG + MGO, em relacdo as respectivas incubacdes no tempo 0 e 48 horas.
Por fim, apds 24 e 48 horas de incubacéo, a atividade de arilesterase de PON 1 foi
significativamente diminuida, em todas as condicfes anteriormente citadas, em
relacéo ao tempo O.

As incubacdes de soro sanguineo na presenca de SbACE (soro + SbACE;
soro + MGO + SbACE) nas diferentes concentra¢cdes da fracao da planta (250, 125 e
62,5 pg/mL), tanto no tempo 0 quanto no tempo de 12 horas, ndo demonstraram
diferencas significativas na atividade arilesterase de PON 1, em relagao aos valores
encontrados na incubag¢do contendo somente soro. Apdés 48 horas, houve um
discreto aumento na atividade arilesterase de PON 1 nas incubacdes contendo soro
+ MGO + SbACE, nas diferentes concentracfes. Semelhante ao observado em
amostras contendo somente soro, apds 12 horas de incubagéo as amostras de soro
contendo SbACE (soro + SbACE; soro + MGO + SbACE) apresentaram aumento na
atividade arilesterase da PON 1, em relacdo ao tempo 0. Por fim, apds 48 horas, as
incubacdes soro + SbACE e soro + MGO + SbACE, nas diferentes concentracdes da
fracdo (250, 125 e 62,5 pg/mL), apresentam valores diminuidos de atividade
arilesterase de PON 1, em relagcéo ao tempo 0.
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Figura 33. Atividade de arilesterase da PON 1 em sistema-modelo de modificacfes glico-oxidativas
in vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenca de
SbACE.

SbACE
—E' *
S 120+ — '
— T
r
z aaa aaaaaa
(@] 100- ab ; ab ababab I I I I
% I aaaa T
-c 80- aaaaaaaaaa I I
o I1dh I Th I I AO
“ T 1
Had aaaaaaaaaa € Ch
2 60' T T R aaaa?aa <
3 x T ™ o =
E 40-
()
©
o 204
T
(1}
S
2 0 T T T T
< 0 6 12 24 48
Horas
L1 Soro 1 Soro + SbACE 250ug/mL [ Soro + MGO + SbACE 250ug/mL
L1 Soro +AG [ Soro + SbACE 125ug/mL B Soro + MGO + SbACE 125pg/mL

E gg:g I mgg +AG [1 Soro + SbACE 62,5ug/mL Soro + MGO + SbACE 62,5ug/mL

A atividade de arilesterase da PON1 foi monitorada espectrofotometricamente (PowerWave XS2,
BioTek Instruments Inc) no comprimento de onda de A270nm a 25°C por 3 minutos, em amostras de
soro sanguineo humano na presencga ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG),
e na presenca da fracdo acetato de etila do extrato bruto hidroetandlico de Siolmatra brasiliensis:
SbACE (250, 125 e 62,5 pug/mL), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As amostras foi adicionado o
substrato fenilacetato 2,96mM, o qual na presenga de PONL1 é hidrolisado, formando cromoéforo, o
gual pode ser monitorado espectrofotometricamente. Os valores da atividade enzimatica da
arilesterase da PON1 (Ul) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os
valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de varidncia ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos na hora de monitoramento da atividade enzimatica; os valores dos respectivos grupos entre
os periodos de tempo 0 e 12 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo % indica
diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 12 horas; os valores dos respectivos grupos
entre os periodos de tempo 12 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo O indica
diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 12 e 48 horas; 0s valores dos respectivos grupos
entre os periodos de tempo O e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica
diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.

by

Na figura 34 estdo representados os valores relacionados a atividade
lactonase de PON 1 em amostras de soro sanguineo humano incubados na
auséncia ou presenca de MGO (10 mM), auséncia ou presenca de AG (10 mM), e

na auséncia ou na presencga de SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL).
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No tempo O, isto &, antes do inicio das incubacgfes, amostras de soro
sanguineo humano incubadas na presenca de AG e/ou MGO (soro + AG, soro +
MGO, soro + AG + MGO) nao apresentaram alteracdes significativas na atividade
lactonase de PON 1, em relacdo a incubacédo contendo somente soro. Apds 12
horas, as incubacdes contendo soro, soro + AG, soro + MGO e soro + AG + MGO
ndo apresentaram diferencas entre si quanto a atividade lactonase de PON 1,
porém todas as incubacdes neste tempo apresentaram aumentos na atividade da
enzima, em relacdo aos respectivos valores obtidos das incubacdes no tempo O.
Apbs 48 horas, incubacdes de soro + MGO e soro + AG + MGO néo diferiram
significativamente nos valores de atividade lactonase de PON 1, em relagdo a
incubacdo contendo somente soro, porém todas as incubacgdes (soro, soro + AG,
soro + MGO, soro + AG + MGO) apresentaram atividade de PON 1 com valores
inferiores em relag&o as suas respectivas incubac¢des no tempo 0.

Antes do inicio das incubac¢des (tempo 0), amostras de soro + SbACE e soro
+ MGO + SbACE (250, 125 e 62,5 pug/mL) ndo apresentaram diferencas na atividade
lactonase de PON 1, seja na comparagdo entre si ou na comparacdo com a
condigdo soro sozinho. Apds 12 horas de incubacéo, foi possivel observar um
aumento na atividade lactonase de PON 1, em relagdo as suas respectivas
incubacbes no tempo 0, da seguinte maneira: aumento de 84% para a condicéo
soro + SbACE, e aumento de 51,8% para as demais incubacgbes. Ao término da
incubacédo (48 horas), amostras de soro + SbACE (250, 125 e 62,5 pug/mL) néo
apresentaram diferencas entre si nos valores de atividade lactonase da PON 1,
porém ela foi inferior aos valores encontrados na condi¢ao soro sozinho. Ainda apos
48 horas de incubacédo, a atividade lactonase da PON 1 das amostras contendo
soro + MGO + SbACE 125 pg/mL e soro + MGO + SbACE 62,5 pg/mL néo diferiram

entre si, bem como néo diferiram em relacdo a amostra soro sozinho.
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Figura 34. Atividade de lactonase da PON 1 em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in
vitro em soro sanguineo humano incubado com metilglioxal, na auséncia ou na presenga de SbACE.
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A atividade de lactonase da PON1 foi monitorada espectrofotometricamente (PowerWave XS2,
BioTek Instruments Inc) no comprimento de onda de A270nm a 25°C por 3 minutos, em amostras de
soro sanguineo humano na presenca ou auséncia de metilglioxal (MGO), e/ou aminoguanidina (AG),
e na presenca da fracdo acetato de etila do extrato bruto hidroetandlico de Siolmatra brasiliensis:
SbACE (250, 125 e 62,5 pg/mL), foram incubadas a 37°C por 40 dias. As amostras foi adicionado o
substrato dihidrocoumarina 100mM, o qual na presenca de PONL1 é hidrolisado, formando croméforo,
o qual pode ser monitorado espectrofotometricamente. Os valores da atividade enzimatica da
lactonase da PON1 (Ul) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM), (n = 3). Os
valores em cada periodo de tempo foram avaliados através do teste de variancia ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls, letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos na hora de monitoramento da atividade enzimatica; os valores dos respectivos grupos entre
os periodos de tempo 0 e 12 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo  indica
diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 12 horas; os valores dos respectivos grupos
entre os periodos de tempo 12 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo O indica
diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 12 e 48 horas; 0s valores dos respectivos grupos
entre os periodos de tempo 0 e 48 horas foi avaliado através do teste t-student, o simbolo A indica
diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos 0 e 48 horas.
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5. DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo das alteracdes glico-oxidativas em sistema-modelo de glicacao
in vitro com glicose

Nos sistemas-modelo de glicacdo in vitro, carboidratos redutores reagem de
forma ndo enzimética com grupos amino das proteinas, gerando as bases de Schiff,
gue entdo sofrem rearranjos e formam os produtos de Amadori, 0os quais irdo sofrer
processos de desidratacdo e rearranjos, e assim, formam os AGEs (ABBAS et al.,
2015). Durante o processo de glicacdo proteica pode ocorrer modificagcdes na
estrutura das proteinas promovendo a perda da funcionalidade da proteina, o que
pode favorecer danos funcionais em diversos tipos de tecidos (RABBANI,
THORNALLEY, 2014).

A formacdo de AGEs pode ser favorecida devido a processos oxidativos. Os
carboidratos redutores podem ser auto-oxidados e contribuir no estabelecimento de
uma condicdo glico-oxidativa (CHETYRKIN et al., 2011). Os produtos de Amadori
produzidos durante o processo de glicacdo, na presenca de oxigénio molecular e
metais de transicdo, podem favorecer a geracdo de radical superoxido, o qual
através da reacdo de Fenton, ira gerar o radical hidroxila (ABBAS et al., 2015).

Neste estudo, foi possivel observar a temporalidade dos efeitos da presenca
de glicose em elevadas concentracdes, em amostras de soro sanguineo (figura 9),
com a ocorréncia de eventos de glicagdo, uma vez que houve um aumento
progressivo na intensidade de fluorescéncia relativa aos AGEs em relagdo ao
tempo. Este perfil de resposta também pode ser observado em outros trabalhos que
realizaram a incubacdo de albumina sérica bovina com glicose (PALERMO, 2017,
MOTTA et al., 2018; FRANCO, 2018; DOS SANTOS et al., 2019).

O aumento na formacgédo de AGEs pode estar relacionado a modificagdo na
estrutura das proteinas, o que é demonstrado na figura 10, a progressdo nas
modificacdes estruturais nas bandas relativas as fracGes de proteinas séricas, no
decorrer das incubacdes de soro sanguineo na presenca de glicose. Resultados
semelhantes foram observados por FRANCO (2018), que utilizou o sistema-modelo
de glicacdo de albumina sérica bovina com glicose in vitro, e ao promover a
separacdo de proteinas em gel de eletroforese do tipo SDS-PAGE, foi possivel

observar a progressao as modifica¢des estruturais da albumina ao longo do tempo.
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O biomarcador PCO é utilizado para avaliar as modificagdes glico-oxidativas
em proteinas. Neste estudo, foi possivel observar aumento dos niveis de PCO em
soro sanguineo incubado na presenca de glicose (figura 11). FRANCO (2018),
utilizando sistema-modelo de glicacdo de albumina com glicose ou com frutose in
vitro, observou que os niveis de PCO também aumentavam no decorrer dos dias de
incubacao da proteina na presenca desses monossacarideos.

Os resultados referentes aos niveis de TBARS (figura 12) sugerem que esta
analise ndo é aplicavel para este sistema-modelo de glicacdo in vitro, ou devem ser
realizados ajustes, seja no sistema-modelo com mudancas no promotor das
alteracdes glico-oxidativas, seja na substituicdo da metodologia de determinagéo de
produtos de peroxidacao lipidica, como por exemplo, o uso de HPLC. Uma vez que
no dia 0, as amostras de soro sanguineo acrescidas de glicose, porém ainda sem
incubacdes, ja& apresentaram niveis 18 vezes maiores de TBARS, em relagdo aos
valores em amostras de soro néo acrescidas de glicose.

O processo de glicacdo de biomoléculas pode afetar a estrutura e funcéo de
diversas proteinas plasmaticas, sendo a albumina a mais estudada (RONDEAU et
al., 2010). As enzimas antioxidantes formam um sistema importante para
detoxificac@o de radicais livres, e modificacbes na funcéo dessas enzimas devido a
glicacdo podem levar a um acumulo de radicais livres e consequentemente
favorecer a exacerbacao de eventos glico-oxidativos (BAKALA et al., 2012)

Bakala e colaboradores (2012) demonstraram que a incubacdo da enzima
CAT por 48 horas na auséncia de agentes promotores de glico-oxidacao
(metilglioxal ou frutose) foi suficiente para reduzir a atividade da enzima em 20%. A
adicdo de metilglioxal ndo modificou a atividade da enzima, quando comparada com
a atividade na auséncia desta dicarbonila. J4 a adicdo de frutose foi capaz de
reduzir a atividade da CAT em 53%, em relagdo a enzima na auséncia do
monossacarideo, no periodo de 5 horas. Em nosso estudo, a atividade da CAT
(figura 13), no dia 0 e na condicdo soro + glicose, encontra-se elevada, quando
comparada a amostra contendo somente soro, o que pode ser interpretado como
uma possivel interferéncia analitica devido a grande quantidade de glicose
acrescida no soro. Aldeidos reagem com o reagente Purpald, formando um
heterociclo biciclico, quando oxidado altera a cor da solucdo de limpida para
purpura ou magenta, interferindo no sinal analitico (JOHANSSON E BORG, 1988).
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A enzima antioxidante PON 1 encontra-se associada a lipoproteina HDL; que
possui capacidade de proteger HDL, LDL e o endotélio vascular de agressoes
oxidativas e inflamatérias (CERVELLATI et al., 2019). Novamente, desde do dia 0
(figura 14) a atividade da PON 1 foi maior nas amostras de soro + glicose, em
relacéo ao soro ndo acrescido de glicose.

Tal como esperado para todos os outros marcadores de estresse glico-
oxidativo e atividades das enzimas antioxidantes que monitoramos no presente
estudo, o resultado esperado era que todos 0s niveis de metabdlitos e atividades de
enzimas fossem semelhantes no dia O para todas as condi¢des estudadas, uma vez
gue a amostra de soro sanguineo ficou muito pouco tempo em contato com a
glicose para que modificacdes glico-oxidativas ocorressem.

Tal como para TBARS e CAT, a analise da atividade de PON 1 parece néo
ser possivel de ser monitorada neste sistema-modelo de glicagéo in vitro. Talvez
seja necessario reduzir a concentracdo de glicose a ser acrescida no soro, ou entao
realizar a mudanca do agente promotor da glico-oxidacdo, para que seja possivel
avaliar as atividades da PON 1 e da CAT.

5.2 Avaliacao das alteragcdes glico-oxidativas em sistema-modelo de glicacao
in vitro com metilglioxal (experimento 1)

Nos sistemas-modelo in vitro de modificacbes glico-oxidativas com
metilglioxal (MGO), por ser um composto dicarbonilico altamente reativo, 0 MGO
pode reagir com diversas macromoléculas, dentre elas proteinas. Desta forma, o
MGO pode interagir com residuos de aminoacidos presentes na estrutura das
proteinas, modificando a estrutura destas proteinas e promover a formacdo de
diversos AGEs (TAGHAVI et al., 2017; OTT et al., 2014; LUEVANO-CONTRERAS;
CHAPMAN-NOVAKOFSKI, 2010). Dentre os AGEs fluorescentes produzidos apés a
reacao de residuos de aminoacidos com MGO, o principal € a arg-pirimidina.

Nesta parte do estudo é possivel observar o efeito da temporalidade da
incubacdo, e também do efeito das diferentes concentracées de MGO (5, 10 e
20mM) no sistema-modelo in vitro de modificacbes glico-oxidativas utilizando soro
sanguineo humano, onde € possivel notar que com o avancar do tempo de
incubacdo houve aumento na intensidade de fluorescéncia que apresenta
caracteristica concentracdo e tempo dependente (figura 15). Tais achados podem
ser corroborados por Sadowska-Bartosz e colaboradores (2014), onde os autores
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realizaram a incubagéo de BSA com MGO em diferentes concentracdes (2,5 mM, 5
mM, 10 mM, 50 Mm, 100 mM) e monitoraram a formacdo de AGEs fluorescentes
por 24 horas, e observaram aumento na intensidade de fluorescéncia ao longo do
tempo.

O emprego da aminoguanidina (AG), agente antiglicacao protétipo que possui
capacidade de sequestrar MGO (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020), demonstrou
ser efetiva no sistema-modelo in vitro de modificacbes glico-oxidativas com MGO,
nas diferentes concentracbes de MGO (5, 10 e 20 mM), principalmente nas
concentracbes de 5 e 10 mM. Lucenford e Gugliucci (2005), e Wu e Yen (2005)
demonstraram que AG (10 mM) foi capaz de diminuir a intensidade de fluorescéncia
dos AGEs em sistema-modelo de glicacdo in vitro utilizando BSA e MGO em
incubacbes conduzidas por 6 e 9 dias, respectivamente.

Trabalhos tém demonstrado a possibilidade de avaliar alteragbes na estrutura
das proteinas promovidas pela glicacdo, através da separacdo das proteinas em gel
de eletroforese (LUCENFORD; GUGLIUCCI, 2005; WU; YEN, 2005; DOS SANTOS
et al., 2019; MOTTA et al., 2019). Neste estudo foi possivel observar alteracdes no
padrédo de separacdo de proteinas em amostras de soro sanguineo humano (Figura
16). Trabalhos desenvolvidos por Wu e Yen (2005) e Lucenford e Gugliucci (2005)
também demonstraram alteracdes no perfil de separacéo eletroforética de proteinas
em sistema-modelo de glicacdo in vitro com BSA e MGO em gel de eletroforese do
tipo SDS-PAGE. Os autores observaram que o MGO é capaz de reagir com
residuos de lisina e arginina em proteinas, assim levando ao aumento no peso
molecular e formacdo de cross-links proteicos, culminando em mudancas no perfil
de separacao eletroforetica de BSA, sugerindo que o MGO promove alteracfes na

estrutura proteica.

5.3 Avaliacdo dos parametros bioquimicos das alteracdes glico-oxidativas em
sistema-modelo de glicacdo in vitro com metilglioxal na presenca de SbExt,
SbCHCIs, naringenina (experimento 2), e SbAcCE (experimento 3).

Nos sistemas-modelo de modificagées glico-oxidativas in vitro, dicarbonilas
reativas, como o metilglioxal, podem reagir com diversas macromoléculas, fazendo
com que estas percam sua funcionalidade favorecendo assim o desenvolvimento
das complicacdes diabéticas. Um dos biomarcadores bioquimicos, formado através

de processo de glicacdo amplamente utilizado na avaliacdo clinica € a hemoglobina
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glicada, biomarcador que reflete os niveis médios de glicemia nas 8-12 semanas
precedentes (TAGHAVI et al.,, 2017; OTT et al.,, 2014; LUEVANO-CONTRERAS;
CHAPMAN-NOVAKOFSKI, 2010).

Neste estudo foi possivel visualizar a reducdo dos niveis de glicose (Tabela
1) nas amostras contendo somente soro com o decorrer do tempo das incubacoes.
Uma explicacdo para esse achado € que a glicose presente no soro pode estar
interagindo com proteinas e formar as bases de Schiff, produtos de Amadori e
AGEs, participando assim de eventos glicativos, desta forma tendo seus niveis
diminuidos com o decorrer do tempo (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2014).
Amostras de soro incubadas na presenca de MGO apresentaram aumento nos
niveis de glicose; isto pode ser devido ao MGO, que, ao apresentar reatividade
20.000 vezes maior em relacdo a glicose (HAN et al., 2007), pode atacar mais
efetivamente a matriz proteica presente no soro, o que podera poupar a glicose de
reagir com as proteinas.

Ainda neste estudo em relacdo aos biomarcadores bioquimicos, proteina total
(Tabela 2 e 9A) e albumina (Tabela 3 e 9B), foi possivel obsevar que a presenca de
MGO nas incubag¢des ndo modificou os niveis dos biomarcadores, mantendo-os
dentro dos valores de referéncia utilizados na prética clinica (proteinas totais: 6 a 8
g/dL; albumina: 3,5 a 5,5 g/dL).

Em relacdo a ativididade enzimética de ALT (Tabela 4 e 10), foi possivel
observar que a adicdo de MGO nas amostras de soro sanguineo humano foi capaz
de reduzir a atividade de ALT, desde o tempo 0. Tal diminuicdo pode ter ocorrido
devido a alta reatividade do MGO, que pode estar interagindo com esta enzima,
inibindo sua atividade. Corroborando com o0s nossos achados, Beranek e
colaboradores (2001) realizaram a incubacdo de ALT com diferentes tipos de
acucares redutores (D-glicose, D-ribose, D-frutose e D-L-gliceraldeido) e
observaram que estes acucares redutores sdo capazes de inibir a atividade
enzimatica da ALT significativamente, desde o tempo de 2 horas (D-ribose e D-L-
gliceraldeido).

Quando avaliado o perfil lipidico das amostras de soro sanguineo incubadas
na presenca de MGO, foi possivel notar que os valores obtidos para os parametros
triglicerideos (Tabela 5 e 11A) e colesterol total (Tabela 6 e 11B) se mantiveram
dentro dos valores de referéncia (triglicerideos < 150 mg/dL; colesterol total < 190
mg/dL).
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Os valores de HDL-colesterol apresentados na tabela 7 e 11C indicam que a
incubacdo pode promover aumento nos niveis de HDL-colesterol, apés 12 horas.
Heins e colaboradores (1995) relataram que pode haver um aumento significativo
nos niveis de HDL-colesterol quando amostras de soro sanguineo humano sao
armazenadas em temperatura ambiente (25°C) por até 7 dias.

Quando da adicdo de SbExt, SbCHCIs e NAR em amostras de soro + MGO
em relacdo aos niveis de glicose (tabela 1), parecem ter promovido alguma
interferéncia na metodologia de analise desse analito por parte de substancias
geradas no meio de incubacdo quando compostos presentes em SbExt, SbCHCl3, e
a propria NAR entram em contato com o MGO. A interferéncia observada nas
concentracfes de glicose nas amostras de soro contendo SbExt, SbCHCIs e NAR
somente foram observadas quando na presenca de MGO. Apos 48 horas de
incubacédo, amostras de soro + MGO + SbExt (500 e 250 pg/mL) apresentaram
concentragcOes de glicose inferiores a 10 mg/dL, o que respalda a possiblidade de
interferéncia analitica, principalmente para SbExt.

Neste estudo foi possivel observar que a adicdo de SbExt, SbCHCIs e NAR,
bem como SbACE, ndo promoveram alteracdes nos niveis dos biomarcadores
bioguimicos em relacdo aos valores de referéncia utilizados na avaliagao clinica.

Ainda neste estudo, em especifico no experimento 2, é possivel observar que
para os parametros de proteinas totais (tabela 2), aloumina (tabela 3), triglicerideos
(tabela 5) e colesterol (tabela 6), apds 48 horas de incubacao € possivel notar um
aumento nos niveis destes biomarcadores. Este aumento nas concentracdes destes
biomarcadores ap6s 48 horas pode estar relacionado ao processo de incubacéo,
uma vez que as amostras foram incubadas a 37°C pelo periodo de 48 horas, o que
pode ter contribuido para evaporacdo de agua das amostras, culminando em
discreta concentracdo dos marcadores (VETRI et al., 2007).

5.4 Estimativa dos AGEs fluorescentes e andlise de modificacdes estruturais
em proteinas em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro
com metilglioxal na presenca de SbExt, SbCHCIs, naringenina (experimento 2),
e SbACE (experimento 3).

A adicdo de MGO em sistema-modelo de modificagdo glico-oxidativa in vitro,
permite avaliar o processo de glicagdo em estagio mais avancado, quando as

dicarbonilas reativas podem promover alteracoes em residuos de proteinas de
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diversas macromoléculas, e entdo formar diversos AGEs, sendo a arg-pirimidina o
principal AGE fluorescente formado (TAGHAVI et al.,, 2017; OTT et al.,, 2014;
RABBANI; THORNALLEY, 2015; RABBANI; THORNALLEY, 2012).

A formacdo de AGEs (figuras 17 e 27) antes do inicio das incubacfes em
amostras soro+ MGO pode ser devido a alta reatividade do MGO. Em um trabalho
gue realizou incubacdo de BSA com MGO em diferentes concentracdes, incluindo
10 mM, demonstrou que, desde o tempo 0, foi possivel observar uma maior
intensidade de fluorescéncia de AGEs, em relacdo a amostra contendo somente
BSA, e com o avancar do tempo de incubacdo (24 horas) foi possivel observar
aumento progressivo na formacédo de AGEs fluorescentes (SADOWSKA-BARTOSZ
et al., 2014)

O emprego de SbExt e SbACE (respectivamente, figuras 17A e 27) em
amostras soro+MGO, demonstraram serem capazes de inibir os efeitos glico-
oxidativos do MGO no soro sanguineo humano. Este possivel potencial anti-AGE de
SbExt e SbACE pode ser devido a presenca de diversos compostos presentes em
SbExt e SbACE, como flavonoides, saponinas, derivados fendlicos, dentre outros
(DOS SANTOS et al., 2019). Os dados obtidos neste estudo corraboram com dos
Santos e colaboradores (2019), no qual foram realizadas incubagbes de BSA com
glicose na presenca de SbExt e SbACE, e foi possivel observar inibicdo na
formacdo de AGEs fluorescentes de maneira concentracdo-dependente, nos dias
10, 20 e 30 de incubacao.

A adicdo de SbCHCIs (figura 17B) em amostras de soro + MGO foi capaz de
diminuir a formacdo de AGEs fluorescentes de forma discreta. Este resultado
diferem dos achados do estudo de dos Santos e colaboradores (2019), onde
SbCHCI3 se mostrou com atividade anti-AGE significativa, o que pode ser explicado
pelas diferencas nos sistemas-modelo de glicac&o in vitro utilizados.

Dos Santos e colaboradores (2019) identificaram algumas substancias em
SbCHCIs, dentre elas a naringenina, um flavondide tipo flavonona que apresenta
atividade antioxidante e capacidade de realizar captura de MGO (LIU et al., 2020;
ZHU et al., 2019). A adicdo de NAR (figura 17C) em amostra de soro + MGO foi
capaz de inibir a formacéo de AGEs fluorescentes. Estes dados corroboram com Liu
e colaboradores (2020), onde os autores demonstraram que a naringenina foi capaz
de diminuir a formacéo de AGEs fluorescentes em amostras de BSA incubadas com
MGO. Porém, o espectro de absorbancia da amostra soro + NAR 100 pM, desde o
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tempo 0 até 6 horas, no comprimento de onda 350 nm (isto €, comprimento de onda
de excitagdo dos AGESs), nos mostra que soro + NAR 100 uM apresenta valor de
absorbancia superior ao observado em soro + MGO, 0 mesmo se repete para as
maiores concentracdes de naringenina (400 e 200 uM). Este achado nos faz sugerir
gue nas incubacdes de soro + NAR, possa estar acontecendo uma diminuigdo na
excitagdo dos AGEs fluorescentes, consequentemente impedindo que os AGEs
fluorescentes formados emitam fluorescéncia (440 nm), o que pode implicar em um
resultado falsamente positivo relacionado a capacidade de NAR promover inibicéo
na formagéo de AGEs. Para as maiores concentragbes de naringenina, em soro +
NAR 200uM esta caracteristica ocorre até o tempo 24 horas, em soro + NAR 400
UM esta caracteristica se extende até as 48 horas (ver anexos — espectro de
absorbancia NAR).

5.5 Estimativa dos produtos de oxidacdo de residuos de triptofano e tirosina
em sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro com metilglioxal
na presenca de SbExt, SbCHCIs, naringenina (experimento 2), e SbAcCE
(experimento 3).

Nos sistemas-modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro com
metilglioxal, a glicacdo de macromoléculas € favorecida, porém processos
oxidativos também podem ocorrer, incluindo a oxidacéo de residuos de aminoacidos
em proteinas, tais como lisina, triptofano, cisteina e metionina, os quais sdo mais
susceptiveis a oxidacdo (LUNA; ESTEVES, 2018).

Nas figuras 18, 19 e 20 (experimento 2) e 28, 29 e 30 (experimento 3) o
sistema-modelo de modificacdes glico-oxidativas in vitro (soro + MGO) apresenta
maior intensidade de fluorescéncia relativa aos produtos de oxidagéo de triptofano e
tirosina, em relacdo as amostras de soro, durante todo o periodo experimental,
demonstrando que o MGO ¢é capaz de exacerbar a formagcdo de N'’-
formilquinurenina e quinurenina (produtos de oxidacdo de triptofano) e ditirosina
(produto de oxidacdo de tirosina). Estudo de Sadowska-Bartosz e colaboradores
(2014) corrobora com os achados deste trabalho, pois observaram que o MGO, em
diferentes concentracodes (2,5, 5, 10, 50 e 100 mM) em incubacdes contendo BSA,
foi capaz de promover aumento na intensidade de fluorescéncia de N'’-

formilquinurenina, quinurenina e ditirosina, no periodo de 24 horas.
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SbEXxt (figura 18A, 19A e 20A) e SbACE (figura 28, 29 e 30), nas diferentes
concentragbes estudadas no sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in
vitro, demonstrou ser capaz de diminuir discretamente a intensidade de
fluorescéncia de N’-formilquinurenina, quinurenina e ditirosina, assim apresentando
efeito protetor na oxidagcédo de triptofano (figura 18A — N’-formilquinurenina, figura
19A — quinurenina) e na oxidacao de tirosina (figura 20A — ditirosina), isso pode ter
ocorrido devido a presenca de flavonoides, compostos fendlicos, saponinas, ou
outros compostos com propriedades anti-oxidantes presentes em SbExt ou SbACE
(DOS SANTOS et al., 2019). Dos Santos e colaboradores (2019) demonstraram que
SbExt e SbACE, em sistema-modelo de glicagdo proteica in vitro de BSA com
glicose, foram capazes de diminuir a formacdo de produtos de oxidacdo de
triptofano e tirosina.

SbCHCIs (250, 125 e 62,5 pg/mL) no sistema-modelo de modifica¢des glico-
oxidativas in vitro, ndo foi capaz de inibir a formacdo de produtos de oxidacdo de
triptofano (figura 18B — N’-formilquinurenina, figura 19B — quinurenina) e de
oxidacao de tirosina (figura 20B — ditirosina). Estes resultados diferem dos achados
de dos Santos e colaboradores (2019), onde os autores observaram efeito inibitério
da fracdo cloroférmica de Siolmatra brasiliensis na formagdo de N'’-
formilguinurenina, quinurenina e ditirosina em sistema-modelo de glicacdo proteica
in vitro de BSA com glicose apés 30 dias de incubacdo. Esta divergéncia de
resultados pode ter ocorrido devido as diferencas entre os sistemas-modelo de
modificagbes glico-oxidativas in vitro. No sistema-modelo com glicose, é possivel
observar o efeito anti-AGE de substancias/compostos na fase inicial da glicacédo
proteica, onde acuUcares redutores interagem com residuos de aminoacidos livres,
levando a producgéo das bases de Schiff e produtos de Amadori. No sistema-modelo
com MGO, é possivel observar a acdo anti-AGE de substancias/compostos na fase
intermediaria da glicacdo proteica, onde compostos dicarbonilicos promovem a
formacéo dos AGEs (KHAN et al., 2020).

A formagao de N’-formilquinurenina, quinurenina e ditirosina no sistema-
modelo de modificagbes glico-oxidativas in vitro na presenca de NAR apresentou-se
menor, em relacdo ao sistema-modelo sem o flavondide. A naringenina possui
atividade antioxidante (ANNADURAI et al., 2012), o que pode contribuir para a
inibicdo dos processos de oxidacdo desses residuos de aminoacidos, diminuindo a

formacgéo dos produtos de oxidagao de triptofano (N’-formilquinurenina, quinurenina)
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e tirosina (ditirosina). Por outro lado, ao analisar os espectros de absorgcédo de
naringenina (ver anexos — espetro de absorbancia NAR), é possivel observar que,
em amostras soro + NAR 100 uM, desde o tempo O até 12 horas de incubacao, é
possivel observar que os valores de absorbancia desta amostra nos comprimentos
de onda de excitagdo de N’-formilquinurenina e ditirosina (325 e 330 nm,
respectivamente) se apresentam superiores, quando comparados aos valores de
absorbancia da amostra soro + MGO. O mesmo ocorre para 0 comprimento de onda
de excitacdo de quinurenina (360 nm), desde o tempo O até 6 horas. Assim, uma
vez que os valores de absorbéncia séo elevados nos comprimentos de onda de
excitacdo dos produtos de oxidacdo dos residuos de aminoacidos nas amostras
contendo NAR, pode estar ocorrendo menor excitagcdo de N’-formilquinurenina,
guinurenina e ditirosina, e consequentemente menor emissdo é detectada para
essas moléculas, o que pode entdo nos indicar que NAR esteja interferindo na
metodologia analitica destes produtos de oxidacao.

5.6 Determinacdo dos niveis de PCO em sistema-modelo de modificacdes
glico-oxidativas in vitro com metilglioxal na presenca de SbExt, SbCHCls,
naringenina (experimento 2), e SbAcE (experimento 3).

Os niveis de PCO podem ser monitorados com a finalidade de avaliar o grau
das modificacbes glico-oxidativas que estdo sendo promovidas em proteinas. O
MGO foi capaz de aumentar significativamente os niveis de PCO nas incubacfes
com soro sanguineo humano. Meeprom e colaboradores (2015), incubaram BSA
com MGO por 2 semanas e demonstraram aumento nos niveis de PCO. Em outro
estudo, Arguirova e Breiphol (2002) incubaram proteinas de lente de bezerro na
presenca de MGO, e apds 2 semanas observaram aumento consideravel nos niveis
de PCO.

Neste estudo foi possivel observar que as preparacbes de Siolmatra
brasiliensis SbExt, SbCHCIs e SbACE, em todas as concentragfes estudadas,
apresentaram capacidade em diminuir os niveis de PCO neste sistema modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vitro, o que pode ser devido a presenca de uma
diversidade de compostos, dentre eles diferentes flavondides, presentes em SbExt,
SbCHCIs e SbACE, conforme descrito por dos Santos e colaboradores (2019). Rai e
colaboradores (2019) demonstraram que flavonoides presentes na folha da
Polyalthia longifolia foram capazes de diminuir os niveis de PCO em amostras de
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BSA incubadas na presengca de frutose por 15 dias. Entretanto, as menores
concentragbes de SbExt e SbCHCIs mostraram ser mais efetivas em relagdo as
maiores concentracdes, o que pode ser devido a grande diversidade de compostos
presentes em SbExt e SbCHCIs, e dentre estes compostos pode haver substancias
pré-oxidantes.

A adicdo de naringenina nas incubagfes de soro + MGO contribuiu para
diminuir os niveis de PCO. Khan e colaboradores (2020) realizaram a incubacéo de
BSA com MGO na presenca de naringenina por 24 horas, e observaram que a
naringenina foi capaz de diminuir a geracdo de PCO, o que corrobora com os
resultados obtidos no presente estudo (figura 21).

5.7 Determinacdo de modificacbes estruturais em proteinas em sistema-
modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro com metilglioxal na presenga
de SbExt, SbCHCIs, naringenina (experimento 2), e SbACE (experimento 3).

A separacdo das proteinas em gel de eletroforese tem sido utilizada para
avaliar possiveis alteracdes na estrutura de proteinas promovidas pelo estresse
glico-oxidativo (LUCENFORD; GUGLIUCCI, 2005; WU; YEN, 2005; DOS SANTOS
et al., 2019; MOTTA et al., 2019).

Nas figuras 22, 23 e 24, é possivel observar discreta alteracdo no padrao de
separacdo de proteinas em amostras de soro + MGO, antes do inicio das
incubacdes em relagdo as amostras contendo somente soro. Isso se deve a alta
reatividade do MGO (TAGHAVI et al., 2017). Trabalhos anteriores utilizando o
sistema-modelo de modificagdes glico-oxidativas in vitro utilizando BSA incubada
com MGO demonstraram resultados semelhantes, nos quais ocorre alteracdo no
perfil de separacdo eletroforética de BSA, com aparecimento de “disperséo” da
banda de BSA, o que indica a formacdo de cross-linking proteico,
consequentemente alteracdo da estrutura proteica da BSA (WU; YEN, 2005;
LUCENFORD; GUGLIUCCI, 2005).

A presenca de SbExt, SbCHCIls, NAR e SbAcE em suas diferentes
concentracdes, nas amostras de soro + MGO, nao alterou o perfil da separacéo de
proteinas em gel, quando comparados a amostra contendo soro + MGO, sugerindo
auséncia de efeito protetor dessas preparacdes nas alteracdes estruturais
monitoradas via eletroforese. Wu e Yen (2005) incubaram BSA com MGO na

presenca de naringegina por 9 dias, e realizaram separacdo eletroforética de



136

proteinas sob condi¢gdes desnaturantes, e observaram discreto efeito inibitério da
naringenina sobre as modificagOes da estrutura de BSA. Este resultado contradiz os
nossos achados, mas essas alteracdes podem ser explicadas pelas diferencas entre
as matrizes utilizadas nas incubacbes para conducdo dos sistemas-modelo de
modificagbes glico-oxidativas in vitro. Uma vez que, o soro sanguineo humano é
uma matriz complexa, a qual é composta por cerca de 60% albumina, porém outras
proteinas de mesmo peso molecular e cargas semelhantes, o que pode contribuir

para explicar os resultados que diferiram de Wu e Yen (2005).

5.8 Determinacdao atividade enzimética de PON 1 (arilesterase e lactonase) em
sistema-modelo de modificagcfes glico-oxidativas in vitro com metilglioxal na
presenca de SbExt, SbCHCIs, naringenina (experimento 2), e SbAcE
(experimento 3).

A PON 1 é uma enzima associada predominantemente a HDL-colesterol, e
capaz de impedir a oxidacdo de LDL, que pode favorecer ao desenvolvimento de
aterosclerose, demonstrando ser um importante biomarcador no contexto
cardiovascular (MACKNESS; MACKNESS, 2015). A PON 1 possui diversas
atividades fisiolégicas, dentre elas a atividade arilesterase e lactonase. A diminuigédo
da atividade arilesterase da PON 1 pode estar relacionado ao desenvolvimento de
danos oxidativos e peroxidacao lipidica (CERVELLATI et al., 2015). A atividade
lactonase da PON 1 promove a hidrélise das lactonas, as quais sao os substratos
naturais da PON 1, esta atividade enzimatica € capaz de promover a hidrolise de
uma diversidade de farmacos, dentre eles podemos destacar as estatinas
(MACKNESS; MACKNESS, 2015).

No experimento 2, foi possivel observar que apds 12 horas que todas as
amostras incubadas apresentaram reducgdo da atividade enzimética arilesterase da
PON 1, e ndo houve alteracdo na atividade enzimatica lactonase da PON 1, este
resultado difere do observado no estudo realizado por Gugliucci (2014), no qual
utilizou realizou a incubacdo de soro sanguineo humano a 37°C por 48 horas e
observou aumento da atividade arilestesase e lactonase da PON 1 até 24 horas de
incubacédo em relagdo ao tempo inicial, e que corrobora com os resultados obtidos
no experimento 3. A diferenca obtida no experimento 2 em relacdo ao obtido por
Gugliucci (2014), pode ser devido a PON 1 possuir polimorfismo, o qual é capaz de

promover alteracbes na atividade enzimatica, pois especificos polimorfismos
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demonstram preferéncia por determinados substratos (MACKNESS; MACKNESS,
2015).

Apés 48 horas de incubacdo, no experimento 2, houve aumento das
atividades enzimaticas arilesterase e lactonase da PON 1 em relacdo ao tempo 12
horas, o que pode ser resultado do processo de incubacgdo, no qual ha perda de
agua, consequentemente h4 aumento da concentragdo de enzimas presentes nas
amostras, favorecendo ao aumento da atividade enzimatica (VETRI et al., 2007). Ja
no experimento 3, as atividades arilesterase e lactonase da PON 1 apresentaram-se
menores em relacdo ao tempo inicial da incubagéo, isso pode estar relacionado ao
aumento de PON 1 livre que favorece a uma menor atividade enzimatica, por
exemplo: individuos diabéticos apresentam aumento de PON 1 livre e consequente
menor atividade enziméatica, além disso, o polimorfismo da PON 1 pode alterar a sua
atividade enzimatica (GUGLIUCCI; MENINI, 2015).

6. CONCLUSAO

No sistema-modelo de glicacdo in vitro de soro sanguineo humano com
glicose, investigagOes para a determinagdo de marcadores, tais como substancias
reativas ao acido tiobarbitlrico 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 o emprego de MGO no soro sanguineo pode apresentar
as mesmas complicacbes observadas com a glicose. Ainda neste estudo foi
possivel verificar a diferenca na severidade entre o0s sistemas-modelo de
modificacdes glico-oxidativas in vitro (glicose vs metilglioxal), e observar o efeito do
MGO em diferentes concentracdes.

Apos padronizacdo das condi¢des ideiais para o estudo do potencial anti-
AGE de substancias ou preparacdes em sistema-modelo de modificacdes 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 fracdo acetato de etila do caule de Siolmatra brasiliensis. SbExt
demonstrou ser capaz de diminuir a formagéo de AGEs e de produtos de oxidag&o
dos residuos de triptofano e tirosina, sugerindo que esse extrato é capaz de atenuar

modificacdes glico-oxidativas em estagios mais avancados desse processo. Ja a



138

fracdo SbCHCIs nao foi capaz de atenuar os danos glico-oxidativos promovidos pelo
MGO, talvez pelo fato de possuir substancias que atuem preferencialmente em
fases iniciais do processo de glicacdo, anteriores a geracdo 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 os espectros de absorgdo, os resultados devem ser
analisados com maior cautela. SbExt, SbCHCIs e NAR n&o foram capazes de
promover. Por fim, a fracdo SbAcCE demonstrou diminuir a formacdo de AGEs e
atenuar de forma discreta os danos glico-oxidativos em estagio mais avancado do
processo de glicacdo. Todas as preparacdes provenientes do caule da Siolmatra
brasiliensis, ndo demonstraram promover alteracfes na atividade enzimatica da

PON 1 (arilesterase e lactonase).
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Espectro de absorbancia de incubag¢des na presenca de SbExt - 0 Horas
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Espectro de absorbancia de incubagbes na presenca de SbExt - 6 Horas
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Espectro de absorbancia de incubagdes na presenga de SbExt - 24 Horas

IncubagBes em tampdo

0,9 a e

0,8

0,7

Unigates atitririn ge sbaarhileni (LA)

- e o
]
m w» 0] E = 0 - = o - 0
0,5 Corvgrivnrtn e ol bwrd
——crr ——aw  NOO DWW —a—3ar0 + 443 10V - Sorw $ MO0 LEwA + AT 10WM
o Tarwds + Sate H0ug. - Taredo s meu 2305gied “Tarmade + S2tw1 125 syl et = Tervpiin + MDD + Sstet 110 s,

e Ta e do s MGO « Rkt 20 4@k T Targho « MEC « Skl L6 sat

0 L ' 8 -3 - -
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
=8 Soro ~&8—Soro + MGO 10mM ~&—Soro +AG10mM & Soro + MGO 10mM +AG 10mM
Soro + SbExt 500 pug/mL “Soro +SbExt 250 pg/mL “Soro +SbExt 125 ug/mL ~—8—Soro + MGO + SbExt S00ug/mL

~8—Soro + MGO + SbExt 250 ug/mL —#—Soro + MGO +SbExt 125 ug/mL



Unidades arbitrarias de absorbancia (UA)

153

Espectro de absorbancia de incubagdes na presenga de SbExt - 48 Horas
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Espectro de absorbancia de incubagdes na presencga de SbACE - 0 Horas
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Espectro de absorbancia de incubagdes na presenga de SbACE - 12 Horas
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Espectro de absorbancia de incubagdes na presenga de SbACE - 24 Horas
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Espectro de absorbancia de incubagdes na presenga de SbACE - 48 Horas
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