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RESUMO

Dentre as plantas de uso medicinal consagrado no Brasil, Varronia curassavica
Jacq. (erva-baleeira), uma planta nativa brasileira, € usada no tratamento de
processos inflamatorios e de disturbios gastrointestinais, sendo comercializada em
feiras populares e utilizada no preparo de fitoterapicos. O extrato etandlico de suas
folhas (EEVc) apresentou atividade anti-inflamatoria, antioxidante, efeito protetor
gastrico e baixa toxicidade. Na literatura, as plantas medicinais com atividade anti-
inflamatdria e antioxidante tém despertado interesse frente a atividade antiglicagao.
A formacéo de produtos finais de glicagdo avangada (AGE) ocorre no organismo por
fatores diversos. O acumulo de AGE esta associado ao agravo e desencadeamento
de diversas doencas crbnicas e sindromes metabdlicas. Devido aos efeitos
acumulativos e deletérios dos AGE, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
antiglicacdo do extrato etandlico de V. curassavica e de duas substancias isoladas.
As substancias utilizadas neste trabalho foram isoladas e purificadas através de
técnicas cromatograficas (EFS e HPLC preparativa) e identificados por técnicas
espectrométricas UV, MS, IV e RMN de 'H e "C como uma
dihidroxipentametoxiflavona e a cordialina A. Na avaliagdo do potencial antiglicagéo
foi utilizado um sistema modelo in vitro de incubacéo de albumina sérica bovina com
metilglioxal (37°C durante 8 dias), seguido de analises de AGE fluorescentes,
biomarcadores da oxidagao de residuos de aminoacidos e verificacdo da formacéao
de ligagdes cruzadas em proteinas e quantificagao de proteina carbonilada (PCO). O
EEVc, dihidroxipentametoxiflavona e a cordialina A se mostraram candidatos
potencias frente a formagdo de AGE. O EEVc (250 ug/mL),
dihidroxipentametoxiflavona e cordialina A (50 ug/mL) reduziram a formagao de AGE
em 61,7; 60,8; e 54,9%, respectivamente, no dia 8. Todas as amostras reduziram os
prejuizos causados pelo dano oxidativo, que foram determinados pela formacgao de
marcadores de oxidagdo de residuos de aminoacidos (ditirosina, N'-
formilquinurenina e quinurenina) e pela formagcdo de reticulagdo proteica
(crosslinking proteico), sendo que para PCO a cordialina A (50 pg/mL) foi superior ao
padrdo. De acordo com os resultados foi observado o potencial antiglicagdo que as
amostras testadas podem promover, o que abre caminho para expandir o arsenal
terapéutico para muitas patologias que os AGE estdo envolvidos.

Palavras-chave: Varronia curassavica. Atividade antiglicagdo. Estresse oxidativo.
Cordialina A. Dihidroxipentametoxiflavona.



ABSTRACT

Among the plants with established medicinal use in Brazil, Varronia curassavica
Jacq. (erva-baleeira), a Brazilian native plant, is used in the treatment of
inflammatory processes and gastrointestinal disorders, being commercialized in
popular fairs and used in the preparation of phytotherapics. The ethanolic extract of
its leaves (EEVc) showed anti-inflammatory activity, antioxidant, gastric protective
effect, and low toxicity. In the literature, medicinal plants with anti-inflammatory and
antioxidant activity have aroused interest for their anti-glycation activity. The
formation of advanced glycation end products (AGE) occurs in the organism by
several factors. The accumulation of AGE is associated with the aggravation and
triggering of several chronic diseases and metabolic syndromes. Due to the
accumulative and deleterious effects of AGE, the objective of this work was to
evaluate the antiglycation potential of the ethanolic extract of V. curassavica and two
isolated substances. The substances used in this work were isolated and purified by
chromatographic techniques (EFS and preparative HPLC) and identified by UV, MS,
IR and 'H and 'C NMR spectrometric techniques as a
dihydroxypentamethoxyflavone and cordialin A. An in vitro model system of
incubation of bovine serum albumin with methylglyoxal (37°C for 8 days), followed by
fluorescent AGE analysis, biomarkers of amino acid residue oxidation and verification
of cross-link formation in proteins and quantification of carbonylated protein (PCO)
was used to evaluate the antiglycation potential. EEVc,
dihydroxypentamethoxyflavone and cordialin A were shown to be potential
candidates against AGE formation. EEVc (250 pg/mL),
dihydroxypentamethoxyflavone and cordialin A (50 ug/mL) reduced AGE formation
by 61.7; 60.8; and 54.9%, respectively, on day 8. All samples reduced the damage
caused by oxidative damage, which was determined by the formation of markers of
oxidation of amino acid residues (dithyrosine, N'-formylquinurenine, and quinurenine)
and the formation of protein crosslinking (protein crosslinking), and for PCO cordialin
A (50 pg/mL) was higher than the standard. According to the results it was observed
the antiglycation potential that the tested samples can promote, which opens the way
to expand the therapeutic arsenal for many pathologies that AGEs are involved.

Keywords: Varronia curassavica. Antiglycation activity. Oxidative stress. Cordialin A.
Dihydroxypentamethoxyflavone.
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1 INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais pelo homem é uma pratica milenar, sendo
favorecida pelo facil acesso e baixo custo. Os conhecimentos adquiridos sao
aprimorados ao longo do tempo sendo disseminado por geragdes, tornando-se uma
alternativa terapéutica, sendo unica para seus usuarios. Assim, parte da populagao
mundial recorre, direta ou indiretamente, as plantas medicinais e seus derivados
devido suas propriedades medicinais (WHO, 1999; LORENZI; MATOS, 2002).
Estudos recentes de Newman e Cragg (2020), dentre muitos outros na literatura,
demonstram a grande relevancia que as plantas medicinais e os demais produtos

naturais possuem na busca por novos agentes terapéuticos.

Dentre as plantas de uso consagrado no Brasil, as folhas ou partes aéreas de
erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq. sin. Cordia verbenacea DC.), séo
utilizadas no tratamento de infecgdes, ulceras gastricas, dores, inflamagdes e
reumatismo pela populagao, sob a forma de infusos (chas), tinturas e “garrafadas”
comercializadas em feiras populares e distribuidas em Farmacias Vivas e em outros
projetos de fitoterapia (DE CARVALHO JR. et al., 2004; PASSOS et al., 2006). Além
disso, a erva-baleeira esta contida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Salde e faz parte do Formulario Nacional de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, que tem por finalidade orientar e estimular
estudos a respeito da sua utilizagdo (BRASIL, 2006; 2021).

Diferentes atividades terapéuticas ja foram atribuidas aos compostos
presentes nos extratos etandlico e hidroetandlico preparados a partir de suas folhas.
Os resultados descrevem sua atividade anti-inflamatoria e antiedemagénica por via
tépica ou oral, baixa toxicidade aguda e teratogenicidade em diferentes modelos
animais, além de uma potente agdo na prevencao e reducédo de ulceras gastricas
induzidas por etanol (SERTIE et al., 1988; 1991; 2005; ROLDAO et al., 2008; SANTI
et al.,, 2014; PEREIRA, 2017). O d6leo essencial das folhas possui atividade anti-
inflamatoéria (AMEIRA et al., 2009; LINS et al., 1990; MATIAS et al., 2010; VELDE et
al., 1982) e constitui ingrediente ativo da formulagdo do medicamento fitoterapico
Acheflan® (ACHE, 2015).

Assim, as plantas medicinais com propriedade anti-inflamatoria sdo alterativas

terapéuticas pela populacédo frente a uma série de doencas inflamatdérias crbnicas
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como, artrite reumatoide, osteoartrite, aterosclerose, diabetes mellitus,
neurodegeneragao, dentre outras (RECIO; ANDUJAR; RIOS, 2012; KUMAR et al.,
2013). O processo inflamatério € complexo e modulado de muitas maneiras,
desempenha papeis fisiologicos importantes no organismo (MEDZHITOV, 2008).
Porém, quando exacerbado, seus o0s danos acarretam em prejuizos,
comprometendo a fungao e a integridade de macromoléculas, aumento de espécies
reativas de oxigénio e estresse oxidativo, sendo este associado a fisiopatologias de
diversas doencas inflamatorias cronicas (TORRES et al., 2018; KHAN et al., 2020).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como foco avaliar o efeito do
extrato de V. curassavica e de metabdlitos isolados sobre a formagao de produtos de
glicagao avancada (AGE). Os AGE (do inglés, Advanced Glication End-products) séo
formados principalmente por via endégena, ocorrem em condigdes fisiolégicas em
todos os tecidos e fluidos corporais. Sao produtos formados a partir da interagao de
agucares redutores com residuos de aminoacidos presentes em proteinas. Seu
acumulo no organismo humano é favorecido em casos de hiperglicemia crénica,
envelhecimento, padrbes dietéticos, comprometimento dos mecanismos de
desintoxicacdo dos AGE e estilo de vida pouco saudavel como, sedentarismo,
tabagismo e o estresse (ZENG et al., 2019), contribuindo para o agravo e
desencadeamento de diversas doencas cronicas e sindromes metabdlicas
(GUGLUICCI, 2000). Somado a isso, interfere negativamente nas propriedades
quimicas e funcionais de diversas proteinas, através da formacdo de ligagdes
cruzadas intra- e interproteinas, interagdes com receptores celulares e favorecem a
geracgao de radicais livres (ABATE et al., 2015; JAHAN; CHOUDHARY, 2015; VAN
PUTTE; DE SCHRIJVER; MOORTGAT, 2016). A interagdo AGE com seu receptor
RAGE (RAGE, do inglés Receptor for Advanced Glycation End-products) provoca
aumento na expressao de citocinas pré-inflamatdrias e exacerbagao na produgéo
das espécies reativas de oxigénio nas células, o que resulta no aumento do estresse
oxidativo e da inflamagao (ZIEMAN; KASS, 2004; NEMET et al., 2011; CHAUDHURI
et al., 2018).

Diversos mecanismos tem sido explorados com o objetivo de intervir na
formacgao, acumulo e danos oxidativos causados pelos AGE no organismo (TORRES
et al, 2018; KHAN et al., 2020). Até o momento ainda néo existem farmacos no

mercado que atuem diretamente sobre os AGE. Sabe-se que algumas substancias
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quimicas apresentam atividade antiglicacdo, mas ainda carecem de estudos
complementares. Um exemplo de farmaco € a aminoguanidina, que possui atividade
antiglicagdo excepcional, mas estudos clinicos constataram a presenca de efeitos
adversos relevantes fazendo com que fosse descontinuado seu uso terapéutico
(THORNALLEY, 2003).

Diante do exposto, a tematica abre caminhos para a prospecgao de novos
agentes terapéuticos com atividade antiglicagao (WEI; HUANG, 2017; DARIYA;
NAGARAJU, 2020; PERRONE et al., 2020). Trabalhos como este vao em
consonancia com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, cujo um
dos objetivos € garantir a populagdo o acesso seguro e o0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006). Somado ao fato de ser uma planta nativa,
utilizada como alimento n&o-convencional (PANC), pode promover o uso sustentavel
da nossa biodiversidade, estimulando o desenvolvimento da cadeia produtiva de

insumos ativos e da industria farmoquimica nacional.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito antiglicagao
do extrato das folhas de V. curassavica e de duas substancias isoladas:

dihidroxipentametoxiflavona e cordialina A.
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CONCLUSOES

O processo de isolamento/purificagdo proporcionou substancias com alto grau
de pureza, dihidroxipentametoxiflavona (98,7%) e cordialina A (95,8%) no EEVc, de
forma eficiente e rapida, uma vez que nao foi necessario a etapa de cromatografia
em coluna e nem a utilizagdo do solvente benzeno usado em metodologias
anteriores, topicos como este vao de encontro com os requisitos da quimica verde. A
quantificacdo dessas substéncias foi de 32,09 e 48,97 pg/mL em 1000 pg/mL no
EEVc. O extrato etandlico de folhas Varronia curassavica Jacq. (EEVc) e os dois
compostos isolados de EEVc (dihidroxipentametoxiflavona e cordialina A), se
mostraram candidatos potencias frente a inibicao da formacao de AGE. O EEVc 250
pg/mL, a dihidroxipentametoxiflavona 50 ug/mL e a cordialina A 50 pg/mL reduziram
a formagdo de AGE em 61,7; 60,8; e 54,9%, respectivamente, no dia 8. Vale
destacar que nao houve diferenga significativa entre a inibicdo promovida pela
dihidroxipentametoxiflavona e pelo EEVc nas maiores concentragbes (50 e 250
pg/mL), sendo a dihidroxipentametoxiflavona foi ativa em uma concentragao 5 vezes
menor que EEVc. Todas as amostras reduziram os prejuizos causados pelo dano
oxidativo, que foram determinados pela formagao de marcadores de oxidacao de
residuos de aminoacidos e pela formagao de reticulagao proteica. A quantificagdo de
proteinas carboniladas mostrou que todas as amostras em todas as concentragdes
tiveram perfil semelhante ao padrdo aminoguanidina, sendo a cordialina A 50 pg/mL
a Unica amostra que superou o desempenho do padrdo. A cordialina A promoveu
crosslinking incubado com albumina, com resposta concentragao-dependente, o que

pode explicar a leve reticulacdo que o EEVc também promoveu.
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