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Resumo

O diabetes mellitus (DM) € uma doenga metabdlica crénica que, nao sendo controlada,
tem a hiperglicemia crbnica como principal caracteristica. Essa condi¢cédo favorece o
estabelecimento do estresse glico-oxidativo, com exacerbagdo nos eventos de
glicagao proteica e formacao de produtos finais de glicagdo avancada (advanced
glycation end products, AGEs) e espécies reativas de oxigénio (EROs), que
promovem danos as biomoléculas. A realizacao de estudos com compostos bioativos
naturais capazes de inibirem a glicagc&o proteica e a formagéao dos AGEs e EROs vem
sendo uma tendéncia atual, devido ao interesse dos individuos diabéticos por novas
opgdes terapéuticas para o controle do DM. Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E.
Jarvis € uma espécie vegetal usada popularmente no tratamento dos sintomas do DM.
A fim de verificar o potencial antioxidante e antiglicagdo de preparagdes dessa espécie
vegetal e da tiramina, um de seus metabdlitos bioativos, foram conduzidos ensaios in
vitro de captura de EROs e um sistema-modelo de glicagao proteica in vitro. Dois
extratos hidroetanolicos (70%) de folhas de Cissus verticillata, EHE-Cv (1) e EHE-Cv
(2), foram obtidos por maceragdo. As analises cromatograficas dos extratos nao
possibilitaram confirmar a auséncia ou presenca de tiramina, porém indicaram
diferengas entre as composig¢des quimicas de EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2). Nos ensaios
de captura do radical peroxil (ROO"), &nion radical superoxido (O2™) e peroxido de
hidrogénio (H202), verificou-se a seguinte ordem de atividade antioxidante: EHE-Cv
(1) > EHE-Cv (2) > tiramina. Por exibir o maior potencial antioxidante, somente EHE-
Cv (1) foi utilizado nos estudos de verificagdo do potencial antiglicagcao in vitro, via
realizacdo de incubagdes de albumina sérica bovina com glicose (37°C durante 30
dias) na presenga de EHE-Cv (1) nas concentracdes de 62,5, 125 e 250 yg/mL. Com
base nos resultados obtidos com as analises de AGEs fluorescentes, biomarcadores
da oxidagcdo de residuos de aminoacidos, niveis de proteinas carboniladas e
verificacdo da formagao de ligacées cruzadas em proteinas, observou-se que EHE-
Cv (1) apresentou significativo potencial antiglicagdo in vitro, com perfil de resposta
dependente de concentragdo. Esses dados reforgcam as propriedades antidiabéticas
da Cissus verticillata e contribuem para novas perpectivas acerca de uma possivel

eficacia contra o estresse glico-oxidativo.

Palavras-chave: diabetes mellitus; estresse glico-oxidativo; glicagao proteica;

insulina vegetal.



Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease that, if not controlled, has as
main feature the chronic hyperglycemia. This condition favors the establishment of
glycoxidative stress, with exacerbation of protein glycation events and formation of
advanced glycation end products (AGEs) and reactive oxygen species (ROS), which
promote damage to biomolecules. Performing studies with natural bioactives able to
inhibit protein glycation and the formation of AGEs and ROS has been a current trend,
due to the interest of diabetic individuals in new therapeutic options for the control of
DM. Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis is a plant species of the Vitaceae
family, popularly used to treat the symptoms of DM. In order to verify the antioxidant
and antiglycation potentials of preparations of this plant species and of tyramine, one
of its bioactive metabolites, in vitro capture assays for ROS and an in vitro model
system of protein glycation were performed. Two hydroethanolic extracts (70%) from
leaves of Cissus verticillata, EHE-Cv (1) and EHE-Cv (2), were obtained by
maceration. Chromatographic analysis of the extracts did not confirm the absence or
presence of tyramine, but indicated differences between the chemical compositions of
EHE-Cv (1) and EHE-Cv (2). With the peroxyl radical (ROQ"), superoxide radical anion
(O2~) and hydrogen peroxide (H202) capture assays, the following order of antioxidant
activity was observed: EHE-Cv (1) > EHE-Cv (2) > tyramine. As it exhibits the greatest
antioxidant potential, only EHE-Cv (1) was used in studies to verify the in vitro
antiglycation potential, via incubations of bovine serum albumin with glucose (37°C
during 30 days) in the presence of EHE-Cv (1) at concentrations of 62.5, 125, 250
pg/mL. Based on the results obtained with the analysis of fluorescent AGEs,
biomarkers of amino acid residues oxidation, levels of carbonyl proteins and
verification of the formation of cross-links in proteins, it was observed that EHE-Cv (1)
showed significant in vitro antiglycation potential in a concentration-dependent
response profile. These data reinforce the antidiabetic properties of Cissus verticillata

and open new perspectives on its possible efficacy against glyco-oxidative stress.

Keywords: diabetes mellitus; glycoxidative stress; protein glycation; vegetal insulin.
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1. Introducgao
1.1. Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) € uma doenga metabdlica crénica caracterizada pela
deficiéncia na producao e secrecao de insulina pelas células beta pancreaticas e/ou
pela resisténcia insulinica em tecidos alvo (LYONS e JENKINS, 1997). No ano de
2021, o DM foi diagnosticado em 536,6 milhdes de individuos com idade entre 20 e
79 anos em todo o mundo, gerando um total de 966 bilhdes de dolares em gastos na
area da saude devido as suas complicagdes e ao fato de ndo possuir uma cura, o que
leva ao emprego de tratamentos que duram por toda vida dos individuos portadores
da doenca (AGUIAR et al., 2008; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021).
Estima-se que, caso o DM mantenha a mesma prevaléncia global atualmente
registrada, no ano de 2045 aproximadamente 783,2 milhdes de adultos serdo
diagnosticados com a doenga, onde o Brasil contribuiria com uma prevaléncia de 23,2
milhdes, o que equivaleria a cerca de 10% da populagao do pais (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2021).

De acordo com aspectos etioldgicos, o DM é classificado principalmente em dois
tipos: DM tipo 1, associado a ocorréncia de uma reagao autoimune de natureza
poligénica, a qual resulta na destrui¢cao das células beta pancreaticas, culminando em
absoluta deficiéncia de insulina, e DM tipo 2, caracterizado pela combinacido entre
resisténcia tecidual a insulina e progressiva perda da fungéo das células beta do
pancreas (disfungéo pancreatica) (EIZIRIK, PASQUALI e CNOP, 2020). Ha também o
DM gestacional, detectado pela primeira vez na mulher durante a gravidez, no qual ha
a producao de horménios hiperglicemiantes e enzimas que degradam a insulina por
parte da placenta, o que repercute em aumento compensatério na producado do
horménio, bem como ha um quadro de resisténcia a insulina. Existem também outros
tipos especificos de DM, os quais sdao marcados por manifestacdes clinicas
variadas, podendo ter relacdo com defeitos genéticos na fungdo das células beta
pancreaticas e/ou na acao da insulina, doencas do pancreas exocrino,
endocrinopatias, infecgbes, uso de medicamentos ou agentes quimicos, entre outros
fatores (RODACKI et al., 2022; ZAJDENVERG et al., 2022).



16

Dentre as principais manifestagdes do DM, destacam-se as elevadas
concentragdes de glicose no sangue (hiperglicemia), no fluido intersticial e em células
de diversos tecidos que conseguem captar a glicose independentemente da agao da
insulina, incluindo rins, nervos, endotélio e retina (LYONS e JENKINS, 1997). Em
quadros descontrolados do DM, a hiperglicemia torna-se cronica, resultando no
estabelecimento e manutencdo do estresse glico-oxidativo, o qual contribui para o
surgimento das complicagbes microvasculares (retinopatia, neuropatia e nefropatia
diabéticas) e macrovasculares (doengas coronarianas e vasculares periféricas) do
diabetes (GREGG, SATTAR e ALI, 2016; MONNIER, SELL e GENUTH, 2005).

1.2. Glicagao proteica e produtos finais de glicagao avangada

Parte dos prejuizos associados ao estresse glico-oxidativo esta atrelada ao
processo de glicagao de biomoléculas, especialmente a glicagao proteica, uma reagao
nao enzimatica que ocorre entre os grupos amino primarios de proteinas e os grupos
carbonilas de carboidratos redutores. A glicagdo proteica foi primeiramente descrita
por Louis Camille Maillard em 1912 e, por isso, também acaba sendo conhecida como
reacao de Maillard (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009; TORRES et al., 2018).

De maneira resumida, a glicagao proteica € composta por trés principais etapas:
(i) a formacao de uma base de Schiff instavel e sua rapida conversao em produtos de
Amadori, (ii) a formagéo de intermediarios dicarbonilicos reativos e, por fim, (iii) a
formacdo dos AGEs (do inglés advanced glycation end products) (EMEL’YANOV,
2017; PENNACHI, 2011). A glicagao proteica inicia-se com uma reagao reversivel de
adicao nucleofilica que envolve grupos amino primarios de proteinas e grupos
carbonilas de carboidratos redutores, culminando na formagao de estruturas instaveis,
as bases de Schiff (aldimina) (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009; PENNACHI, 2011);
apos uma sequéncia de rearranjos, tais estruturas sao convertidas nos produtos de
Amadori (cetoamina), os quais sao relativamente mais estaveis (CHAUDHURI et al.,
2018).

A frutosamina, também denominada de 1-amino-1deoxifrutose ou
isoglucosamina, € um exemplo de produto de Amadori e possui uma significativa

relevancia clinica. A frutosamina € um cetoamina estavel gerada a partir da glicagéao
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nao-enzimatica de proteinas séricas, usualmente a albumina, mas também inclui a
glicacdo de globulinas e lipoproteinas. As proteinas séricas, especialmente a
albumina, tém maior velocidade de turnover (cerca de 14 - 20 dias) em relagdo aos
eritrocitos e suas proteinas; por esse motivo, os niveis circulantes de frutosamina (bem
como de albumina glicada) refletem os niveis médios de glicemia nas 2 - 3 semanas
precedentes, tornando-a um marcador de estados hiperglicémicos recentes (LIMA,
2018).

Além da frutosamina, outro parametro laboratorial importante que tem relacao
com glicagao proteica é a hemoglobina glicada (HbA1c). A HbA1c foi a primeira
proteina glicada (cetoamina) descoberta por Kunkel e Wallenius na década de 1950
(KUNKEL e WALLENIUS, 1955). A HbA1c é formada quando uma molécula de glicose
se liga a um residuo de valina na regido N-terminal de cada cadeia beta da
hemoglobina A (HbA). A extens&o da glicacdo da hemoglobina é influenciada pelos
niveis glicémicos e pela vida média dos eritrocitos; uma vez que a vida média dos
eritrocitos € de aproximadamente 120 dias, os niveis circulantes de HbA1c refletem
0s niveis médios de glicemia nas 8 - 12 semanas precedentes. A analise de HbA1c
tem sido indicada para o apoio ao monitoramento da eficacia terapéutica no controle
da glicemia em individuos diabéticos, uma vez que existe uma intima associagao entre
a hiperglicemia crénica, os niveis de HbA1c e o risco de desenvolvimento das
complicacdes do DM. (ANDRIOLO e VIEIRA, 2008; LIMA, 2018; SUMITA e
ANDRIOLO, 2006).

Os produtos de Amadori podem sofrer uma diversidade de rearranjos
irreversiveis (fissdo oxidativa, fragmentacédo retro-aldol, desidratacdo, hidrélise ndo
oxidativa), gerando compostos dicarbonilicos, incluindo glioxal, metilglioxal e 3-
deoxiglicosona. Os compostos dicarbonilicos sdo altamente reativos; com frequéncia
sdo denominados como propagadores das lesdes glico-oxidativas (CHAUDHURI et
al., 2018). Eles também podem ser gerados como subprodutos da auto-oxidagao da
glicose, da via glicolitica, da lipoperoxidagao ou da via dos poliéis (OTT et al., 2014).
Os compostos dicarbonilicos podem reagir com diversas outras biomoléculas,
especialmente com determinados residuos de aminoacidos em proteinas (lisina,
arginina, cisteina), resultando na formacé&o dos produtos finais de glicacdo avangada,
os AGEs (Figura 01) (EMEL’YANOV, 2017; PENNACHI, 2011; VISTOLI et al., 2013).
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Figura 01. Vias de formagao dos produtos finais de glicagao avangada (AGEs) in

vivo.
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Fonte: TAKEUCHI et al. (2015).

Em condicdes fisiolégicas normais, os AGEs sao gerados em velocidade lenta,
afetando principalmente biomoléculas de meia-vida longa (uma circunstancia
relevante para o processo de envelhecimento). Entretanto, em quadros
descontrolados de DM, a persistente condi¢cao de hiperglicemia favorece a aceleragéo
na formagédo de AGEs (BARBOSA, OLIVEIRA e SEARA, 2008; VISTOLI et al., 2013).

A glicagao proteica é responsavel pela promogao de alteragdes estruturais em
proteinas que repercutem negativamente em suas fungdes celulares. Essas alteragbes
na estrutura e funcdo das proteinas sdo decorrentes de diferentes eventos que
contribuem para o estabelecimento das complicagcdes do DM, como, por exemplo,
aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e formagao de ligagdes

covalentes cruzadas intra- e inter-proteinas (cross-linking proteico) (NEMET,
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STRAUCH e MONNIER, 2011). As complicagbes relacionadas aos AGEs também
podem ser promovidas pela interacdo dessas moléculas com um receptor especifico
(RAGE, do inglés receptor for AGEs). A interagcdo AGE/RAGE encontra-se envolvida
com o aumento na expressao de citocinas pro-inflamatorias e com a exacerbagao na
producao de EROs, fatores que induzem vias de sinalizagao celular relacionadas ao
desenvolvimento de quadros de inflamagao, morte celular e/ou cancer (Figura 02)
(CEPAS et al., 2020; CHAUDHURI et al., 2018; WAGHELA et al. 2021).

Figura 02. Vias de sinalizagao celular induzidas pela interagdo AGE/RAGE.
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Fonte: CEPAS et al. (2020).

1.3. Espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo

Quando ions ou moléculas contendo atomos de oxigénio passam a apresenta-lo

na forma de radical, ou seja, com um elétron desemparelhado em sua érbita externa,
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0s mesmos comegam a ser denominados como EROs. Pelo fato de possuirem grande
instabilidade e reatividade em funcdo do elétron ndo pareado, as EROs podem
desempenhar certa toxicidade, pois tendem a ligar esse elétron ndo pareado com
outros que estejam presentes nas estruturas de biomoléculas, incluindo lipideos,
proteinas e DNA, ocasionando danos oxidativos que podem contribuir com diversos
efeitos deletérios nas células. As EROs podem ser formadas a partir de processos
celulares enzimaticos e n&o enzimaticos, a fim de exercerem determinadas funcoes,
como a regulagédo da expressao de genes especificos suscetiveis a sinais derivados
de reacgbes de oxirredugdo, a sintese de moléculas fisiologicamente ativas (p. ex.
isoprostanos) e a defesa contra microrganismos assegurada pelo processo de
fagocitose exercido por neutroéfilos, eosindfilos e macréfagos (RIBEIRO et al., 2005;
SIES e JONES, 2020; VELLOSA, BARBOSA e OLIVEIRA, 2007). Além disso, as
EROs sdo comumente classificadas como: espécies radicalares, representadas pelo
radical hidroxil (HO"), &nion radical superdxido (O2"), radical peroxil (ROO") e radical
alcoxila (RO’); e espécies nao radicalares, onde se destacam o peréxido de hidrogénio
(H202) e o acido hipocloroso (HCIO) (SIES e JONES, 2020; SMITH, MARKS e
LIEBERMAN, 2007).

O estresse oxidativo € definido como sendo o desequilibrio entre a exacerbada
formagdo das EROs e a menor capacidade enddgena de elimina-las por meio de
sistemas antioxidantes, como por exemplo a atividade das enzimas superdxido
dismutase (SOD) que elimina O2™, e catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px)
que eliminam H202, ou o potencial das vitaminas C e E, que sdo antioxidantes néo
enzimaticos (PISOSCHI et al., 2021; SMITH, MARKS e LIEBERMAN, 2007).

O estresse oxidativo esta associado com o aumento nas taxas de glicagcéo de
biomoléculas e subsequente aumento na geracdo de AGEs, os quais se ligam ao
receptor RAGE e exacerbam a producdo de EROs. No entanto, a hiperglicemia
cronica também favorece o estabelecimento do estresse oxidativo através da
superproduc¢ao mitocondrial de EROs em células que possuem transportadores que
captam glicose independentemente da agao da insulina (como € o caso das células
do endotélio vascular, células renais, células de retina e células pancreaticas) (CEPAS
et al., 2020; NAVALE e PARANJAPE, 2016; PISOSCHI et al., 2021).
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Determinados metabdlitos oriundos de reagdes oxidativas em biomoléculas
causadas pelo excesso das EROs podem ser utilizados como marcadores do estresse
oxidativo. Um exemplo de biomarcador de lesdo oxidativa sdo os produtos de
lipoperoxidagdo. Radicais hidroxil (HO"), hidroperoxil (HOO") e peroxil (ROO") podem
abstrair um atomo de hidrogénio de um acido graxo poli-insaturado (LH), gerando H20
e radical lipidico (L*). O radical L* atua como propagador da peroxidacgéo lipidica; reage
com Oz2 para formar radical lipoperoxil (LOO"), o qual pode abstrair hidrogénio de outro
lipideo LH, obtendo-se como produtos finais L* e peréxido lipidico (LOOH). Rearranjos
de LOOH podem resultar em sua degradacao, gerando os produtos finais da
lipoperoxidacao, incluindo malondialdeido e 4-hidroxi-2-nonenal, os quais sao
frequentemente utilizados como marcadores da peroxidagao lipidica (AYALA, MUNOZ
e ARGUELLES, 2014).

Outro importante biomarcador de lesdo oxidativa s&o os produtos de oxidacao
de proteinas. O radical HO® também é capaz de reagir com praticamente todos os
residuos de aminoacidos em proteinas. Os radicais ROO* e Oz~ também possuem
reatividade com determinados residuos de aminoacidos. Derivados carbonilados
podem ser gerados pela oxidagao direta de residuos de aminoacidos, incluindo 2-
pirrolidona, semialdeido glutémico, semialdeido aminoadipico, acido 2-amino-3-
cetobutirico, dentre outros, os quais conjuntamente podem ser denominados de
grupos carbonil em proteinas. Em conjunto, os grupos carbonil passam a compor o
que se define como “proteinas carboniladas” (PCO), as quais podem ser monitoradas
via reagado com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (COLOMBO et al., 2015).

1.4. Antioxidantes e seu potencial na terapia complementar ao DM

O avanco dos estudos acerca dos mecanismos responsaveis pela promog¢ao de
danos oxidativos devido a hiperglicemia sustenta evidéncias acerca do uso de
antioxidantes como um suplemento as terapias farmacolégicas para o DM. Os
antioxidantes podem agir via diminuigdo do estresse oxidativo, e dessa forma podem
ser efetivos na atenuacgao ou até mesmo na prevengao das complicagdes do DM, uma
doenga reconhecida por sua patogenicidade multifatorial (DIL, RANJKESH e
GOODARZI, 2019; ROCHA et al., 2006; VARVAROVSKA et al., 2004).



22

E crescente o interesse da populacdo pelo uso de produtos naturais,
especialmente como uma opg¢ado complementar ao tratamento de doencas e suas
complicagdes, principalmente as doengas crénicas, como é o caso do DM. Ademais,
a associagcdo de farmacos antidiabéticos classicos (p. ex. insulina, metformina e
glibenclamida) com preparagdes vegetais mostra-se como sendo benéfica quando
realizada de forma racional e com acompanhamento (GUTIERRES et al., 2019; ROXO
et al., 2019; FIGUEIREDO et al., 2020), especialmente no contexto do fenémeno
conhecido como “memoéria metabolica” (TESTA et al., 2017).

A “memoria metabdlica” é o conceito dado ao conjunto de consequéncias
deletérias relacionadas ao inexistente ou insuficiente controle metabdlico, ou até
mesmo aos episddios transitorios de hiperglicemia no DM, os quais tém associagao
com o estabelecimento das complicagbes da doenca (sobretudo as doengas
coronarianas e vasculares periféricas que podem evoluir para eventuais quadros de
faléncia cardiaca) e com a piora da capacidade de acionamento dos sistemas
enddégenos reparativos ou de defesa contra essas agressdes. Nesse cenario, 0s
eventos oxidativos e glicativos sobre biomoléculas ainda persistem, o que repercute

na manutengao das complicagées do DM (BEREZIN, 2016).

Muitos antioxidantes podem ser encontrados em produtos naturais, tendo em
vista que diversas plantas sintetizam metabdlitos secundarios dotados da capacidade
de sequestrar radicais livres, onde é possivel citar os carotenoides, os flavonoides, os
compostos fendlicos e as vitaminas C e E que, por sua vez, mostram-se como
constituintes de varias partes dos respectivos organismos vegetais, as quais podem
ser utilizadas na producgao de preparagdes destinadas ao uso medicinal (DALLAQUA
e DAMASCENO, 2011; PEREIRA e CARDOSO, 2012; SOUSA et al., 2007).

O Brasil destaca-se por sua rica e diversificada flora, distribuida em 6 biomas,
onde se faz presente muitas espécies vegetais que representam uma fonte
substancial de compostos com propriedades farmacolégicas, como flavonoides,
compostos fendlicos e vitaminas (ANSARALI et al.,, 2016; SALGADO, MANSI e
GAGLIARDI, 2009). Assim, crescem as evidéncias do importante papel de compostos
com propriedades antioxidantes encontrados em diversas plantas medicinais na
prevencao e/ou tratamento de doencgas crbnicas que possuem como caracteristica a

presenca do estresse oxidativo. Esses antioxidantes possuem capacidade de
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eliminagao ou neutralizacdo de EROs, podendo assim promover diversos beneficios
no combate ao estresse oxidativo associado a determinadas patologias, incluindo
doengas cardiovasculares, DM e obesidade, bem como doengas neurodegenerativas
e determinados tipos de cancer (ZHANG et al., 2015).

Portanto, a prospecgdo do potencial farmacologico de espécies vegetais
brasileiras é fundamental na busca por novas opc¢des terapéuticas para o tratamento
de doencas. Além disso, a utilizacao de sistemas-modelo in vitro que mimetizam as
alteracdes observadas em condi¢cdes patoldgicas aplicada aos produtos naturais é
uma estratégia extremamente interessante em termos de prospecgéo tecnoldgica,
contribuindo no direcionamento das pesquisas pré-clinicas e clinicas, pois, permite o
screening de preparagdes vegetais e/ou compostos bioativos naturais com potencial
aplicacao terapéutica (SADOWSKA-BARTOSZ e BARTOSZ, 2015; CAGAN, 2016).

1.5. Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E.

Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis (heterotipico Cissus sicyoides L.) &
uma espécie vegetal da familia Vitaceae encontrada majoritariamente na regiao
amazonica. E conhecida popularmente como insulina vegetal, cortina de princesa,
anil-trepador, bejuco-caro, cipé-puca e uva brava. Destaca-se por possuir diversas
propriedades terapéuticas, sendo tradicionalmente utilizada no tratamento dos
sintomas do reumatismo, epilepsia, hipertensao, artrite e DM (PEPATO et al., 2003;
SALAZAR et al., 2019; SALGADO, MANSI e GAGLIARDI, 2009). Ao desenvolver uma
pesquisa de campo na Comunidade de Ponta de Urumajo, localizada na Bacia do Rio
Caeté (mesorregidao nordeste do Estado do Para), esta caracterizada por apresentar
um indice de Condicdo de Vida e Moradia de 0,724 (sendo 0,707 o valor minimo
considerado aceitavel), Moraes e colaboradores (2020) obtiveram relatos do uso do
decocto de folhas de Cissus verticilata para o tratamento de alguns sintomas do DM,
sendo essa uma pratica amplamente difundida por parte populacao local que, apesar
de desconhecer os perigos de potenciais efeitos toxicos e reagdes adversas, possuia

uma tradicdo embasada em experiéncias empiricas.

No que diz respeito a seu potencial antidiabético, um estudo do nosso grupo de
pesquisa do Laboratorio de Bioquimica e Enzimologia Clinicas demonstrou que ratos



24

diabéticos (indugao com estreptozotocina) tratados durante 30 dias com o decocto de
folhas de Cissus verticillata (150 g de folhas / 1 L de agua destilada) apresentaram
melhorias em diversos parametros alterados neste modelo experimental de DM,
incluindo diminuigédo nos niveis de glicose no plasma e na urina (PEPATO et al., 2003).
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Viana et al. (2004), onde,
apo6s quatro dias de administragdo oral de 200 mg/kg de extrato aquoso de Cissus
verticillata, ratos diabéticos (indugdo com aloxana) apresentaram diminuigdo nos

niveis plasmaticos de glicose e de triglicerideos.

Ademais, ao serem tratados durante oito semanas com administragcbes orais
diarias de 300 mg/kg da fracdo etandlica do extrato aquoso de folhas de Cissus
verticillata, camundongos alimentados com uma dieta hiperlipidica, com o intuito de
induzir um quadro de obesidade, mantiveram um ganho de peso corporal similar ao
registrado pelo grupo de animais alimentados com uma dieta normolipidica, o que foi
acompanhado por redugdes tanto na glicemia quanto nos niveis de lipoproteina de
baixa densidade transportadora de colesterol, triglicerideos e HbA1c (KIM et al.,
2021b).

Por sua vez, estudo de Kim et al. (2021a) também descreveu que a presenca de
50 pg/mL da fragdo etandlica do extrato aquoso de folhas de Cissus verticillata
conseguiu inibir a fragmentacado de DNA e a morte celular em culturas de células HT22
(linhagem de neurdnios da regido hipocampal de camundongo), quando essas foram
incubadas com 1 mM de H202 durante 1 hora, respostas as quais foram atreladas ao
fato de que um menor estresse oxidativo garantiu uma diminuigdo da expressao de
Bax (proteina pro-apoptética) e um concomitante aumento da expressdo de Bcl-2

(proteina anti-apoptotica).

Devido a sua utilizagdo na medicina tradicional, Cissus verticillata teve sua
toxicidade in vivo avaliada no tratamento de ratos e ratas Wistar com extrato
hidroalcodlico de suas folhas, tanto em abordagem aguda (40,5 mg/kg durante 14 dias)
quanto croénica (4,5, 13,5 e 40,5 mg/kg durante 3 meses). N&o ocorreram alteragdes
comportamentais significativas nos animais (machos ou fémeas) que receberam o
extrato de Cissus verticillata. Foram apenas observadas alteracbes discretas em
certos parametros hematolégicos e bioquimicos em ratos machos tratados com a dose

de 13,5 mg/kg, como aumentos nos niveis séricos de albumina e aumento nos
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eritrocitos € na hemoglobina, sendo esses revertidos com a descontinuidade do
tratamento. Dessa forma, o estudo sugere que a preparagédo de folhas de Cissus

verticillata possui uma baixa toxicidade em animais (DINIZ et al., 2018).

Segundo a literatura, Cissus verticillata & caracterizada por apresentar uma vasta
quantidade de compostos bioativos, onde € possivel citar a ocorréncia de terpenos,
esteroides, taninos e flavonoides (GOMES, 2012; SALAZAR et al., 2019). Dentre
esses compostos bioativos destaca-se a tiramina, uma monoamina derivada do
aminoacido tirosina presente em diversos tipos de alimentos, em especial aqueles que
passaram por algum processo de fermentagdo. Em estudo de Lino (2008), observou-
se que a tiramina, além de estimular a captagdo de glicose em tecidos sensiveis a
insulina (cardiomidcitos e musculo esquelético, por exemplo), também foi capaz de
reverter os quadros de hiperglicemia, hipoinsulinemia e glicosuria, em ratos diabéticos

(indugédo com estreptozotocina) tratados durante 5 dias com 2 e 4 mg/kg de tiramina.

Morin e colaboradores (2002) observaram que, em culturas celulares de
adipocitos e de musculos estriados esquelético e cardiaco, incubagées com 0,3 mM
(no caso do musculo estriado cardiaco) e 1 mM (no caso dos adipdcitos e musculo
estriado esquelético) de tiramina promoveram estimulo a captacéo de glicose, um
resultando que corrobora os achados in vivo, uma vez que o tratamento agudo com
tiramina (administrag&o intraperitoneal de 4 mg/kg de tiramina) em ratos diabéticos 15
minutos antes da sobrecarga oral de glicose (2 g/kg) foi capaz de promover
significativa diminuicdo na glicemia, em comparagdo aos animais que receberam
sobrecarga de glicose e tratados somente com veiculo (administracdo intraperitoneal
de 0,9% de NaCl).



26

2. Objetivos

Avaliar o potencial antioxidante e antiglicagcdo de extratos hidroetandlicos de
folhas de Cissus verticillata e do metabdlito tiramina, por meio de ensaios in vitro de
captura de EROs e sistema-modelo de glicagao proteica in vitro, os quais mimetizam

as modificagdes ocorridas durante o estresse glico-oxidativo in vivo.
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3. Materiais e métodos

3.1. Obtencao do material vegetal e preparagao dos extratos

As folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis (depdsito no Herbario
ISA tombo 10936; Cadastro SisGen n°® A109280, Anexo 01) oriundas do Horto de
Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Campus de
Araraquara (21°48'58.1" S, 48°12'04.2" W) foram coletadas em dois periodos distintos:
26 de outubro de 2020 [coleta (1)] e 03 de dezembro de 2020 [coleta (2)], sendo

selecionadas mediante aspectos visuais.

As folhas coletadas foram submetidas a secagem durante 5 dias em estufa digital
(MTB CIENTIFICA, Piracicaba, SP), com o emprego de circulacéo de ar e temperatura
de 40 °C. Em seguida, as drogas vegetais secas e integras foram pulverizadas em
micro-moinho de facas (TECNAL®, tipo Willye, modelo R-TE-648, Piracicaba, SP) e,
posteriormente, submetidas a extragcdo por maceragao e remaceragcédo com a mistura
de solventes etanol: agua destilada 70:30 (v/v) atuando como liquido extrator (Figura
03).

Figura 03. Material vegetal apds as etapas de secagem (A) e moagem (B) de folhas

de Cissus verticillata.

Fonte: Autoria prépria.
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Apos 6 dias de extragdo (com uma renovagao do liquido extrator no terceiro dia),
as solugdes extrativas resultantes correspondentes a cada um dos materiais vegetais
foram reunidas e, posteriormente, submetidas a etapa de remogéo do etanol (porgao
organica do liquido extrator) com o uso de um rotaeveporador (Heidolph® Hei-VAP
Value, modelo HB/G3). Em seguida, houve a etapa de remoc¢ao da agua, através de
processo de liofilizacdo utilizando o liofilizador Christ®, modelo Alpha 2-4 LD Plus
(Figura 04). Dessa forma, garantiu-se a producdo de dois extratos brutos
hidroetandlicos de folhas de Cissus verticillata, livres de solventes, denominados EHE-
Cv (1) (coleta em 26 de outubro de 2020) e EHE-Cv (2) (coleta em 03 de dezembro
de 2020).

O rendimento de cada extracdo foi determinado mediante a aplicacdo da

seqguinte férmula:

Massa do extrato

Rendimento (%) = Massa da amostra

100
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Figura 04. Etapas de maceragao da droga vegetal de Cissus verticillata (A),
obtencgao da solugao extrativa (B), remogao do solvente organico (etanol) via

rotaevaporagéao (C) e remogao do solvente aquoso (agua) via liofilizagao (D).

Fonte: Autoria prépria.

3.2. Analise de metabolitos secundarios

A composigao quimica de EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2) foi investigada através de
seus perfis cromatograficos obtidos com as técnicas de cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢ao do espectro de
absorbancia no ultravioleta em 254 nm (CLAE-UV), sendo priorizada a busca pela

provavel presenca de tiramina.
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3.2.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Na CCD, os extratos foram solubilizados a 10 mg/mL em etanol. Cloridrato de
tiramina (Sigma-Aldrich, grau de pureza = 98%, CAS: 60-19-5) foi solubilizado a 1
mg/mL em agua. Em seguida, 20 pL das solugbes foram aplicados sobre
cromatoplacas de silica gel 60G (0,22 ym, F254, Macherey-Nagel®), as quais foram
acondicionadas em camaras de saturacdo com acetato de etila: tolueno: acido formico
(5,6:2,4:2,0 v/v - €0 = 4,80).

A eluicao foi feita no modo ascendente e unidirecional. Em seguida, as placas
foram secas em capela de exaustdo e submetidas a revelagcdo com nebulizagdes de
anisaldeido sulfurico e de ninidrina SR, acompanhadas de aquecimento em chapa a
100 °C. As bandas foram analisadas sobre luz visivel e luz ultravioleta a 254 nm. A
identificacdo das substancias foi realizada por meio das bandas formadas e seus
respectivos fatores de retencao (Rf), e feita comparagdo com os dados da literatura

cientifica.

3.2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de espectro de

absorbancia no ultravioleta (CLAE-UV)

Para a condugdao da CLAE-UV, foram consideradas as metodologias de
Bhardwaj et al. (2009) e de Gianotti et al. (2008), com modificagdes. Aliquotas de 10
mg dos extratos passaram por um pré-tratamento, onde foi realizada a extracdo em fase
solida em cartucho de silica C18 (55 ym, 70 A, 500 mg/6 mL, Strata®) com 10 mL de
metanol: agua (95:5 v/v), sendo as amostras resultantes secas, ressolubilizadas a 2
mg/mL em solugédo de HCI 0,1M, filtradas em membranas de PTFE hidrofilico (0,22
pm, 13 mm, LAC Artigos para Laboratorios) e acondicionadas em vials. Por sua vez,
uma solugédo de 1 mg/mL de cloridrato de tiramina foi preparada utilizando HCI 0,1 M

e acondicionada em um vial.

Todas as solugdes foram injetadas, separadamente, no cromatégrafo Thermo
Scientific®, modelo UltiMate 3000, equipado com detector UV, utilizando coluna
Thermo Scientific® C18 (250 x 4,60 mm, 100 A, didametro de particula 5 pm), na
condigdo de gradiente 60 - 75% de acetonitrila em 30 minutos, com vazao de 1,0
mL/min. e detec¢do no comprimento de onda de 254 nm. A identificagdo das substancias
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foi realizada com base nos dados espectrométricos e tempos de retengao (tr) obtidos, e

nos dados da literatura cientifica.

3.3. Avaliagao do potencial antioxidante in vitro

A fim de constatar a capacidade de EHE-Cv (1), EHE-Cv (2) e da tiramina em
capturar as EROs que podem ser formadas no contexto do estresse glico-oxidativo in
vivo, foram realizados os seguintes ensaios: (i) clareamento da crocina (captura do
radical ROO"), (ii) captura do anion radical superéxido (O2™), e (iii) captura do peréxido
de hidrogénio (H202).

Além de EHE-Cv (1), EHE-Cv (2) e da tiramina, os compostos quercetina (Sigma-
Aldrich, grau de pureza = 95%, CAS: 117-39-5) e trolox (Sigma-Aldrich, grau de pureza
= 97%, CAS: 53188-07-1) também foram incorporados nos ensaios como padroes,
tendo em vista seus conhecidos potenciais antioxidantes (ROMAO, 2016; UTRERA e
ESTEVEZ, 2013).

3.3.1. Ensaio do clareamento (bleaching) da crocina (captura do radical
ROO)

O ensaio foi realizado de acordo com Assis et al. (2015), onde, mediante o uso
de triplicatas, 25 ymol/L de crocina (carotenoide derivado da planta Crocus sativus L.;
Figura 05) e diferentes concentragdes de EHE-Cv (1), EHE-Cv (2), tiramina,
quercetina ou de trolox foram incorporados em tampao fosfato de sodio (0,12 mol/L;
pH 7,0) a 40 °C e com agitagdo constante, o que se sucedeu pela adigdo de 12,5
pgmol/L do azocomposto dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-metilpropanoamidina) (AAPH)
que, apos sofrer uma reagao de termolise, gerava um radical livre capaz de interagir
com o O2 dissolvido, resultando na formagédo do radical ROO® responsavel por
promover a redug¢ao da absorbancia da crocina, a qual foi avaliada a 443 nm durante
9 minutos com espectrofotdmetro (Jasco, modelo V630).
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Figura 05. Representacao da estrutura molecular da crocina.
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Fonte: Modificado de MOHAJERI et al. (2010).

3.3.2. Ensaio de captura do anion radical superoéxido (02")

A interacao entre nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), metassulfato de
fenazina (PMS) e Oz resulta na geracédo do O2", que é capaz de reduzir o azul de
nitrotetrazdlio (NBT) a uma formazana caracterizada por exibir uma coloragcdo de

intensidade diretamente proporcional a concentracao do radical (Figura 06) (KAKKAR,
DAS e VISWANATHAN, 1984).
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Figura 06. Esquema da geragao do anion superoxido em presenga de um

antioxidante
NH
H _H / : 0 Ir-.-i
KA N=( | N={
( J H 4 )'-\ ,l ~NH / 1 "
"N f % e ~ 0 o© n— \
LA A B N a - =
L o Jv’ 0 ( Y o2 & oM b o 0“1 0 N/
y- O . P \ _{ &y ()
4 - |
HO " \ : {
oH HO (s} \-. HO 0 { -
NADH | " WD
| 1
| |
= /h‘}-\_; S 5 /N\,/ L.
PMS oxdado PMS reduzd
.y W . 9 N
CH .'_-t
W, 4
%
— Antiox dantes
\ 73
 of N o/
20,/
NO x vl ND; O;N
/ h s \
~— ) - = il =\ /
3 { h — / \ )
\ = - h \ y
3 —_— Fd = —
/ \ rd N rd \
N-N NN ¢ 4 N—N N-N, 2
S\ / ‘i“ AW AY, 'S VAR
I am . e . an. W) B 4 W s
N=N N=N N et N=N =M —
\ - - y— — |
\, \ I\ | \ / |
\ /7 ¢ N N\ — )
) - o glpr—. —
H,cd Mo OCH HyCO NBT oCH

Fonte: OLIVEIRA et al. (2009).

O ensaio, conduzido mediante o uso de ftriplicatas, foi realizado em tampao
pirofosfato de sodio (25 mmol/L; pH 8,3), contendo PMS (372 umol/L), NBT (600
pmol/L), NADH (1560 pmol/L), bem como EHE-Cv (1), EHE-Cv (2), tiramina,
quercetina ou trolox. Apds 7 minutos de incubagao a temperatura ambiente e na
auséncia de luz, houve o monitoramento da absorbdncia em 560 nm com
espectrofotdmetro UV-Vis (BioTek®, modelo PowerWave XS2), a fim de determinar a
mudanga da coloragao do NBT (amarelo palido) para aquela expressa pela formazana
(purpura), um fendbmeno que tende a ser reduzido na presenga de moléculas com
atividade antioxidante (HAZRA, BISWAS e MANDAL, 2008). Os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM) das porcentagens de inibigéo
da geracao da formazana (CEso) obtidas através da utilizagdo do programa Microsoft

Excel (Version 16.0) e da implementacéo da férmula:

(Abs. max. - Abs. amostra)
Abs. max.

Inibicao (%)= 100
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Onde:
Abs. max. = absorbancia da formazana na auséncia da amostra;

Abs. amostra = absorbancia da formazana na presenca da amostra.

3.3.3. Ensaio de captura do peréxido de hidrogénio (H202)

Quando na presenca de H202, o acido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) é oxidado a
acido 5-5-ditio-2-nitrobenzéico (DTNB), o que proporciona uma redugdo da
absorbancia detectada a 412 nm e um aumento da absorbancia detectada a 325 nm
(Figura 07). O TNB, preparado de acordo com Ching et al. (1994), teve sua
concentracdo encontrada com o uso do coeficiente de extingcdo molar de 13600 M-
'em-!, associado ao comprimento de onda de 412 nm. A concentragdo do H202 foi
definida de acordo com Brestel (1985), o que envolveu a utilizagdo do coeficiente de
extingdo molar de 80 M-'cm-*, relativo a 230 nm.

Figura 07. Representacdo da oxidagdo do TNB a DTNB pelo H202.

H20:2

HOOC HOOC COOH
TNB DTNB
(acido 5-tio-2-nitrobenzoico) (acido 5-5-ditio-2-nitrobenzaoico)

Fonte: Modificado de LANDINO et al. (2008).

O ensaio, conduzido mediante o uso de ftriplicatas, foi realizado em tampéo
fosfato de potassio (50 mmol/L; pH 7,4), EHE-Cv (1), EHE-Cv (2), tiramina, quercetina
ou trolox, H202 (0,3 mmol/L) e incubagao por 30 minutos a 37 °C; foi adicionado o TNB
(63,5 pymol/L), e a reagao foi incubada a 37°C por mais 1 hora. A absorbancia foi
monitorada a 412 nm com espectrofotdmetro UV-Vis (BioTek®, modelo PowerWave

XS2). Os resultados foram expressos como média  erro padrao da média (EPM) das
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porcentagens de inibicdo da oxidagao do TNB (CEso), calculadas pela utilizagao do

programa Microsoft Excel (Version 16.0) e pela implementagao da férmula:

(Abs. max. - Abs. amostra)

(Abs. max. - Abs. min.) 1100

Inibicdo (%)=1-

Onde:
Abs. max. = absorbancia de TNB na auséncia de H202;
Abs. min. = absorbancia de TNB na presenca de H20z;

Abs. amostra = absorbancia de TNB na presenga de H202 e da amostra.

3.4. Sistema-modelo de glicagao proteica in vitro

O sistema-modelo de glicagdo proteica in vitro foi conduzido conforme as
metodologias utilizadas por Dos Santos et al. (2019) e Motta et al. (2020). A albumina
sérica bovina (BSA, 10 mg/mL) foi incubada sob condigbes estéreis, em tubos
criogénicos de 1,8 mL com rosca externa, na presencga de glicose (Gli, 0,5 M), em
tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,4), contendo 0,02% de azida sodica e 5% de
dimetilsulféxido (DMSO), a 37°C (estufa incubadora de COz2, P Selecta®) por 30 dias.
Incubacdes foram conduzidas na auséncia ou na presengca de diferentes
concentragdes de EHE-Cv (1) (62,5, 125 e 250 pg/mL) ou de aminoguanidina (AG, 1
mM; agente prototipo anti-AGE).

As condi¢des de incubagéo foram conduzidas em triplicata, onde cada replicata
teve um volume final de 1500 uL, o qual foi obtido a partir da mistura de 500 pL da
solugao de trabalho de BSA (30 mg/mL), 500 pL da solugao de trabalho de glicose
(1,5 M), 300 pL da solugao de trabalho de AG (5 mM), 125 uL da solugéo de trabalho
de azida sddica (0,24%), 75 yL de DMSO puro, 75 pL da solug¢ao de trabalho de EHE-
Cv (1) (5 mg/mL), 75 yL da solucéo de trabalho de EHE-Cv (1) (2,5 mg/mL) ou 75 L
da solucao de trabalho de EHE-Cv (1) (1,25 mg/mL) (Quadro 01). Tampéao fosfato foi

adicionado para completar o volume desejado (Quadro 01).
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Quadro 01. Constituicao das distintas condi¢gbes de incubagado conduzidas no sistema-modelo de glicagéo proteica in vitro.

BSA Gli AG A’z|f:|a EHE-Cv (1) | EHE-Cv (1) | EHE-Cv (1) - Volume
- 30 soédica | DMSO Tampao .

Incubagao L 1,5M | 5mM 0,24% L) 5 mg/mL 2,5mg/mL | 1,25 mg/mL L) final
(uL) (uL) | (uL) (uL) (ML) (uL) (uL) (uL)
BSA 500 - - 125 75 - - - 800 1500
Gli - 500 - 125 75 - - - 800 1500
AG - - 300 125 75 - - - 1000 1500
BSA + Gli 500 500 - 125 75 - - - 300 1500
BSA + AG 500 - 300 125 75 - - - 500 1500
Gli + AG - 500 300 125 75 - - - 500 1500
BSA + Gli + AG 500 500 300 125 75 - - - - 1500
EHE-Cv (1) 250 pg/mL - - - 125 - 75 - - 1300 1500
Gli + EHE-Cv (1) 250 pg/mL - 500 - 125 - 75 - - 800 1500
BSA + EHE-Cv (1) 250 pg/mL 500 - - 125 - 75 - - 800 1500
BSA + Gli + EHE-Cv (1) 250 pg/mL 500 500 - 125 - 75 - - 300 1500
EHE-Cv (1) 125 pg/mL - - - 125 - - 75 - 1300 1500
Gli + EHE-Cv (1) 125 pg/mL - 500 - 125 - - 75 - 800 1500
BSA + EHE-Cv (1) 125 pg/mL 500 - 125 - - 75 - 800 1500
BSA + Gli + EHE-Cv (1) 125 pg/mL 500 500 - 125 - - 75 - 300 1500
EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL - - - 125 - - - 75 1300 1500
Gli + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL - 500 - 125 - - - 75 800 1500
BSA + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL 500 - - 125 - - - 75 800 1500
BSA + Gli + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL 500 500 - 125 - - - 75 300 1500

Fonte: Autoria propria.
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Aliquotas das incubacgdes foram utilizadas nos ensaios para determinagao da
formacao de AGEs fluorescentes e marcadores de oxidacao de residuos de triptofano
e tirosina (0, 10, 20 e 30 dias). Complementando essas analises, foram obtidos
espectros de absorbancia (espectrofotdmetro UV-Vis BioTek®, modelo PowerWave
XS2) e de emissao apos excitagao a 355 nm (espectrofluorimetro de placas, BioTek®,
modelo Synergy H1 Hybrid), os quais abrangeram o intervalo de comprimento de onda
de 300 a 500 nm, a fim de consultar a existéncia de possiveis interferéncias geradas
por parte das caracteristicas fisico-quimicas de EHE-Cv (1) sobre os dados
espectrofluorimétricos obtidos. Os niveis de proteinas carboniladas e a formagao de
ligagcbes cruzadas entre em proteinas (cross-link proteico) foram analisados apds 30

dias de incubagao.

3.4.1. Determinagao da formagao de AGEs fluorescentes

A geracdo de AGEs fluorescentes foi monitorada espectrofluorimetricamente
(espectrofluorimetro de placas da marca BioTek®, modelo Synergy H1 Hybrid), a
partir da selecdo dos comprimentos de onda de excitagdo e de emissao de 355 e 430
nm, respectivamente (SERO et al., 2013).

A geracao dos AGEs fluorescentes foi expressa graficamente e o potencial anti-
AGE de EHE-Cyv (1) foi avaliado mediante a comparacgao entre a fluorescéncia relativa
aos AGEs gerados na incubacgao de BSA + Gli frente a fluorescéncia relativa aos AGEs
gerados na incubacgdo de BSA + Gli + EHE-Cv (1), nas diferentes concentragdes
estudadas. Os valores de AGEs foram obtidos apds subtracdo aritmética da
fluorescéncia das incubagdes contendo AG ou EHE-Cv (1) na presenga de BSA ou de
BSA + Gli menos a fluorescéncia das incubagdes contendo AG ou EHE-Cv (1) na
auséncia de proteina. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de

fluorescéncia.
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3.4.2. Determinagdo da formagao de marcadores de oxidagao de residuos

de aminoacidos

Tal como os AGEs fluorescentes, os marcadores de oxidagao de residuos de
aminoacidos foram monitorados espectrofluorimetricamente, nos respectivos
comprimentos de onda de excitagao/emissao: ditirosina (330/415 nm) como marcador
de oxidacgao dos residuos de tirosina; N'-formilquinurenina (325/434 nm) e quinurenina
(365/480 nm), como marcadores da oxidagdo dos residuos de triptofano
(SADOWSKA-BARTOSZ, GALINIAK e BARTOSZ, 2014). Os valores de ditirosina, N'-
formilquinurenina e quinurenina foram obtidos apds subtracdo aritmética da
fluorescéncia das incubagdes contendo AG ou EHE-Cv (1) na presenca de BSA + Gli
menos a fluorescéncia das incubagdes contendo AG ou EHE-Cv (1) na auséncia de

proteina. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia.

3.4.3. Quantificagao dos niveis de proteinas carboniladas

Grupos carbonilas em proteinas (proteinas carboniladas, PCO) s&o usados
como biomarcadores de dano oxidativo proteico. Os niveis de PCO foram avaliados
em reagao com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e formagao de dinitrofenilhidrazona,
monitorada a 370 nm (LEVINE et al., 1994).

A determinacdo de PCO ocorreu mediante adicao de 100 yL das amostras das
incubagdes em dois microtubos, sendo um deles denominado Amostra (A) e o outro
Controle (C). No tubo (A) foram adicionados 400 yL de DNPH (10 mM) preparado em
HCI (2,5 M), para que ocorra a reagdo com 0s grupos carbonilas formados em
proteinas, enquanto que no tubo (C) foram acrescentados 400 uL de HCI (2,5 M).
Ambos os tubos foram incubados por 1 hora na auséncia de luz e, em seguida, foram
adicionados 500 pL de acido tricloroacético (TCA, 20%), a fim de promover a
precipitacdo das proteinas. Apdés homogeneizagao, os microtubos ficaram 5 minutos
no gelo e, entao, foram centrifugados a 10000 g por 10 minutos a 4°C. Posteriormente,
os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram lavados duas vezes com
1 mL de acetato de etila: etanol (1:1), homogeneizados e centrifugados por 5 minutos
a 10000 g a 4°C. Os pellets formados foram ressuspendidos em 1 mL de solugao de

ureia (6 M). A absorbancia dos sobrenadantes foi monitorada a 370 nm com
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espectrofotometro (Jasco, modelo V630) (MEEPROM et al., 2013). Os resultados
foram obtidos com base na diferenca entre os valores de absorbancia dos microtubos
(A) e (C) de cada amostra, onde a diferenca encontrada foi utilizada para o calculo da
concentragdo dos grupos carbonilas, utilizando o coeficiente de extingdo molar do
DNPH (€ = 22000 M" cm™").

3.4.4. Modificacao da BSA via formagao de ligagoes cruzadas (cross-link

proteico)

A verificagdo da formacgao de ligagdes cruzadas (cross-link) em proteinas foi
realizada conforme os protocolos de estudos de Dos Santos et al. (2019) e Motta et
al. (2020). Aliquotas das incubagdes foram submetidas a separagao de proteinas
(condicbes desnaturantes) via eletroforese em gel tipo SDS-PAGE (12%). Para o
preparo da amostra para a eletroforese, foram adicionados 3 pL das incubacdes a 9
ML de tampéao da amostra [62,5 mM de Tris-HCI (pH 6,8), 10% de glicerol, 2% de SDS,
100 mM de ditiotreitol e 0,1% de azul de bromofenol] (LAEMMLI, 1970).

Massa de 3,75 ug de proteina (contida em volume de 1,5 pL) foi submetida a
separacgao eletroforética em gel tipo SDS-PAGE (12%) por uma hora e trinta minutos
e a 120 V, utilizando tampao de corrida de eletroforese [25 mM de Tris (pH 8,3), 192
mM de glicerol e 0,1% de SDS]. Ap6s a separagao das proteinas no gel, o gel foi
corado com Coomassie blue (0,01% 10% metanol 10% acido acético glacial, em agua
milliQ) por 30 minutos, seguido por 3 lavagens com solug¢ao descorante (10% metanol

10% de acido acético, em agua milliQ), substituida a cada 5 minutos.

Por fim, o gel permaneceu overnight em solugao descorante por 2 dias, a fim de
garantir uma melhor visualizagdo das bandas no gel, e uma imagem do mesmo foi
capturada pelo uso da camera de um telefone celular. A imagem foi salva em formato
JPG e submetida a analise densitométrica com o uso do programa ImagedJ (Version
1.53a).
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3.4.5. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padréao da média (EPM) e
foram analisados usando o programa GraphPad Prism 9 (Version 9.0.0, GraphPad
Software, Inc, USA), através da avaliagcédo de variancia One-Way (ANOVA) e analise
de diferenca pelo pos-teste Newman-Keuls, nas comparagdes intergrupos. O nivel de

significancia adotado foi de p <0,05.
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4. Resultados e discussao

4.1. Rendimento de EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2)

Apos secagem e pulverizagdo das folhas de Cissus verticillata, as drogas
vegetais obtidas apresentaram massas de 133,08 g (primeira coleta) e 145,80 g
(segunda coleta). Por sua vez, com a completa remocé&o do liquido extrator, os pds na
forma de cristais equivalentes a EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2) exibiram massas de 17,00

g e 17,49 g, respectivamente.

Dessa forma, os rendimentos em massa de EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2), a partir
das massas das folhas secas e moidas, foram de aproximadamente 12,77% e
12,00%, na devida ordem. Esses valores vao ao encontro dos achados descritos por
Braga (2008), onde o preparo de um extrato de folhas de Cissus verticillata com 0 uso
dos solventes etanol: 4gua destilada 50:50 (v/v) apresentou um rendimento de 10,6%,
um valor menor do que os conquistados neste estudo, o que pode ser explicado tanto
por perdas de massa durante transferéncias, quanto pela proporcdo de etanol
presente no liquido extrator, a qual, por ter sido mais baixa no estudo de Braga (2008),
pode ter repercutido na extracdo de uma menor quantidade de substancias que

possuem maior afinidade por solventes organicos, ou seja, substancias mais apolares.

4.2. Perfis cromatograficos de EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2)

Através da realizacdo de CCD utilizando o anisaldeido sulfurico como revelador,
observou-se que, apds o aquecimento da placa, as amostras de EHE-Cv (1) e EHE-
Cv (2) resultaram na formagdo de padrdes ligeiramente distintos de bandas de
coloracdo amarela (indicativa de flavonoides), marrom (indicativa de terpenos), verde
(indicativa de carboidratos e/ou metabdlitos glico-conjugados) e violeta-azulada
(indicativa de terpenos e/ou saponinas), sendo algumas dessas condizentes com as
bandas e respectivos Rr visualizados em luz UV de 254 nm através da obstrugéo da
fluorescéncia emitida pelo indicador F254 contido cromatoplaca (Quadro 02) (BRASIL,
2019; ARNHOLD e TISSOT-SQUALLI, 2016; CHAVES, 1997; GAZOLLA, 2017).

Além disso, bandas avermelhadas aparentemente similares foram identificadas

em EHE-Cv (1), EHE-Cv (2) e tiramina quando empregado o revelador ninidrina SR
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seguido de aquecimento, contudo, a baixa resolugado da banda gerada pela solugéo-
padrao de tiramina dificulta a realizagédo de uma comparag¢ao mais assertiva (Quadro
02, letra B). O respectivo problema pode ser justificado pela existéncia da banda “a”
observada na cromatoplaca submetida a incidéncia de luz ultravioleta de 254 nm
(Quadro 02, letra C), a qual indica que uma grande quantidade de tiramina manteve-
se proxima do ponto de aplicagdo devido a uma provavel baixa afinidade da
substancia pela fase mével utilizada, o que denota um elevado carater polar exibido
por parte da tiramina (DE AMORIM, 2019).

Quadro 02. Cromatoplacas apods eluicado de acetato de etila: tolueno: acido férmico e
revelagao com anisaldeido sulfurico (A) e ninidrina SR (B), e sob incidéncia de luz
ultravioleta de 254 nm (C).

B C

3
"

1 2 3

1 2 3
Rra = 0,23; Rfb = 0,48; Rf ¢ = 0,58; Rfa = 0,00; R¢b = 0,24; Rf ¢ = 0,27,
Rid = 0,61; Rre = 0,70; Rs f = 0,77; Rfra=0,50 Rsd =0,50; Rfe = 0,58; R; f=0,70;
Rfg = 0,84; Rrh = 0,90 Rrg = 0,77; Rrh = 0,86

1= EHE-Cv (1); 2 = EHE-Cv (2); 3 = Tiramina

Fonte: Autoria propria.
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A ninidrina SR é comumente usada na investigagdo de aminoacidos ou
moléculas com grupamento amino livre, onde o resultado é interpretado como positivo
quando originada uma coloragdo azul-violacea, conhecida como “purpura de
Ruhemann”, porém, existem descricbes sobre o aparecimento de coloragdes
amarelas e vermelhas (BRASIL, 2019; CHAVES, 1997; DE AZEREDO, 2004; EBEL e
ROTH, 1991). As bandas avermelhadas com Rrde 0,50 encontradas (Quadro 02, letra
B) indicam que EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2) possuem substéncias dotadas de

grupamentos amino livres com polaridades muito proximas.

Os perfis quimicos ligeiramente distintos apresentados por EHE-Cv (1) e EHE-
Cv (2) na placa cromatografica revelada com anisaldeido sulfurico (Quadro 02, letra
A) permitem sugerir a existéncia de variagdes na composi¢ao quimica dos extratos,
como uma provavel maior presenga de flavonoides em EHE-Cv (1) (BRASIL, 2019;
ARNHOLD e TISSOT-SQUALLI, 2016). Tal achado remete a ideia de que, dentro do
intervalo de dois meses entre as coletas da matéria-prima vegetal, o qual abrangeu
uma transicdo entre estacbes do ano, provavelmente ocorreram modificacbes em
fatores, como temperatura, disponibilidade de agua e nutrientes, incidéncia de luz
solar, poluicdo atmosférica, ataque de herbivoros e patégenos, e ritmo circadiano
proprio da espécie vegetal, condigcbes que podem ter impactado positiva ou
negativamente na sintese de determinadas classes de metabdlitos secundarios por
parte de Cissus verticillata (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Com a realizagdo da CLAE-UV, foram obtidos os cromatogramas relativos a
tiramina, EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2), onde foi possivel observar que os picos dos
cromatogramas dos extratos eluem muito proximo do tempo de retengdo da tiramina
(Rt = 3,241 min), porém, tal achado ndo garante uma confirmacgado da presencga ou
auséncia do metabdlito nas preparagdes (Figura 08). Os picos com baixa resolugéo
cromatografica identificados com a CLAE-UV de EHE-Cv (1) e EHE-Cv (2) (Figura 08)
complementam a ideia da presenga de substancias dotadas de grupamentos amino
livres nos extratos, pois, esses grupamentos tendem a desenvolver interacdes
intermoleculares mais fracas com compostos de natureza apolar. Em condi¢des
cromatograficas de fase reversa (como aquela assegurada pelo uso de coluna de
silica C18), substancias com menor afinidade pela fase estacionaria acabam eluindo
mais rapidamente e apresentando valores de tr menores (SNYDER, KIRKLAND e
DOLAN, 2010).
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Figura 08. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV de tiramina, EHE-Cv (1) e EHE-Cv

(2) em 254 nm.
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Otimizagbes na fase movel, fluxo e volume de injegao foram feitas, mas, sem
sucesso, indicando que uma melhor separagao de picos poderia ser atingida
modificando a composi¢cao da fase estacionaria com especificidade para separagao
de aminoacidos, o que nao foi realizado devido a falta de materiais disponiveis. Desse
modo, nao foi possivel afirmar se a tiramina fez-se ou ndo presente em EHE-Cv (1) e
EHE-Cv (2), pois, a falta de separag¢des apropriadas entre os picos nao permitiu a

realizacao de comparagdes confiaveis entre os valores de tr obtidos.

4.3. Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

In vivo, um dos principais alvos das EROs sdo as membranas bioldgicas, que
sao compostas por bicamadas de fosfolipidios e, por isso, tornam-se suscetiveis ao
processo lipoperoxidacao, o qual € capaz de provocar modificacdes na estrutura e na
funcao dessas biomembranas, caso o mesmo ocorra de maneira descontrolada, o que
esta associado ao desencadeamento de muitas doencas (BARRERA, 2016; LUCIO et
al., 2009).

Uma consequéncia da lipoperoxidagdo em meio aerado é a formacgao do radical
peroxil (ROO"). Devido a relevancia da lipoperoxidagédo in vivo, varios sistemas-
modelo in vitro foram desenvolvidos para simular essa reagao, permitindo, portanto, a
avaliacao da atividade antioxidante frente tal processo. O bleaching da crocina € um
exemplo desses sistemas-modelo in vitro, no qual a capacidade antioxidante é
analisada através da inibicdo do clareamento (bleaching) da respectiva substéncia,
gquando a mesma € submetida a um meio reacional dotado de um composto que gera
radicais livres (ASSIS, 2012; BORS, MICHAEL e SARAN, 1984).

O ROO’ abstrai um atomo de hidrogénio da estrutura da crocina, que adquire um
elétron desemparelhado e, consequentemente, perde seu sistema de duplas ligagdes
conjugadas, o que se reflete em seu clareamento, ou seja, a diminuigdo de sua
absorbancia no intervalo de comprimento de onda da luz visivel. Dessa maneira, 0s
antioxidantes disputam com a crocina pelos radicais ROO" e, por consequéncia, a
inibicado de sua oxidagao € decorrente da capacidade das amostras em capturar as
espécies radicalares (ROO") (Figura 09) (ASSIS, 2012; ORDOUDI e TSIMIDOU,
2006). Tal evento é representado pelos graficos das razdes entre as velocidades de
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descoramento da crocina na auséncia ou presenga de agentes antioxidantes (Vo/V)
versus as razdes entre as concentragbes de amostras e de crocina ([AJ/[C]), cujas
regressoes lineares geram coeficientes angulares que expressam as capacidades
antioxidantes das amostras (Figura 10). Quanto maior o valor do coeficiente angular,

mais eficiente é a agao antioxidante.

Figura 09. Esquema de reagdes envolvidas no clareamento da crocina com a
termdlise do AAPH.

DRN=NR A:wc 2R*+N,
2)R* + 0, «— ROO°

3) ROO* + crocina — ROOH + crocina*
ou

3) ROO* + AH— ROOH + A"

4) A* + crocina— AH + crocina*®

RN = NR, azocomposto AAPH; R’, radical livre; N2, nitrogénio molecular; Oz, oxigénio molecular; ROOr,
radical peroxil; ROOH, radical peroxil reduzido; AH, estado reduzido do antioxidante (amostra); A",
estado radicalar do antioxidante (amostra).

Fonte: Modificado de ASSIS et al. (2015).

Ao comparar os coeficientes angulares exibidos por cada amostra, verificou-se
a seguinte ordem de atividade antioxidante: quercetina > trolox > EHE-Cv (1) > EHE-
Cv (2) > tiramina (Tabela 01).
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Figura 10. Representagdes entre as razbes das velocidades e das concentragoes,

no ensaio de clareamento da crocina com quercetina, trolox, EHE-Cv (1), EHE-Cv

(2) e tiramina.
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Vo, velocidade na auséncia das amostras; V, velocidade na presenga de Trolox; [C], concentragao de
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representam a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, na auséncia (Vo) e presenca (V) das
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Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 01. Equacao de competi¢cao cinética entre padrdoes e amostra

Equacao de Competicao

Padrées/Amostras Cinética r
y = VolV; x = [A)J/[C]
Quercetina y=1+24,796 + 1,063x 0,999
Trolox y =1+ 15,592 + 1,294x 0,997
EHE-Cv (1) y=1+0,972 £ 0,073x 0,998
EHE-Cv (2) y =1+ 0,284 + 0,035x 0,995
Tiramina y =1+ 0,026 + 0,000x 0,992

Os valores de coeficiente angular + EPM indicam a capacidade antioxidante relativa da amostra.

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os dados da Tabela 01, foram calculados os valores de
equivalentes de quercetina e trolox para EHE-Cv (1), EHE-Cv (2) e tiramina (Tabela

02).

Tabela 02. Comparacéao entre as capacidades de captura do radical ROO® em

equivalentes a quercetina e trolox.

Equivalente de Equivalente de
Padroes/Amostras

quercetina trolox
Quercetina 1,000 1,590
Trolox 0,629 1,000
EHE-Cv (1) 0,039 0,062
EHE-Cv (2) 0,011 0,018
Tiramina 0,001 0,002

A equivaléncia aos padrdes foi obtida pelo quociente das constantes de velocidade (coeficiente angular;
amostra/padrdes), apresentados na Tabela 01.

Fonte: Autoria propria.

Outra maneira de avaliar os resultados relacionados ao ensaio de clareamento

da crocina consiste no uso do valor de porcentagem de inibicdo do clareamento da
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crocina (%In), o qual possibilita a determinacdo dos valores de CEso (Tabela 03)
(LUSSIGNOLI et al., 1999).

Tabela 03. Comparagao entre valores de coeficiente angular e CEso, para o ensaio

de clareamento da crocina.

Coeficiente X
Padrées/Amostras CEso  (Mg/mL)
angular
Quercetina 24,796 + 1,063 1,11 £ 0,04
Trolox 15,592 + 1,294 1,76 £+ 0,12
EHE-Cv (1) 0,972 + 0,073 29,98 + 1,27
EHE-Cv (2) 0,284 + 0,035 89,36 + 3,89
Tiramina 0,026 + 0,000 1058,55 + 45,64

*Valores de CEso + EPM, obtidos através da equacgédo: %In =[1 - (AV / AVo)] - 100.

Fonte: Autoria propria.

A expressiva capacidade de inibir o clareamento da crocina, exibida por parte da
quercetina e do trolox, vao ao encontro de seus ja relatados potenciais antioxidantes,
especialmente contra o radical ROO*, onde Romé&o (2016) encontrou valores de CEso
equivalentes a 1,33 e 2,61 yg/mL para as respectivas substancias. Por outro lado,
EHE-Cv (2) e a tiramina ndo se mostraram tao eficientes em capturar o radical ROO-,
diferente de EHE-Cv (1) que foi a amostra mais promissora, provavelmente devido a
suposta presenca de compostos fendlicos e bandas mais distintas observadas em
CCD. A relacao entre compostos fendlicos e a atividade antioxidante de preparacoes
de Cissus verticillata (Cissus sicyoides) ja foi descrita no estudo de Salazar et al.
(2018), no qual folhas e caules da respectiva espécie vegetal foram utilizados para
producao de extratos etandlico e hexanico que, ao serem submetidos ao teste de
sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*®) apresentaram, na devida
ordem, CEso de 325,67 e 897,99 g de extrato/g de DPPH?*, valores que foram atrelados
as quantidades de compostos fendlicos totais encontradas via equivalentes de acido
galico (EAG) em cada preparagao, onde o extrato etanodlico exibiu 150,19 mg de
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EAG/g de extrato, uma concentracdo superior aquela encontrada com o extrato

hexanico, a qual foi 60,51 mg de EAG/g de extrato.

Mediante os resultados obtidos no ensaio de captura do radical O2™ (Figura 11),
foi possivel observar que EHE-Cv (1) apresentou uma atividade antioxidante in vitro
inferior aquela apresentada pela quercetina e superior aquela apresentada pelo trolox.
Ja EHE-Cv (2) e a tiramina expressaram elevadas CEsp, indicando baixas atividades

antioxidantes por parte dessas amostras (Figura 11).
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Figura 11. Inibicdo (captura) do O2™ por quercetina, trolox, EHE-Cv (1), EHE-Cv (2)

e tiramina.
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As imagens inseridas a direita representam as médias das absorbancias, a 560 nm, da formazana
gerada pela reducdo de NBT na presenca de diferentes concentragdes das amostras.

Fonte: Autoria prépria.

Ao avaliar a capacidade do extrato aquoso de folhas de Cissus verticillata de

capturar o radical O2" por meio de condi¢cdes parcialmente semelhantes as presentes
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neste estudo, Khalil e colaboradores (2008) encontraram a CEso de 60,0 + 2,3 pg/mL,
a qual se mostra aproximadamente 5,8 vezes menor do que a CEso de 346,08 + 11,38
pg/mL obtida com EHE-Cv (1) (Figura 11). Tal diferenga pode ser explicada tanto por
distingbes entre as metodologias executadas (por exemplo, as concentragdes
utilizadas de PMS e NADH, bem como o tempo de incubagdo para a geracgao da
formazana), as quais conferem uma potencial maior “agressividade” por parte do
sistema conduzido no presente estudo, quanto por variagdes entre as composicoes
quimicas dos respectivos extratos, uma hipotese presumivel tendo em vista as
diferentes técnicas de extragao empregadas, os solventes utilizados e o consideravel
intervalo de tempo entre as coletas do material vegetal (GOBBO-NETO e LOPES,
2007; HAZRA, BISWAS e MANDAL, 2008; KHALIL, PEPATO e BRUNETTI, 2008).

No ensaio de captura do H202, nenhum padrao ou amostra foi capaz de capturar
a especie reativa em 50%. Quercetina e trolox foram avaliados até, respectivamente,
80 e 2000 pg/mL, uma vez que concentragdes mais elevadas geravam interferéncias
exacerbadas no sinal analitico detectado, motivo que também limitou as avaliacbes
de EHE-Cv (1), EHE-Cv (2) e tiramina em concentragdes de até, respectivamente,
1000, 1500 e 15000 pg/mL. Para validar o método, utilizou-se a enzima CAT, devido
as suas conhecidas eficiéncia e especificidade em catalisar a conversdo do H202 em
agua e oxigénio (PISOSCHI et al., 2021; SMITH, MARKS e LIEBERMAN, 2007).
Desse modo, preparou-se uma solucdo de trabalho com concentracdo de 20
unidades/mL (U/mL) de CAT, tendo como base a concentragdo de 2950 U/mg de
sélidos designada pelo fabricante. Ao considerar a massa molecular de 240.000 Da
determinada por Budavari et al. (2006), foi possivel converter o valor obtido de CEso
equivalente a 0,49 + 0,01 U/mL (Figura 12) para 0,17 + 0,00 pg/mL.
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Figura 12. Inibicdo (captura) do H20:2 pela catalase (CAT).
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A figura inserida a direta representa a média das absorbancias, 412 nm, do TNB na presenca de
diferentes concentragdes de catalase.

Fonte: Autoria propria.

4.4. Efeitos de EHE-Cv (1) nas mudangas em biomarcadores de glico-

oxidagao em sistema-modelo in vitro de glicagao proteica

Através de sistemas-modelo in vitro de glicagdo proteica, torna-se possivel
mimetizar algumas etapas da glicagcdo de proteinas que ocorre em condi¢gbes de
hiperglicemia in vivo, além de permitir o estudo (tipo screening) do potencial
antiglicagao e/ou anti-AGE de promissores compostos e/ou preparacgoes (HSIA et al.,
2013; SIDDIQUI et al., 2016).

A albumina sérica humana (HSA) é a proteina mais abundante no plasma
sanguineo, e possui a capacidade de reagir com a glicose de modo dez vezes mais
rapido quando comparada a capacidade da hemoglobina. Os residuos dos
aminoacidos arginina, lisina e cisteina presentes na estrutura da HSA s&o os mais
susceptiveis a glicacdo, a qual é responsavel por aumentar o peso molecular da
proteina e conferir uma maior exposi¢cao de seus sitios hidrofobicos ao solvente
(ARASTEH et al., 2016). Por apresentar um tempo de vida de aproximadamente 21
dias, a albumina glicada é considerada um marcador de estados hiperglicémicos

recentes (ARASTEH et al., 2016), tal como anteriormente descrito. Por sua vez, a
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albumina sérica bovina (BSA) (que possui homologia de sequéncia de aminoacidos
de 76% com a HSA) é mais utilizada em sistemas-modelo in vitro de glicagéo proteica,
via incubagdo com agentes que promovem a geragdo de AGEs (ARASTEH et al.,
2016; HSIA et al., 2013; SIDDIQUI et al., 2016).

Considerando os seguintes resultados: (i) as analises cromatograficas visando a
detecgédo da tiramina em EHE-Cv (1) e em EHE-Cv (2) foram inconclusivas, e (ii) EHE-
Cv (2) e a tiramina demonstraram atividades antioxidantes in vitro significativamente
baixas, a fim de evitar gastos excessivos de reagentes, optou-se por avaliar o

potencial antiglicag&o in vitro somente de EHE-Cv (1).

Por meio da analise dos espectros de absorgao e de emissédo (Anexos 02 a 09),
verificou-se que EHE-Cv (1), nas trés concentragbes estudadas e durante todo o
periodo de incubagdo, ndo apresentou perfis de resposta que remetessem a
possibilidade de ocorréncias de interferéncias significativas nos sinais analiticos

monitorados espectrofluorimetricamente.

Nas incubacdes de BSA conduzidas na auséncia de glicose, porém, na presenca
de AG ou de EHE-Cv (1), em todas as concentragdes estudadas do extrato e em todos
os tempos analisados, nao foram observados aumentos nos valores de fluorescéncia
relativa aos AGEs, em comparagao aos valores de fluorescéncia da condicao BSA
incubada sozinha (Figura 13), demonstrando que os constituintes de EHE-Cv (1) ndo

promoveram reagdes que resultassem na geracédo dos AGEs.

Nas incubagdes de BSA conduzidas na presenca de glicose, em todos os tempos
estudados e em comparagao as incubacdes de BSA sozinha, foram observados
aumentos na fluorescéncia relativa aos AGEs, em todas as condigcdes: BSA + Gli, BSA
+ Gli + AG, BSA + Gli + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL, BSA + Gli + EHE-Cv (1) 125 pyg/mL
e BSA + Gli + EHE-Cv (1) 250 pg/mL (Figura 14). Na condicdo BSA + Gli, foram
observados aumentos de 4,6 vezes (10 dias), 5,2 vezes (20 dias) e 4,6 vezes (30 dias)

na fluorescéncia de AGEs, em comparagao com a condi¢gdo BSA sozinha (Figura 14).

Ao comparar a condigao BSA + Gli + AG com a condigao BSA + Gli, nota-se que
a presencga de AG reduziu a formagao de AGEs fluorescentes, em 62% no dia 10, em
54% no dia 20 e em 41% no dia 30 (Figura 14). Esses resultados eram algo esperado,

pois a AG é uma substancia que inibe a formacido de AGEs ao sequestrar os
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intermediarios dicarbonilicos reativos gerados no curso de sua formagao (KHALIFAH,
BAYNES e HUDSON, 1999).

Figura 13. Efeitos das diferentes concentragdes de EHE-Cv (1) na formacao de

AGEs fluorescentes em condigdes de incubagao de BSA na auséncia de glicose.
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Os valores sao expressos como média + EPM de valores obtidos a partir de ensaios conduzidos em
triplicata. As diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas se p <0,05
e foram analisadas com One-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls. Médias que nao

compartilham a mesma letra apresentam diferencas estatisticas.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 14. Efeitos das diferentes concentragdes de EHE-Cv (1) na formacao de

AGEs fluorescentes em condigbes de incubagao de BSA na presencga de glicose.

= 60000-
c
@
o b
£ 40000 1 BSA
23 " d mm BSA +Gli
25 mm BSA + Gli+ AG
2~ 200001 e B3I Bl BSA + Gli + EHE-Cv (1) 250 ug/mL
S g ‘H i | F BN BSA + Gli + EHE-Cv (1) 125 pg/mL
@ b a a .
@ aba aa EE BSA + Gli + EHE-Cv (1) 62,5 ug/mL
C ,
g oLiligas TRIRNY |
Q N r§’

Tempo de Incubagao (Dias)

Os valores sédo expressos como média + EPM de valores obtidos a partir de ensaios conduzidos em
triplicata. As diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas se p <0,05
e foram analisadas com One-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls. Médias que nao

compartilham a mesma letra apresentam diferencas estatisticas.

Fonte: Autoria prépria.

Entre 10 e 30 dias de incubacéao, a adicdao de EHE-Cv (1) nas incubagbes de
BSA + Gli garantiu as seguintes porcentagens de inibigdo na formagédo de AGEs
fluorescentes, em comparagao aos valores de AGEs encontrados na condicdo BSA +
Gli:

e BSA + Gli + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL - dia 10 = 41% / dia 20 = 32% / dia 30 = 30%;
e BSA + Gli + EHE-Cv (1) 125 pyg/mL - dia 10 = 57% / dia 20 = 59% / dia 30 = 42%;
e BSA + Gli + EHE-Cv (1) 250 pyg/mL - dia 10 = 74% / dia 20 = 74% / dia 30 = 70%.

O efeito anti-AGE demonstrado por EHE-Cv (1) pode ser explicado por sua
composicao quimica constituida de metabdlitos que podem ter sido extraidos das
folhas de Cissus verticillata. Dentre esses metabdlitos, destacam-se os flavonoides
rutina, quercetina e kaempferol, bem como certas moléculas derivadas deles
(especialmente derivados glicosilados), cuja ocorréncia em partes aéreas de Cissus
verticillata é descrita na literatura (DIAS et al., 2017; SALAZAR et al., 2019; XU et al.,
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2009). Além disso, um estudo demonstrou que estes flavonoides (na concentragao de
100 uM), ao serem incubados sob condigdes estéreis com 50 mg/mL de BSA na
presencga de 0,5 M de glicose, em tampé&o fosfato (1,5 M, pH 7,4), a 37°C por 7 dias,
garantiram porcentagens de inibicdo na geracdo de AGEs fluorescentes iguais a,
respectivamente, 86%, 79% e 69% (WU e YEN, 2005). Resultados similares foram
obtidos por Dias et al. (2021), onde, em condigbes experimentais praticamente
idénticas aquelas descritas no item 3.4 do presente estudo, constatou-se que a
presenga de 100 uyM de rutina inibiu a geracdo de AGEs fluorescentes em 80%,

enquanto que 100 uM de quercetina garantiu uma inibicdo de 45%.

Ademais, vale a pena ressaltar que, em estudos recentes com modelos in vivo,
tem sido demonstrado que diferentes flavonoides, além de prevenirem o acumulo de
AGEs em diferentes tecidos, também estdo associados a promogdo de uma menor
expressao de RAGE, o que se reflete em uma atenuacédo das consequéncias do
estresse glico-oxidativo (ZHOU et al., 2020).

O resveratrol € um polifenol encontrado em partes aéreas de Cissus verticillata
(LUCENA et al., 2010; SILVA et al., 2007). O mesmo desempenha uma expressiva
capacidade de inibir a geragdo de AGEs, conforme apontado por Shen e
colaboradores (2017), que conduziram dois sistemas-modelo de glicagao proteica in
vitro, o primeiro envolvendo BSA (60 mg/mL) incubada com frutose (1,5 M) em tampéao
fosfato (0,2 M, pH 7,4) a 50°C por 24 horas, e o segundo usou-se BSA (60 mg/mL)
incubada com metilglioxal (60 mM) em tampao fosfato (0,2 M, pH 7,4) a 37°C por 2
horas. Em ambos os sistemas-modelo de glicag&o proteica in vitro, a presencga de 300
pMg/mL de resveratrol assegurou porcentagens de inibicdo na geracdo de AGEs
fluorescentes equivalentes a, aproximadamente, 58% e 86%, na devida ordem. Logo,
a eventual presenca desse metabdlito secundario também pode explicar efeito anti-
AGE apresentado por EHE-Cv (1).

A glicacao proteica favorece a promogao de danos oxidativos, onde a oxidagao
dos residuos de aminoacidos em proteinas que ocorre naturalmente em condigcbes
fisiologicas torna-se mais acelerada em individuos diabéticos (MEEPROM et al.,
2013). O monitoramento das intensidades de fluorescéncia de ditirosina, N'-

formilquinurenina e quinurenina foi utilizado como meio de avaliacdo das alteracbes
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oxidativas dos residuos de aminoacidos de tirosina e triptofano, respectivamente, na

molécula de BSA incubada com glicose (Figura 15).

Durante os 30 dias de avaliagao, a formacgao desses marcadores da oxidacao de
residuos de aminoacidos exibiu um perfil praticamente idéntico aquele apresentado
pelos AGEs fluorescentes, ou seja, a partir do dia 10, a presenga de glicose induziu
um aumento na fluorescéncia desses marcadores, o qual foi reduzido nas condigdes
BSA + Gli + AG, BSA + Gli + EHE-Cv 1 62,5 ug/mL, BSA + Gli + EHE-Cv 1 125 ug/mL
e BSA + Gli + EHE-Cv 1 250 ug/mL (Figura 15).

Figura 15. Efeitos das diferentes concentragdes de EHE-Cv (1) na formacao de
ditirosina (A), N’-formilquinurenina (B) e quinurenina (C) em condi¢des de incubagéo
de BSA na presenca de glicose.
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Os valores sédo expressos como média + EPM de valores obtidos a partir de ensaios conduzidos em
triplicata. As diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas se p <0,05
e foram analisadas com One-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls. Médias que nao

compartilham a mesma letra apresentam diferencas estatisticas.

Fonte: Autoria propria.
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Corroborando os achados referentes a formacgao de marcadores de oxidagao de
residuos de aminoacidos, a quantificacdo de proteinas carboniladas (PCO) das
amostras apds 30 dias de incubacgdes indicou que tanto a AG quanto o extrato EHE-
Cv (1) nas trés concentragcbes estudadas foram capazes de diminuir os danos
oxidativos proporcionados pelas elevadas concentragbes de glicose no sistema-
modelo de glicagdo proteica in vitro contendo BSA + glicose, os quais se refletem
diretamente nos niveis de PCO (Figura 16) (CHAUDHURI et al., 2018; LEVINE et al.,
1994). Nota-se que EHE-Cv (1), nas concentragdes de 125 e 250 ug/mL, impediu a
formacgao de grupos carbonilas na estrutura da BSA de modo mais expressivo do que
a AG (Figura 16).

Figura 16. Efeitos das diferentes concentragdes de EHE-Cv (1) nos niveis de

proteinas carboniladas em sistema-modelo in vitro de glicagao proteica.
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Os valores sdo expressos como média + EPM de valores obtidos a partir de ensaios conduzidos em
triplicata. As diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas se p
<0,05 e foram analisadas com One-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls. Médias que

nao compartilham a mesma letra apresentam diferencas estatisticas.

Fonte: Autoria propria.

Além do desenvolvimento de danos glico-oxidativos, outra consequéncia dos
eventos de glicacdo proteica € a formacédo de ligagbes cruzadas em proteinas,
intracadeia polipeptidica ou entre diferentes proteinas (cross-link proteico), as quais

costumam envolver em especial os residuos dos aminoacidos arginina e lisina (HSIA,



60

et al., 2016; VISTOLI et al., 2013). Dessa forma, o cross-link proteico foi avaliado com

amostras de incubagdes contendo BSA, apés 30 dias.

Visualizou-se uma banda proteica de maior peso molecular em relacao a banda
de BSA, a qual poderia ser descrita como uma “sombra” ou um “espalhamento”, em
todas as condigdes que continham glicose (Figura 17). Essa “sombra” corresponde ao
cross-link proteico, um fendmeno frequentemente associado a estagios tardios da
glicagao de proteinas, onde AGEs interagem com residuos de aminoacidos das
proteinas (destaque para arginina e lisina), de modo a promover a formagédo de
ligacdes covalentes cruzadas intra- e inter-proteicas, que modificam as estruturas das
proteinas afetadas, as quais tendem a adquirir um maior peso molecular e, por isso,
migrar mais lentamente em uma separagéao eletroforética em relagao a proteina nao
glicada (FRANCO, 2018; NEMET, STRAUCH e MONNIER, 2011).

O cross-link proteico aparentou ser menos intenso nas linhas 4 e 6, equivalentes
as incubacdes BSA + Gli + AG e BSA + Gli + EHE-Cv (1) 250 pg/mL, respectivamente
(Figura 17). Com analise densitométrica verificou-se que as bandas de cross-link
referentes a BSA + Gli + AG e BSA + Gli + EHE-Cv (1) 250 pg/mL apresentaram, na
devida ordem, diminui¢cdes de 5% e 7% nas suas intensidades, em comparagao a

intensidade da banda de cross-link formada na condicdo BSA + Gli (Tabela 04).
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Figura 17. Efeitos das diferentes concentragdes de EHE-Cv (1) na formacao de
cross-link proteico em sistema-modelo in vitro de glicag&o proteica.
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(6) BSA + Gli + EHE-Cv (1) 250 ug/mL; (7) BSA + EHE-Cv (1) 125 pg/mL; (8) BSA + Gli + EHE-Cv
(1) 125 pg/mL; (9) BSA + EHE-Cv (1) 62,5 ug/mL; (10) BSA + Gli + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 04. Analise densitométrica das bandas referentes ao cross-link proteico

nas amostras apos 30 dias de incubacao.

Condicaol/linha correspondente no gel Intensidade da tonalidade de cinza

BSA + Gli 31218,024 (100,00%)

BSA + Gli + AG 29586,368 (94,77%)

BSA + Gli + EHE-Cv (1) 250 pg/mL 28980,125 (92,83%)
BSA + Gli + EHE-Cv (1) 125 pg/mL 30945,974 (99,13%)
BSA + Gli + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL 30979,146 (99,23%)

A condi¢cado BSA + Gli foi considerada como 100%.

Fonte: Autoria prépria.

A discreta inibicdo na formacéo de cross-link proteico assegurada por EHE-Cv
(1) 250 pg/mL (Figura 17; Tabela 04) tende a ser justificada pela provavel maior
proporcdo de flavonoides presentes na composi¢cdao da amostra, uma hipotese

presumida com base nos achados de Urios e colaboradores (2007), onde, ao serem
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incubados com incubados com 9 mg/mL de colageno e 250 mM de glicose, em tampao
fosfato (200 mM, pH 7,4), a 37°C por 28 dias, 25 uyM de quercetina e rutina
promoveram em torno de, respectivamente, 63% e 48% de redugédo na geragao de
pentosidina (exemplo de AGE responsavel pela formagao de ligagbes cruzadas entre

as cadeias peptidicas de colagenos e outras proteinas).

Reforcando a ideia da capacidade que a quercetina e a rutina possuem em inibir
0 cross-link proteico, no estudo de Dias et al. (2021) identificou-se que, ao serem
submetidas a uma eletroforese em gel tipo SDS-PAGE (10%), amostras de BSA (10
mg/mL) incubada na presencga de glicose (0,5 M) e 100 uyg/mL de quercetina ou rutina
em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4), a 37°C por 30 dias apresentaram a formagao de
cross-link proteico com intensidades inferiores aquelas exibidas por parte das
amostras de BSA incubada com glicose na auséncia desses flavonoides. O cross-link
proteico formado na condigdo BSA + Gli + 100 uyg/mL de rutina foi visualmente mais
fraco do que o cross-link gerado na condicao BSA + Gli + 100 pg/mL de quercetina
(DIAS et al., 2021).

Ademais, um raciocinio similar pode ser empregado com o resveratrol, que,
mediante o desenvolvimento de uma eletroforese em gel tipo SDS-PAGE (10%) com
amostras de uma incubacédo envolvendo BSA (60 mg/mL) na presenca de frutose (1,5
M) e diferentes concentragdes do respectivo polifenol (5, 10, 15, 20 e 30 mg/mL) em
tampao fosfato (0,2 M, pH 7,4), a 50°C por 24 horas, o resveratrol demonstrou ser
capaz de inibir a formacao de cross-link proteico em todas as condi¢gdes estudadas
(SHEN, XU e SHENG, 2017).

Dessa forma, levando em consideragao todos os resultados encontrados,
constata-se que o extrato bruto hidroetandlico de folhas de Cissus verticillata (1)
apresentou expressivos potenciais antioxidante e antiglicagao in vitro, os quais estéo
relacionados a composicdo quimica da preparagao, provavelmente dotada de
flavonoides e/ou compostos fendlicos, informagcbes que agregam as pesquisas

referentes as capacidades terapéuticas que a respectiva planta possui contra o DM.
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5. Conclusao

As condicdes de cultivo da Cissus verticillata impactam diretamente na sintese
de metabdlitos secundarios que foram extraidos de suas folhas. Dentre esses
metabdlitos, n&o foi possivel confirmar a presencga de tiramina. Variagdes no conteudo
de metabdlitos secundarios extraidos implicaram em diferentes perfis de atividade
antioxidante in vitro por parte das preparagdes obtidas. EHE-Cv (1) apresentou uma
maior atividade antioxidante in vitro quando comparado a EHE-Cv (2), possivelmente
devido a maior quantidade de flavonoides em sua composicao.

Tendo em vista as fracas respostas exibidas por EHE-Cv (2) e pela tiramina no
ambito de captura de EROs, tais amostras foram consideradas como pouco
promissoras e inaptas a desenvolverem expressivos potenciais antiglicagdo. Dessa
forma, decidiu-se prosseguir com a analise do potencial antiglicagéo in vitro apenas
de EHE-Cv (1).

Através do estudo envolvendo o sistema modelo de glicagdo proteica in vitro,
constatou-se que EHE-Cv (1) apresentou um significativo potencial antiglicagdo, o
qual seguiu um perfil dependente de concentracdo e pode ser atrelado a certos
flavonoides e/ou compostos fendlicos extraidos das folhas de Cissus verticillata. Tal
achado avancga nas evidéncias acerca das propriedades antidiabéticas dessa espécie
vegetal, indicando uma possivel eficacia de preparagdes da planta no combate aos

eventos deletérios associados ao estresse glico-oxidativo.
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Anexos

Anexo 01. Comprovante de cadastro da Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis
no SisGen.

Ministério do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? A109280

A atividade de acesso ao Patrimonio Genético/CTA, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A109280
Usuario: Amanda Martins Baviera
CPF/CNPJ: 289.299.208-70
Objeto do Acesso: Patrimonio Genético/CTA
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Cissus verticillata
Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis
Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: Investigar o potencial antidiabético, antioxidante e antiglicagdo de
preparagdes de folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis com
o uso de sistemas-modelo in vivo e in vitro

Equipe

Amanda Martins Baviera UNESP
Felipe Nunes Cardoso UNESP
Data do Cadastro: 15/06/2022 09:51:10
Situacdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 9:51 de 15/06/2022.

\NYAY/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
AN/AN

ASSOCIADO - SISGEN

Fonte: Autoria propria.
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Anexo 02. Evolucao temporal de espectros de absorbancia dos grupos controles envolvidos na condugao do sistema-modelo in vitro
de glicagao proteica.
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Anexo 03. Evolugao temporal de espectros de absorbancia dos grupos contendo EHE-Cv (1) 250 pg/mL envolvidos na condugao
do sistema-modelo in vitro de glicagao proteica.
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Anexo 04. Evolugéo temporal de espectros de absorbancia dos grupos contendo EHE-Cv (1) 125 ug/mL envolvidos na condugao
do sistema-modelo in vitro de glicagao proteica.
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Anexo 05. Evolugao temporal de espectros de absorbancia dos grupos contendo EHE-Cv (1) 62,5 ug/mL envolvidos na condugao
do sistema-modelo in vitro de glicagao proteica.

Dia 0 Dia 10

Absorbancia (A)
Absorbancia (A)

— .
380 400 420 440 460 480 500 300 320 340 360 380 400 420 440 460 430 500
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
Dia 20 Dia 30

Absorbancia (A)
Absorbancia (A)

! —~— |
- i = i—ﬁ:ﬁar{?::%
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

440 460 480 500

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

——BSA —=—BSA +Gli BSA + Gli+AG

EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL —=—Gli+ EHE-Cv (1) 62,5 pg/imL —=—BSA + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL
——BSA + Gli + EHE-Cv (1) 62,5 pg/mL

Fonte: Autoria prépria.



80

Anexo 06. Evolucao temporal de espectros de emissao dos grupos controles envolvidos na condug¢ao do sistema-modelo in vitro de

glicagao proteica.
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Anexo 07. Evolugéo temporal de espectros de emissao dos grupos contendo EHE-Cv (1) 250 ug/mL envolvidos na condugao do

sistema-modelo in vitro de glicag&o proteica.
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Anexo 08. Evolugéo temporal de espectros de emissao dos grupos contendo EHE-Cv (1) 125 ug/mL envolvidos na condugao do

sistema-modelo in vitro de glicag&o proteica.
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Fonte: Autoria prépria.
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Anexo 09. Evolugao temporal de espectros de emissao dos grupos contendo EHE-Cv (1) 62,5 ug/mL envolvidos na condugao do

sistema-modelo in vitro de glicag&o proteica.
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