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RESUMO

Os produtos de glicagdo avancada (AGE) englobam uma série de compostos, bastante
diferentes entre si, cuja atividade estd relacionada a capacidade destes de modificar as
propriedades quimicas e funcionais das mais diversas estruturas biologicas. Diversos
estudos, inclusive que utilizaram animais, apontam que a restricdo de AGE na dieta
pode exercer diversos efeitos protetores. Além disso, o uso de determinadas plantas
medicinais parece oferecer beneficios adicionais, especialmente, para individuos que
sofrem com transtornos associados ao acumulo exagerado de AGE. Acredita-se que
plantas que combiam propriedades antiglicantes e antioxidantes, exercem -efeitos
positivos sobre a inibicdo da glicagdo. Este fato tem atraido o interesse da comunidade
cientifica, visto que pode oferecer importante potencial terapéutico. Embora nenhum
componente seja ainda especificamente indicado como redutor de AGEs no contexto do
corpo humano, em estudos in vitro algumas substancias demonstraram efeitos anti-AGE
importantes e merecem investigacoes adicionais, tais como piridoxamina, alilcisteina
(componente do extrato de alho), compostos fendlicos, vitaminas C e E, tiamina, taurina
e carnosina, reconhecidos por suas propriedades antioxidantes. Por esta razao o objetivo
da presente proposta foi determinar a atividade antiglicante de extratos de plantas
nativas da flora brasileleira, que tenham reconhecida atividade antioxidante. Todos os
extratos estudados fazem parte do banco de extratos vegetais pertencentes ao
Laboratorio de Pesquisas em Recursos Naturais (LPqRN), do Instituto de Quimica e
Biotecnologia —UFAL. Para tanto, a presente tese foi dividida em trés partes, que
geraram trés artigos. O primeiro deles entitulado “Atividade antioxidante de extratos de
plantas nativas da flora brasileira pelos métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC”, teve
como objetivo investigar a capacidade antioxidante de diferentes extratos de plantas, por
diferentes ensaios in vitro (ABTS, DPPH, FRAP, ORAC), e determinar se existe
correlagdo entre os métodos testados. Nesta proposta, foram estudadas 49 amostras
vegetais, pelos ensaios de capacidade antioxidante, DPPH; ABTS; FRAP ¢ ORAC.
Adicionalmente foram realizados testes para verificar se existia correlacdo entre os
métodos. Os resultados foram uma triagem para dar sequéncia as pesquisas,
especificamente, da atividade antiglicante, que se acredita haver relagdo com a atividade
antioxidante. Assim o segundo artigo entitulado “Atividade antiglicante in vitro de
extratos de plantas nativas da flora brasileira”, teve como objetivo determinar a
atividade antiglicante de extratos de plantas nativas da flora barasileira, com
reconhecida atividade antioxidante e a possibilidade de correlacdo entre os testes,
antiglicante e antioxidantes. Para isto 18 extratos, que haviam sido classificados como
importantes fontes de componentes antioxidantes, foram testados para atividade
antiglicante. A partir do extrato mais promissor, Auxemma oncocalyx Taub. (entrecasca)
para a atividade, foi testada uma quinona isolada do mesmo, a Oncocalixona A. Esta
demonstrou ser um importante agente antiglicante, o que resultou no terceiro artigo,
“Oncocalyxone A functions as an anti-glycation agent in vitro”, este que foi submetido
a revista FOOD CHEMISTRY, ISSN: 0308-8146, Fator de impacto 3.259, no dia
02.12.14, na forma de Short communication. A presente tese se reveste de particular
importancia, uma vez que investigagoes desta natureza favorecem o desenvolvimento de
pesquisas que investiguem potenciais produtos terapéuticos, e que por sua vez, possam
ser uteis no tratamento de doencgas associadas ao acimulo exagerado de AGE.



ABSTRACT

Advanced glycation end products the (AGE) comprise a series of compounds, quite
different, whose activity is related to their ability to modify the chemical and functional
properties of diverse biological structures. Several studies, including that used animals,
indicate that AGE restriction in the diet can have many protective effects. Furthermore,
the use of certain medicinal plants appears to offer additional benefits, especially to
individuals suffering from disorders associated with excessive accumulation of AGE. It
is believed that plants combiam antiglicantes and antioxidant properties, have positive
effects on the inhibition of glycation. This fact has attracted the interest of the scientific
community, as it can provide important therapeutic potential. Although any further
component is particularly suitable as reducing AGEs in the context of the human body,
some substances in vitro studies demonstrated the anti-AGE effects important and worth
further investigation such as pyridoxamine, alilcisteina (garlic extract component),
phenolics, vitamins C and E, thiamin, taurine and carnosine, recognized for its
antioxidant properties. Therefore the aim of this proposal was to determine the
antiglicante activity of extracts of plants native to the brasileleira flora of recognized
antioxidant activity. All the studied extracts are part of the bank of plant extracts
belonging to the Laboratory for Research on Natural Resources (LPqRN), the Institute
of Chemistry and Biotechnology -UFAL. Therefore, this thesis was divided into three
parts, which generated three articles. The first titled "Antioxidant activity of native plant
extracts of flora by ABTS methods, DPPH, FRAP and ORAC", aimed to investigate the
antioxidant capacity of different plant extracts, by different in vitro assays (ABTS,
DPPH, FRAP , ORAC), and determine whether there is correlation between the tested
methods. In this proposal, 49 plant samples were studied, the tests of antioxidant
capacity, DPPH; ABTS; FRAP and ORAC. Further tests were conducted to see if there
was a correlation between the methods. The results were screened for to follow up the
research, specifically, the antiglicante activity, believed to be related to the antioxidant
activity. So the second article entitled "antiglicante in vitro activity of native plant
extracts of flora", aimed to determine the antiglicante activity of native plant extracts of
barasileira flora, with recognized antioxidant activity and the possibility of correlation
between tests, antiglicante and antioxidants. For this 18 extracts, which had been
classified as important sources of antioxidant compounds were tested for activity
antiglicante. From the most promising extract, Auxemma oncocalyx Taub. (Bark) for
activity, an isolated quinone thereof was tested in Oncocalixona A. This may be an
important antiglicante agent, which resulted in the third section, "Oncocalyxone The
functions of an anti-glycation agent in vitro", that this was submitted to the journal
FOOD CHEMISTRY, ISSN: 0308-8146, Impact factor 3.259, on 02/12/14, in the form
of Short communication. The particular this thesis is of importance, since investigations
of this nature favors the development of research investigating potential therapeutic
products, and that in turn may be useful in treating diseases associated with excessive
accumulation of AGE
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1 INTRODUCAO GERAL




14

Acucares redutores, seus produtos de oxidacdo ou lipidios oxidados podem reagir nao
enzimaticamente com grupos amina de proteinas e formar os produtos de Amadori, que
representam a glicagdo inicial da reagdo de Maillard. Quando submetidos a reagcdes complexas
como a reorganizagdo, desidratacdo e condensacdo, os produtos de Amadori, formam derivados
fluorescentes irreversiveis, chamados Produtos de Glicagdo Avangada (AGE) (YAMAGISHI et
al., 2010).

Os AGE sao um grupo heterogéneo de compostos, cuja atividade esta relacionada a
capacidade destes de modificar as propriedades quimicas e funcionais das mais diversas
estruturas biologicas, por meio da geracdo de radicais livres, da formagdo de ligagdes cruzadas
com proteinas ou ainda, de interagcdes com receptores celulares, promovendo, respectivamente,
estresse oxidativo, alteragdes morfofuncionais e aumento da expressio de mediadores
inflamatorios (JAKUS e RIETBROCK, 2004).

A contribuigdo dos AGE para o desenvolvimento e a progressdao de algumas situacdes
clinicas, que estdao associadas ao acumulo de AGE, encontra-se bem evidenciada na literatura, a
mais estudada delas ¢ o diabetes. A dieta ¢ considerada a principal fonte exdgena de AGE e,
embora o real impacto dos AGE dietéticos sobre a saide humana esteja ainda pouco esclarecido,
ha evidéncias de que esses se somam ao pool de AGE enddgenos, favorecendo o surgimento e a
progressao das diversas complicagdes do diabetes (URIBARRI et al., 2010).

Um aspecto que tem atraido o interesse dos pesquisadores ¢ a presenca de compostos que
combinam propriedades de antiglicacdo e antioxidantes nos alimentos e bebidas, os quais podem
oferecer potencial terapéutico para os portadores de diabetes ou de outras doengas associadas ao
acimulo degenerativo de AGE (BEAULIEU et al, 2010). Embora nenhum alimento ou
componente alimentar seja ainda especificamente indicado como um redutor de AGE in vivo,
algumas substancias demonstraram efeitos anti-AGE importantes e merecem investigagoes

adicionais, tais como piridoxamina, alilcisteina (componente do extrato de alho), compostos
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fenolicos, vitaminas C ¢ E, tiamina, taurina e carnosina (AHMAD ¢ AHMED, 2006; BABAEI-
JADIDI et al, 2003; BOUSOVA et al, 2005; HOBART et al, 2004; LUNCEFORD e
GUGLIUCCI, 2005; McCARTY, 2005; MUSTATA et al., 2005; REDDY e BEYAZ, 20006).

Nakagawa et al. (2002), ao estudarem o extrato ¢ taninos de cha verde, demonstraram que
além das ja reconhecidas propriedades antioxidantes, o chd tem atividade antiglicante
importante. Acredita-se que estas propriedades devem-se ao componente tanino do chd, o mais
potente inibidor da formacao de AGE, quando comparado ao extrato. Adicionalmente, Ahmad e
Ahmed (2006), tém demonstrado os beneficios do uso de plantas medicinais, que combinam
propriedades antiglicantes e antioxidantes, em pacientes diabéticos.

Estudos em animais sugerem que a restricdo de AGE na dieta pode exercer diversos
efeitos protetores, como preservacdo da estrutura morfologica das ilhotas de Langerhans e
melhora da sensibilidade a insulina, aumento da concentracdo sérica das lipoprotéinas de alta
densidade (HDL colesterol), melhora da cicatrizagdo de feridas no diabetes e prevencao da
aterosclerose, da restenose apods angioplastia ¢ do desenvolvimento do diabetes tipo 1
(HOFMANN et al., 2002; LIN et al., 2002; PEPPA et al. 2003).

A crescente identificacdo da associacao de diversas doencas ao acumulo de AGE, tem
estimulado pesquisas nas mais diversas areas, afim de que haja melhora na detec¢do, na
prevengdo e no tratamento das complicagdes patologicas, que constituem preocupagao crescente
para as autoridades de saide em todo o mundo. Nesse quadro, investigacdes adicionais das
propriedades de antiglicagdo e antioxida¢do, combinadas, de compostos presentes em plantas
podem oferecer novas perspectivas para o tratamento dessas doengas, e que possam assim, ajudar
a reduzir seus gigantescos prejuizos socioecondmicos.

A presente proposta esta divida em trés artigos, o primeiro deles intitulado “Atividade
antioxidante de extratos de plantas nativas da flora brasileira pelos métodos ABTS, DPPH,

FRAP e ORAC”, teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante de extratos de plantas
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nativas da flora brasileira por diferentes ensaios in vitro' e determinar se existia correlagio entre
os métodos testados.

Os extratos testados para atividade antioxidante e que demonstraram melhor desempenho,
por uma ou mais das técnicas citadas no paragrafo anterior, foram testados para a atividade
antiglicante. Dezoito extratos foram estudados e os resultados geraram o artigo “Atividade
antiglicante in vitro de extratos de plantas nativass da flora brasileira”.

A terceira parte desta tese, entitulada “Oncocalixona A exerce efeito de antiglicacdo in
vitro”, refere-se ao estudo de um composto isolado da planta nativa da flora brasileira, Auxemma
oncocalyx Taub., cujo extrato bruto da entrecasca, demonstrou ser eficiente em inibir a glicagao,
levantando a necessidade de reconhecer a possivel atividade antiglicante também desta quinona
que foi isolado.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antiglicante de extratos de

plantas nativas da flora brasileira, que tenham reconhecida atividade antioxidante.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Determinar atividade antiglicante de extratos de plantas nativas da flora brasileleira, que

tenham reconhecida atividade antioxidante.

2.2 Objetivo especificos

- Determinar a atividade antioxidante de extratos de plantas nativas da flora brasileira, por
diferentes métodos;

- Determinar a atividade antiglicante de extratos de plantas nativas da flora brasileira;

- Determinar se existia correlagdo entre os métodos antiglicante e antioxidantes, para os extratos
testados;

- Determinar atividade antiglicante do composto Oncocalixona A, isolado do extrato da planta

Auxemma oncocalyx Taub.
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3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 Formaciao de Produtos de glicacio avancada (AGE)

A formagdo de Produtos de glicagdo avangada (AGE) e de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio guardam entre si intima relacdo. A reacdo de Maillard, cujos produtos sdo
provenientes de uma série de reacdes complexas entre grupos amina de proteinas e grupos
carbonila de carboidratos, em estagios finais, forma os AGE e pode ocorrer nos alimentos e
endogenamente. O processo de formacao dos AGE, a semelhanga da formacao de radicais livres
consiste em trés fases: iniciacdo, propagacdo e estagio avangado e acredita-se que a via de
formacdo de AGE nos alimentos € no corpo humano seja semelhante (Figura 1). O tempo
reacional esta diretamente relacionado ao composto formado, que pode variar de horas a meses

(BONNEFONT-ROUSSELOT, 2002).

Figura 1. Glicacao de proteinas e a consequente formagdo de Produtos de Glicagdo Avangada

(AGE)

Os passos iniciais consistem em reagdes de adigao nucleofilica de grupos carbonila de
acucar redutor, a um grupo amino de peptideos, aminoacidos ou proteinas, resultando em uma
base de Schiff que apos sucessivos rearranjos formara o produto de Amadori, mais estavel que o
anterior e relativamente irreversivel. Em sistemas bioldgicos, as fontes mais importantes de
grupos amina sdo o grupo amina primario de aminodacidos livres, o grupo amina N-terminal de
peptideos e proteinas e o grupo e-amina de residuos de lisina e arginina. A principal fonte de
compostos carbonilicos sdo aglicares redutores como glicose, frutose, galactose, ribose e seus

derivados (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2002; ELOSTA, GHOUS, AHMED, 2012)
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A base de Schiff ¢ altamente propensa a oxidacao e geragdo de radicais livres, o que leva
a formagdo de intermedidrios carbonila reativos. Até este ponto as reagdes sao todas reversiveis e
o equilibrio ¢ altamente dependente da concentragdo dos substratos e tempo de incubagdo; por
exemplo a base de Schiff é formada algumas horas apds o inicio da reagdo, enquanto que o
produto de Amadori ¢ formado somente apds alguns dias (ELOSTA, GHOUS, AHMED, 2012).

Os intermediarios carbonil reativos sofrem diversas reagdes gerando, entdo,
intermedidrios dicarbonilicos que sdo mais reativos que os agucares, 0s quais participaram da sua
origem, e, reagem com grupos amina de proteinas passando por uma ampla faixa de reacdes
como desidratacdo, condensacao, fragmentacdo, oxidagdo e ciclisagdo para formar os AGE, um
grupo bastante heterogéneo de compostos (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2002; ELOSTA,
GHOUS, AHMED, 2012). Outro caminho para a formag¢ao de intermediarios dicarbonilicos ¢ a
autooxidagdo da glicose que formara peroxido de hidrogénio e cetodcidos na presenca de ions
metalicos de transicdo e subsequentemente aceleram a formagao de AGE, este ¢ conhecido como
caminho Wolff (WOLFF e DEAN, 1987).

A fase de propagacao, por sua vez, ¢ entendida como a reagdo dos produtos de amadori
com aminoacidos para formar os produtos N3-(carboximetil)lisina (CML) ou ainda regenerar
aminas através da catalise mediada por ions metalicos e oxidag¢ao induzida por oxigénio, em que
o grupo glicosil ¢ desidratado para formar deoxiglicosona (WU et al., 2011).

Durante a fase avangada ou fase final da reacdo de Maillard, a deoxiglicosana, que ¢
altamente reativa, reage com residuos de lisina para produzir pirralina ou reage com residuos de
lisina e arginina para gerar pentosidina e outros produtos como N3-(carboxietil)lisina (CEL), 2-
(2-furoil)-4(5)-(2-furanil)- limidazol (FFI), dimero glioxal-lisina (GOLD) e dimero metilglioxal-
lisina (MOLD) (Figura 2). Em consequéncia a esse efeito, as proteinas envolvidas, que sdo
desnaturadas, sofrem danos irreversiveis. A desnaturagdo ocorre uma vez que ligagdes cruzadas
heterociclicas intramoleculares ou intermoleculares e a fragmentagdo das moléculas de proteinas

sdo induzidas (WU et al., 2011).
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AGE s3o um grupo de moléculas originalmente caracterizadas por sua cor amarelo
amarronzada fluorescente e sua habilidade de formar ligagdes cruzadas entre grupos amina. A
extensdo da glicagdo proteica in vivo depende da reatividade dos grupos amino, da meia vida das
proteinas e do grau e duracdo da hiperglicemia (AHMED, 2005). Embora os AGE nao sejam
totalmente entendidos, muitas estruturas de AGE tem sido identificadas in vitro e algumas in
vivo (ELOSTA, GHOUS, AHMED, 2012).

De acordo com a estrutura quimica, os AGE podem ser distinguidos segundo as suas
propriedades fluorescentes e ligagdes cruzadas em (A) AGE fluorescentes com ligagdes
cruzadas, como a pentosidina e vesperilina (B) AGE ndo fluorescentes com ligagdes cruzadas
como glicosepano e dimero metilglioxal-lisina (MOLD), dimero glioxal-lisina (GOLD), 1 —
alquil — 2 — formil — 3,4 — diglicosil pirrolinas (AFGPs) e arginina-lisina imidazol (ALI), (C)
AGE fluorescentes sem ligagdes cruzadas, argipirimidina e (D) ndo fluorescentes e sem ligagdes
cruzadas, carboximetilisina (CML), carboxietillisina (CEL), pirralina e imidaz6is, conforme
Figura 2 (ELOSTA, GHOUS, AHMED, 2012; NAKAMURA, NAKAZAWA ¢ IENEGA, 1997;
ULRICH e CERAMI, 2001; OBAYASHI et al., 1996; DYER et al., 1991; CHELLAN e
NAGARAJ, 1988; AL-ABED e BUCALA, 2000; SHIPANOVA, GLOMB ¢ NAGARAJ, 1997,
AHMED, THORPE e BAYNES, 1986; AHMED et al., 1986; AHMED et al., 1997; HAYASE et
al., 1989; PAUL et al., 1998).

Do ponto de vista bioldégico, a formacdo de AGE tem um importante papel,
principalmente na progressdao de doencas como o diabetes mellitus. Foram encontradas grandes
quantidade de AGE nos vasos da retina de ratos diabéticos e nos glomérulos renais de pacientes
diabéticos (HORIE et al.,1997; STITT, BUCALA e VLASSARA, 1997; STITT et al., 1997). Os
AGE, no meio intracelular, podem surgir da autoxidacdo de glicose a glioxal, da decomposi¢do
de produtos de Amadori a 3-deoxiglicosana, da fragmentac¢ao de gliceraldeido-3-fosfato e dihi-

droxiacetona fosfato a metilglioxal (WELLS-KNECHT et al., 1995).



Figura 2. Estruturas quimicas de AGE.

Ligagdo cruzada
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As espécies carbonil reativas como glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosana reagem com
grupos amino de proteinas extracelulares e intracelulares para formar AGE, as duas primeiras
sdo detoxificadas através de sistema glioxalase e todas sdo precursoras para outras redutases
(THORNALLEY, 1990; SUZUKI et al., 1998).

A importancia potencial dos AGE na génese das complicag¢des diabéticas foi indicada em
estudos que observaram que, em modelos animais, a acdo de inibidores de AGE estruturalmente
ndo relacionados, preveniam parcialmente varias manifestagdes estruturais e funcionais da
doenca microvascular da diabetes na retina, rins e nervos (SOULIS-LIPAROTA et al., 1998;
NAKAMURA et al.,, 1997, HAMMES et al., 1991). A prevencdo primaria da retinopatia
diabética com aminoguanidina, um inibidor da formacdo de AGE, foi empregada com sucesso
em ratos (HAMMES et al., 1991; HAMMES et al., 1994) e a nivel de estratégia secundaria, a
aminoguanidina € tdo eficaz quanto o transplante de ilhotas em retardar a progressao da
retinopatia diabética (HAMMES et al., 1995).

Os danos causados pela produgdo intracelular de precursores de AGE podem ser
distinguidos por trés mecanismos diferentes. O primeiro deles ¢ a modificagdo, provocada por
AGE, de proteinas intracelulares, o segundo ¢ a modificacdo de componentes da matriz
extracelular por precursores de AGE que interagem anormalmente com outros componentes da
matriz € com proteinas receptoras que promovem a comunicacao da matriz com o meio extra
celular (integrinas) e o terceiro, as proteinas do plasma sao modificadas por precursores de AGE
ligados a seus receptores de células endoteliais, mesangiais e macréfagos, induzindo, a produgao
mediada por receptor, de espécies reativas de oxigénio. Esta liga¢do a receptores de AGE ativa o
fator nuclear kappa B (NF-KB), causando mudancas na expressao de genes (BROWLEE, 2001).

Em células endoteliais excessivamente expostas a glicose, a formacdo de AGE
intracelular ocorre dentro de algumas semanas. O fator de crescimento basico ¢ uma das

principais proteinas modificadas por AGE das células endoteliais. A super expressdo de
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glioxalase I preveniu completamente tanto a formag¢do de AGE quanto o aumento de endocitose
macromolecular induzida pela hiperglicemia (SHINOHARA et al., 1998).

A formagdo de AGE altera as propriedades funcionais de varias importantes moléculas da
matriz. Colageno do tipo I e tipo IV também sdo afetados pela formacdo de AGE, o primeiro
devido a ligagdes cruzadas intermoleculares com AGE, que induzem a expansio do
empacotamento molecular. A formacdo de AGE no colageno tipo IV a partir da membrana basal
inibe a associacao lateral a estas moléculas dentro de uma estrutura de forma normal,
interferindo na ligacdo de dominios ndo colageno, NCI1, a dominios ricos em hélice (TANAKA
et al., 1988; TSILBARY et al., 1990), além de promover modificacdes nos dominios ligados a
células diminuindo a adesdo de células endoteliais (HAITOGLOU et al., 1992). Essas ligagcdes
cruzadas com AGE induzem alteraces na funcdo de vasos intactos, como por exemplo
diminuem a elasticidade em grandes vasos de ratos diabéticos e aumentam a filtracao de fliidos
através da artéria carotida (HUJIBERTS et al., 1993). A formagcdo de AGE sobre a matriz
extracelular interfere ndo somente nas interagdes matriz-matriz, mas também com interagdes
matriz-célula (BROWLEE, 2001).

Os AGE sao formados a partir de fontes exdgenas, como alimentos e fumo do tabaco,
mas a formacdo enddgena também ¢ comum. Alimentos completos que sdao ricos em
carboidratos, lipideos e proteinas usualmente contém altos niveis de AGE (GOLDBERG et al.,
2004). Em fumantes de tabaco, constatou-se um aumento significativo de AGE no soro desses
individuos em compara¢ao com os ndo fumantes, independente se eram diabéticos (NICHOLL et
al., 1998).

Cerami et al. (1997), observaram que produtos reativos da glicagdo estdo presentes em
extratos aquosos de tabaco, assim como na fumaga e estes podem reagir rapidamente com
proteinas para formar AGE. Em fumantes de cigarro os niveis de glicotoxinas foram bem

maiores que em individuos ndo fumantes, sugerindo que o aumento da exposi¢cdo a glicotoxinas



26

pode contribuir para o aumento da incidéncia de aterosclerose e alta prevaléncia de cancer em
fumantes.

A semelhanga de agticares redutores, as glicotoxinas formadas a partir do fumo, reagem
com proteinas ¢ exibem uma fluorescéncia especifica quando em liga¢des cruzadas com essas
macromoléculas sendo mutagénicas. A fumaga do cigarro contém altas concentragdes de glioxal
e metilglioxal que sdo derivados a partir da decomposicao térmica de sacarideos, por isso sdo
considerados como essenciais precursores de AGE associados ao tabagismo. Além disso, o
processo de cura do tabaco cria glicotoxinas altamente reativas, que entram no sangue € sao
transmitidas através dos pulmdes e aceleram a formacao de AGE (CERAMI et al., 1997).

O acumulo de AGE nos tecidos pode ser resultado tanto da sua producdo acelerada como
da degradagao diminuida deles. Os produtos finais de glicagao avangada podem causar danos aos
tecidos por meio de varios mecanismos, como inibicdo das fung¢des das proteinas especificas,
agregacao de proteinas, producdo de radicais livres, formacao de reticulacao e interagdo com os
receptores celulares especificos, ou ainda os AGE podem iniciar uma variedade de efeitos
bioldgicos mediados por processos independentes de receptores ou por sistemas celulares
dependentes de receptor (VITEK et al., 1994; ULRICH e ZHANG, 1997; BACH et al., 2005;
YAN etal, 1994) .

As modificagdes de proteinas causadas por AGE podem alterar a atividade de algumas
enzimas e ainda diminuir o tempo de meia vida das proteinas (VLASSARA e PALACE, 2002),
porém esses ndo sao os unicos efeitos prejudiciais dos AGE, essas alteracdes podem incluir ainda
defeitos as lipoproteinas do plasma (STITT; BUCALA; VLASSARA, 1997). A maioria dos
efeitos de AGE na matriz extracelular sdo devido a seu acimulo em proteinas de longa duragao,
como o colageno e varios outros tecidos. Apesar das proteinas de longa duracdo serem mais
suscetiveis ao acumulo de AGE, eles também podem se formar em proteinas de meia vida curta

(MEERWALDT et al., 2008; MONIER, KOHN e CERAMI, 1984; TARSIO et al., 1985).
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Dentre os efeitos dependentes de receptor o principal meio através do qual os AGE
podem influenciar acdes celulares ¢ através da ligacao a receptores especificos, como receptores
sequestradores de macrofagos tipo A e B1 (CD36), e os receptores de AGE, como o oligosacaril
transferase-48 (AGE-R1), 80K-H fofosproteina (AGE-R2), galectina-3 (AGE-R3) e o mais
conhecido e caracteristicos dos receptores para AGE (RAGE) (LI et al., 1996; OHGAMI et al.,
2002).

Os RAGE pertencem a uma superfamilia de imunoglobulinas de moléculas de superficie
celular e tém sido observado em macréfagos, células epiteliais, musculo liso, células endoteliais
e células mesangiais (BASTA, 2008). A intera¢dao entre AGE e RAGE promove modificagdes na
expressao de moléculas de adesdo e na expressio de moléculas proinflamatérias e
protromboticas, como a proteina celular de adesdo vascular 1 (VCAM-1) (RAMASAMY et al.,
2005). RAGE tem sido apontado com o mediador da transdu¢do do sinal, através da geragdo de
espécies reativas de oxigénio as quais ativam ambos o NF- kB e p21°* (YAN et al., 1994;
LANDER et al., 1997). Em consequéncia ha o aumento da liberacdo de citocinas tais como o
fator de necrose tumoral o (TNF - a), interleucina - 1 o (IL - 1a) e interleucina - 6 o (IL - 6 a),
aumento da producao de fatores de crescimento como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), o qual leva a angiogénese (SCHIMIDT et al., 2001; BIERHAUS et al.,2005; MA et al.,
2007).

Sabe-se que os radicais livres derivados de glicagdo podem causar oxidacao de proteinas
e a fragmentacdo dos lipidios e &cidos nucleicos (AYALA e CUTLER, 1996). A este respeito, a
glicagdo de lipidos in vitro pode formar AGE através de uma reagdo entre aminofosfolipidos, tais
como residuos de fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina, com glicose e pode subsequentemente
induzir a peroxidagdo lipidica. A ligacdo de AGE ao RAGE também induz a producdo de
espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS), possivelmente pela ativagdo do sistema

nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida - oxidase (NADPH-oxidase) (WAUTIER et
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al., 2001) . Em condicdes fisiologicas essas alteragdes predispdoem os pacientes diabéticos a

desenvolverem consequéncias micro e macrovasculares (ELOSTA, GHOUS, AHMED, 2012).

3.2 A relacio entre formaciao de espécies reativas (oxigénio e nitrogénio) e AGE —

mecanismos sugeridos

O processo de glicagdo ¢ geralmente acompanhado por reagdes de oxidacao, no entanto a
sequéncia das reagdes que envolvem glicagcdo e oxidagdo ¢ ainda pouco esclarecida. O papel das
reacOes de oxidagcdo e ions metdlicos cataliticos na glicacdo ja ¢ parcialmente reconhecido. A
formacao dos produtos de Amadori ¢ independente de oxigénio, enquanto que passos mais
avangados, para a formacao de AGE, envolvem reacdes de oxidagdo (FU et al., 1994). Ainda nao
esta claro se a glicagdo antecede a oxidagdo ou se o inverso ¢ verdadeiro (ELOSTA, GHOUS e
AHMED, 2012)

Os AGE podem ser produtos de varios caminhos reacionais entre eles a autoxidagdo da
glicose, catalisada por ions metélicos de transicdo, nomeada por muitos pesquisadores de
glicacao autoxidativa, termo que caracteriza os produtos formados pela sequéncia de reacdes de
glicacdo e oxidagdo, e, que atualmente tem sido usado para descrever a autoxidagao dos produtos
de Amadori (AHMED, 2005).

O produto da glicoxidagcdo ¢ um radical enediol, que reduz moléculas de oxigénio para
gerar intermedidrios oxidados como anion superoxido (O3"), radical hidroxil (OH"), peroxido de
hidrogénio e cetoaldeidos, simultaneamente, e a repercussao dessas espécies reativas de oxigénio
pode gerar prejuizos importantes, como danos as proteinas, lipideos e 4cidos nucléicos.
Adicionalmente, os cetoaldeidos produzidos por este caminho podem reagir com grupos amino

de proteinas, formando cetoiminas altamente reativas, que em determinadas circunstancias

podem formar AGE (AHMED, 2005).
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Um dos caminhos apontados para a formagdo de AGE envolve a formacao de compostos
dicarbonilicos a partir da fragmentagdo da base de Schiff, antes mesmo da formacao do produto
de Amadori. Essa fragmenta¢do seria acompanhada pela formagdo de radicais livres, e
consequente a formagao de glioxal e metilglioxal (ELOSTA, GHOUS ¢ AHMED, 2012). Uma
vez formados, os compostos dicarbonilicos de proteinas podem contribuir para a formagao de
AGE (AHMED, 2005). As reagdes de glicoxidagdo podem formar AGE, como a
carboximetilisina ou pentosidina, assim como produtos finais da lipoxidacao (MONIER, 2005).

Virias hipoteses se sobrepdem e se entrelagam: A formacao de AGE e a via do poliol
ativadas podem levar ao estresse oxidativo; o estresse oxidativo pode acelerar a formacao de
AGE; o estresse redutor pode levar a ativacao da proteina cinase C; AGE podem induzir estresse
oxidativo e a expressdo do fator de crescimento e assim por diante (BAYNES e THORPE,
1999).

Em nivel celular, daquelas cujo transporte de glicose ndo depende de insulina, como as
células endoteliais, o aumento do fluxo de glicose a piruvato ¢ de NADH dentro da mitocondria
leva a um aumento mitocondrial do vazamento de elétrons e reducdo do oxigénio a anion
superoxido, segundo a teoria unificadora das complicacdes diabéticas (SAKAMOTO E
BROWNLEE, 2003). O anion superoxido ¢ transformado, pela acdo da superdxido dismutase, a
H,0,, o que resultaria em um dano oxidativo da gliceraldeido 3-P desidrogenase e ativagdo de
vias deletérias desta enzima: Formagao de AGE derivada de metilglioxal, ativagdo de proteina
cinase C, ativacdo da via hexosamina levando a o aumento de genes de transcricdo como a
Inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1) e aumento da atividade da aldose redutase, os
quais favorecem a producdo de metilglioxal e subsequente produgdo de AGE (MONIER, 2003).

Alguns AGE sdo produtos de caminhos de glicoxidagao e da lipoxidacdo. A oxidagdo de
acidos graxos poliinsaturados pode levar a formagdo de glioxal e metilglioxal, além das

caracteristicas de produtos de lipoxidacdo avangada (ALE) como o malonaldeido ou 4-
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hidroxinonenal. Glioxal reage com argininas livres para produzir hidroimidazolonas. Por outro
lado, alguns AGE sdo produzidos somente através de glicoxidagdo (MONIER, 2003).

O estresse carbonilico ¢ também uma explicacdo alternativa para o aumento da
modificagdo quimica de proteinas no diabetes, uremia e outras doengas, que pode ser causado
por um aumento generalizado da concentragdo de precursores carbonilicos reativos de AGE,
glicoxidagao e produtos da lipoxidagdo (BAYNES e THORPE, 1999).

O estresse carbonilico pode resultar de um aumento dos substratos do seu estresse e/ou
diminuicdo na eficiéncia de desintoxicagdo de compostos carbonilicos. A distingdo entre o
estresse oxidativo e carbonilico consiste na natureza do composto carbonilico, ou seja, se as
carbonilas sdo derivadas exclusivamente de reagdes oxidativas ou nao. Se as carbonilas sdao
derivadas, no todo ou em parte, de processos ndo oxidativos ¢ apropriado chamar de estresse
carbonilico. Em comparacdo com o termo estresse oxidativo, estresse carbonilico ¢ um termo
mais abrangente que inclui aumento de carbonilas derivadas tanto de reagdes oxidativas quanto
nao oxidativas. Em condi¢des como o diabetes e uremia, hd aumento nao s6 da glicoxidagao,
lipoxidagcdo, mas também de produtos gerados a partir de interacdes proteinas-compostos
dicarbonilicos, formadas por mecanismos nao oxidativos (BAYNES e THORPE, 1999).

Em estudos anteriores percebeu-se que ambos, AGE derivados de reacdes oxidativas
(CML e pentosidina) e nao oxidativas (3- DG, MGO e derivados), estdao elevados em quadros de
diabetes e uremia (NIWA et al., 1995; YAMADA et al., 1994; HAMADA et al., 1997; NIWA et
al., 1997; NIWA et al, 1996). O aumento simultaneo em nivel tecidual, de mecanismos
oxidativos e nao oxidativos de formacao de AGE indica que diabetes e uremia sdo caracterizadas
por um aumento geral de precursores de carbonila, indicativo de estresse carbonilico, em vez de
um aumento seletivo de carbonilas, apenas oxidativas, indicativo de estresse oxidativo. Mesmo
quando os niveis de produtos de oxidacdo em estado estacionario, tal como glioxal ou
desidroascorbato, estdo aumentados. Este evento pode ser resultado de deficiéncias em sistemas

de desintoxicacdo ou de reciclagem, em vez de aumento da produgdo, como resultado do estresse
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oxidativo, somente (BAYNES e THORPE, 1999). Os mesmos autores propuseram que O
aumento do estresse carbonilico em quadros de diabetes ¢ causado por deficiéncias ou
sobrecarga nas vias de desintoxicagcdo de compostos dicarbonilicos, ou seja, desequilibrio entre
as taxas de producdo e desintoxicagdo de carbonilas reativas. Tal fato poderia explicar, por
exemplo, o aumento de 3-DG e MGO na auséncia de aumento estresse oxidativo.

Por outro lado, os inibidores de glicagdo tem atraido bastante interesse devido ao seu
potencial terapéutico (MONIER, 2003). Compostos antiglicates irdo atuar bloqueando grupos
carbonilicos de agucares redutores, os produtos de Amadori, e 3-deoxiglucosona para inibir a
formacao de AGE. Certas enzimas podem impedir a glicacdo de produtos de Amadori e sdo
referidos como Amadoriases. Alguns farmacos tém sido apontados como possiveis inibidores de
ligacdes cruzadas de AGE, o que levanta a hipotese de possivel reversdo das complicagdes
diabéticas (VASAN; FOILES e FOUNDS, 2003). Muito interesse tem sido devotado para
bloqueadores dos RAGE e a sua capacidade para proteger os individuos das complicagdes
diabéticas (STERN et al., 2003).

A aminoguanidina, composto hidrazina nucleofilico, recebeu o maior interesse e ¢ eficaz
na reducao da formacdo de AGE tanto in vitro quanto in vivo. O mecanismo de atuagdo da
aminoguanidina ainda ¢ incerto, mas acredita-se que ela pode agir bloqueando grupos carbonila
em agucares livres, produtos de Amadori, ou intermediarios dicarbonilicos tais como 3-DG. No
entanto, ensaios clinicos de fase III, em que a terapia de aminoguanidina foi utilizada para tratar
a nefropatia diabética, ndo foram bem sucedidos por causa da elevada toxicidade encontrada em
muitos pacientes (THORNALLEY, 2003).

Outros compostos, como a aspirina também tem efeito protetor por atuar acetilando os
grupos amino livres, protegendo-os, assim, contra a glicacio (SWAMY e ABRAHAM, 1989).
No entanto, h4 sérias preocupagdes sobre a toxicidade de muitos destes fdrmacos. Além disso,

alguns destes compostos ndo possuem atividade antioxidante, e estudos recentes sugerem que a
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glicagdo e toxicidade induzida por AGE estdo associados com o aumento da atividade dos
radicais livres.

Os antioxidantes podem proteger contra os radicais livres derivados de glicagdo,
enquanto quelantes removem metais de transi¢do, evitando a auto-oxidagdo da glicose e produtos
de Amadori (HUNT, BOTTOMS e MITCHINSON, 1993; NAKAGAWA et al, 2002).
Duraisamy et al. (2003), demonstraram os beneficios da utilizagdo de compostos que combinam
propriedade antiglicante e propriedades antioxidantes. Esses compostos ndo s6 previnem a
formacao de AGE, como parecem reduzir a toxicidade mediada pelos radical livre (AHMAD e
AHMED, 2006).

Estudos recentes tém destacado os beneficios do uso de plantas medicinais que
combinam propriedades antiglicante e antioxidantes em pacientes diabéticos. O cha verde das
folhas da Camellia sinensis ¢ uma bebida popular em todo o mundo. Ela contém uma grande
quantidade de taninos (flavonoides), que sdo conhecidas pelas suas propriedades antioxidantes.
Recentemente, um estudo mostrou que o chéa verde tem atividade antiglicante além da atividade
antioxidante e acredita-se que ambas as propriedades sdo devidas aos taninos do ché verde. Neste
estudo, tanto o extrato de chd verde quanto os taninos inibiram a formagdo de AGE num
comportamento dose-resposta, sendo o tanino o inibidor mais potente. Outros compostos como a
cafeina e teanina ndo tiveram nenhum efeito sobre AGE. Tanto o extrato de cha verde como os
taninos apresentaram atividade antioxidante, mas o tanino teve maior efeito. Mais uma vez,
substancias relacionadas, tais como a cafeina e teanina apresentaram baixa atividade antioxidante

(NAKAGAWA et al., 2002).

Figura 3. Estruturas quimicas de Cafeina (a) e Teanina (b)
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Yamaguchi et al. (2000), demonstraram que o garcinol (Quadro 1), isolado a partir da
casca do fruto Garcinia indica, possui atividade antioxidante e ¢ um inibidor de AGE mais
potente que aminoguanidina. Em outro estudo, uma fracao solivel em agua, obtido a partir de
pasta de tomate inibiu a formacdo de AGE e provou ser mais eficaz do que a aminoguanidina
(KIHO et al., 2004). O extrato continha rutina, um potente antioxidante ¢ também responsavel
pela atividade antiglicante (AHMAD e AHMED, 2006). Portanto, ¢ necessario ressaltar a
importancia de estudos adicionais a respeito da relagdo existente entre atividade antioxidante e

antiglicante.

33 Inibidores naturais da reacao de glicacao

Plantas medicinais tém sido usadas ao longo de anos para o tratamento de diversas
doencas, porém a comprovacao destes efeitos nem sempre foram determinados. Muitas plantas
sdo wusadas popularmente como atenuadores de doencas, especialmente em paises
subdesenvolvidos, como uma forma, rapida, pratica e menos custosa. Muitas plantas contem
compostos quimicos ativos que podem ser usados diretamente ou conduzir ao desenvolvimento
de novas drogas (ELOSTA, GHOUS ¢ AHMED, 2012). No quadro 1 sdo elencandos alguns

produtos naturais com atividade antiglicante (Quadro 1).

Quadro 1. Extratos de plantas e/ou compostos isolados com atividade antiglicante

Nome popular Nome botéanico Composto isolado Fonte

Yokozawa e

Nakagawa (2004)

Luobuma Apocynum venetum L.

(Galocatequina)

CL.,
HO. O~ OH
OH

OH
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(Catequina)

Peng et al. (2008)

Vigna radiata (L)
Mung Bean
R.Wilczek.
« i /"/ Sajithlal, Chithra e
Curcuma Curcuma Linga Ho O @ 0 Chandrakasan (1998)
OCH, HiC0
(Curcumina)
Tomate Solanum lycopersicum L. - Kiho et al. (2004)
Rudnicki et al.,
Fragrant Granadilla Passiflora alata D. -
(2007)
Rudnicki et al.,
Maracuja Passiflora edulis S. -
(2007)
Goiaba Psidium guajava L. - Hsieh et al. (2005)

Chinese Toona

Toona sinnsis Roem

Hsieh et al. (2005)

Babu, Sabitha e

Bitter Gourd Momordica charantia L. - )
Shyamaladevi (2008)
Rout e Banerjee
Roma Punica granatum L. -
(2007)
Ardestani e
Nagarmotha Cyperus rotundus L. -
Yazdanparast (2007)
Ahmad,
Alho Allium sativum - Pischetsrieder e
Ahmed (2007)
Cebola Allium cepa - Kim e Kim (2003)
- Hllicium religiosum - Kim e Kim (2003)
Trigo sarraceno Fagopyrum esculentum - Kim e Kim (2003)
Alecrim Origanum officinalis - Kim e Kim (2003)
— Rosmarinus officinallis - Kim e Kim (2003)
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Péra asiatica Pyrus pyrifolia - Kim e Kim (2003)
Kim e Kim (2003)
Raiz do diabo Acanthopanax senticosus - . i
Kim e Kim (2003)
Cravo da india Eugenia caryophllata - Kim e Kim (2003)
Eastern Daisy Kim e Kim (2003)
Erigeron annuus -
Fleabane
— Paeonia suffruticosa - Kim e Kim (2003)
Tomilho de jardim Thymus vulgaris - Kim e Kim (2003)
Arroz Oryza sativa - Kim e Kim (2003)
Pebnia de jardim Paeonia lactiflora - Kim e Kim (2003)
Cha chinés Camellia sinensis - Kim e Kim (2003)
Sweet Bay Laurus nobilis - Kim e Kim (2003)
Hardy Rubber Tree Eucommia ulmoides - Kim e Kim (2003)
Burning Bush Euonymus alata - Kim e Kim (2003)

Asiatic Dogwood

Cornus officinalis

Kim e Kim (2003)

Japanese-Nutmeg

Torreya nucifera

Kim e Kim (2003)

Chinese Arborvitae

Thuja orientalis

Kim e Kim (2003)

Lizard's Tail Saururus chinensis - Kim e Kim (2003)
Canela Cinamomum cassia - Kim e Kim (2003)
— Schizandra chinensis - Kim e Kim (2003)
Babu, Sabitha e
Cha verde Camellia sinensis - )
Shyamaladevi (2008)
Chaiyasut e
Grosselha indiana Phyllanthus emblica Linn. -
Chansakaow (2007)
Chaiyasut e
Krachai Dhum Kaempferia parviflora -
Chansakaow (2007)
Chaiyasut e
Dancing Girl Globba winitii C.H. -
Chansakaow (2007)
Yamaguchi et al.
(2000)
Kokum Garcinia indica
(Garcinol)
Jedsadayanmata
(2013)

Betula / Alba Betula

(Arbutina)
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ARTIGOS DERIVADOS DA TESE:

Secdo 4.1 Atividade antioxidante de extratos de plantas nativas da flora brasileira pelos

métodos ABTS, DPPH, FRAP ¢ ORAC.

Secao 4.2. Atividade antiglicante in vitro de extratos de plantas nativas da flora

brasileira.

Secdo 4.3 Oncocalixona A exerce efeito de antiglicacdo in vitro. (Este artigo foi
submetido a revista FOOD CHEMISTRY, ISSN: 0308-8146, Fator de impacto 3.259,

no dia 02.12.14, na forma de Short communication.)
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE PLANTAS NATIVAS DA FLORA

BRASILEIRA PELOS METODOS ABTS, DPPH, FRAP E ORAC
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RESUMO

O estresse oxidante esta envolvido em diversas doengas, tais como o cancer,
cardiopatias, catarata ¢ doenga de Alzheimer. Atualmente cogita-se que antioxidantes
dietéticos podem estimular as defesas corporais e ajudar a evitar que componentes
celulares sejam danificados pela acdo dos compostos oxidantes, que podem ser
naturalmente formados no corpo, ou terem a produgdo induzida por componentes do
ambiente. A busca por antioxidantes de fontes naturais tem recebido especial atencdo, e
esforcos tem sido realizado no sentido de identificar novos recursos naturais que
possuam compostos antioxidantes ativos. Portanto o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o potencial antioxidante de extratos de plantas nativas da flora brasileira por
diferentes ensaios in vitro, e determinar se existe correlagdo entre os métodos testados.
Extratos etandlicos produzidos no Laboratério de Pesquisas em Recursos Naturais
(LPgRN) do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas
— Brasil, foram testados para atividade antioxidante segundo os métodos DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazil), ABTS (3-etil-benzotiazolina-6- 4cido sulfonico), FRAP (Poder
antioxidante de reduc¢dao do ion férrico), ORAC (Capacidade de absor¢do do radical
oxigénio). Foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson para verificar as
relagdes entre os diferentes pares de métodos de ensaios antioxidantes. A comparagao
dos coeficientes de correlagao entre os diferentes pares foi realizada por meio do teste Z
de Fisher. Foi considerada uma abordagem bicaudal e um valor de alfa igual a 5% para
todas as analises. Pdde-se perceber que muitos extratos apresentaram atividade
antioxidante alta, em todos ou algum ensaio de determinacdo e também extratos que nao
apresentaram atividade. Apds andlise de correlagdo, observou-se no presente estudo

correlacdo positiva e significativa para os métodos DPPH, FRAP, ABTS e ORAC para
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os diferentes extratos testados, sendo que apenas 4 pares de correlagdo diferiram
significativamente uns dos outros. A presente investigacdo confirma a ideia de que
algumas plantas sdo fontes promissoras de antioxidantes naturais, principalmente no que
diz respeito a flora brasileira, que dada a sua diversidade, ainda € pouco estudada. A
correlagdo significativa entre os ensaios antioxidantes indica que as medidas da
capacidade antioxidante total dos extratos vegetais sdo consistentes, visto que os ensaios
avaliam diferentes searas do poder antioxidante de cada extrato. No entanto, estudos
adicionais sd0 necessarios para caracterizar os compostos ativos e as atividades

biolégicas e estudos in vivo devem ser estimulados.

ABSTRACT

Oxidative stress is involved in various diseases such as cancer, heart disease, cataracts,
and Alzheimer's disease. Currently it is believed that dietary antioxidants can stimulate
the body's defenses and help preventing cellular components from being damaged by
the action of oxidizing compounds, naturally formed in the body and induced by
environmental components. The search for natural sources of antioxidants has received
special attention, and efforts have been made to identify new natural resources that have
active antioxidant compounds. Therefore the aim of this study was to evaluate the
antioxidant potential of native plant extracts of the Brazilian flora by different in
vitro assays, and determine whether there is correlation between the tested methods.
Ethanol extracts produced at the Research Laboratory of Natural Resources of the
Institute of Chemistry and Biotechnology, Federal University of Alagoas - Brazil, were
tested for antioxidant activity according to the methods DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrilidrazil), ABTS (3 ethyl-6-sulfonic acid benzothiazoline), FRAP (ferric ion
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reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorption capacity). We
calculated the Pearson correlation coefficient to assess the relationship between the
different pairs of methods of antioxidant assays. The comparison of the correlation
coefficients between different pairs was performed using Fisher's Z test. A two-sided
approach and an alpha value equal to 5% for all analyzes was considered. It could be
perceived that many extracts showed significant antioxidant activity in all or some
methods of determination and also extracts that showed no activity. After correlation
analysis, we observed positive and significant correlation between all methods for the
different extracts tested, however, only 4 correlation pairs differed significantly from
each other. This research confirms the idea that some plants are promising sources of
natural antioxidants, especially with regard to the Brazilian flora, that given its
diversity, has been little studied. The significant correlation between antioxidant assays
indicates that measures of total antioxidant capacity of the plant extracts are consistent,
since the methods evaluate different areas of the antioxidant power of each extract.
Nevertheless, further studies are needed to characterize active compounds and

biological activity and in vivo studies are encouraged.

1. INTRODUCAO

Doengas como cancer, diabetes, distirbios degenerativos, doenca de Parkinson,
Alzheimer, doengas inflamatorias entre outras estdo intimamente relacionadas a
producdo de radicais livres gerados por reagdes bioquimicas no corpo, que podem ser
inibidas por compostos com atividade antioxidante (GIUDICE et al., 2014). Sabe-se,
porém, que o corpo humano ¢ capaz de promover a depuracao desses radicais através de

diversos mecanismos protetores mediados pelas enzimas superdxido dismutase, catalase
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e glutationa peroxidase. No entanto, quando a producdo ¢ excessiva esse sistema
enzimatico, ndo ¢ suficiente, sendo entdo necessario o refor¢o do sistema nao
enzimatico (GOVINDARAJAN; VIJAYAKUMAR e PUSHPANGADAN, 2005).

Antioxidantes naturais, especialmente em frutas e vegetais receberam expressiva
atengdo da comunidade cientifica nas ultimas décadas, principalmente devido a estudos
epidemiologicos que indicam que o consumo frequente de antioxidantes naturais esta
associado ao menor risco de doengas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Os
efeitos protetores dos antioxidantes naturais em frutas e vegetais estdo relacionados,
majoritariamente, a trés grupos: vitaminas, carotendides e compostos fenolicos
(CANKURTARAN et al., 2013).

Para avaliar a capacidade antioxidante total de produtos vegetais varios métodos
tém sido utilizadas: DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), ABTS (3-etil-benzotiazolina-6-
acido sulfonico), FRAP (Poder antioxidante de redugcdo do ion férrico), ORAC
(Capacidade de absorcao do radical oxigénio). Por ser o acido hidroxitetrametilchroman-
2-carboxilico (Trolox) um importante padrao de antioxidagdo, os ensaios citados acima
sdo alguns dos mais comumente utilizados e agrupados como avaliadores da capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) (OZGEN et al., 2006). Esta forma de
analise, TEAC, facilita a comparagao dos estudos entre laboratorios e entre os diferentes
métodos utilizados por favorecer a padronizagdo dos resultados.

Os antioxidantes podem reduzir os radicais, primariamente por dois
mecanismos: transferéncia de dois elétrons e um préton. ABTS, FRAP e DPPH sao
métodos que seguem o primeiro mecanismo, ¢ ORAC representa o ultimo (PRIOR; WU
e SCHAICH, 2005).

As diversas técnicas tém demonstrado diferentes resultados em diferentes

laboratérios e modificagdes estdo progressivamente sendo desenvolvidas (SOCHOR et
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al., 2010b; THAIPONG et al., 2006), o que justifica a pesquisa por antioxidantes
através de diferentes métodos. A importincia dos diferentes métodos reside,
principalmente, na caracterizacdo da atividade antioxidante, em condi¢cdes semelhantes
as condigoes fisiologicas (SOCHOR et al., 2010a).

Atualmente, existem varios ensaios in vitro capazes de mensurar a atividade
antioxidante, cada um deles com modo de atuagdo proprio com suas vantagens e
desvantagens. Porém, muitas vezes nao ha correlacdo entre as atividades determinadas
no mesmo material por diferentes ensaios e, entre materiais diferentes, pelo mesmo
ensaio, em diferentes laboratorios. E compreensivel, uma vez que espécies ativas e
mecanismos/caracteristicas de reagdes diferentes irdo gerar resultados também
diferentes (NIKI, 2010). Segundo Carocho e Ferreira (2013) e Niki (2010), ndo ha um
método que forneca sozinho resultados totalmente precisos, sendo a melhor saida a
utilizagdo de varios métodos em vez de uma abordagem unidimensional.

Devido as diferencas entre os diversos sistemas de teste disponiveis, os
resultados de um unico ensaio podem acabar gerando somente uma sugestdo das
propriedades antioxidantes dos extratos, devendo ser interpretados com cautela. Além
disso, a complexidade quimica de extratos de plantas poderia conduzir a resultados
inconclusivos, dependendo do ensaio utilizado. Assim, uma abordagem com multiplos
ensaios no trabalho de triagem ¢ altamente recomendavel (ARUOMA, 2003;
SACCHETTI et al., 2005; SCHLESIER et al., 2002).

Em muitos paises, assim como no Brasil, as plantas sao utilizadas como caminho
para a atenuagdo ou cura de algumas doengas, quase sempre tendo como base a
medicina popular, fato que corrobora a busca cientifica por novos medicamentos
derivados de componentes vegetais. Por meio de técnicas modernas e cada vez mais

aprimoradas, essas plantas podem ser fontes valiosas para novas descobertas, além de
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representarem alternativa menos custosa, mais disponivel e de facil consumo, quer seja
na forma bruta ou através de preparagdes simples (PARK e PEZZUTTO, 2002). Por
isto ¢ cada vez mais valorizado o uso de plantas que medeiam respostas benéficas,
devido aos constituintes fitoquimicos encontrados nesse tipo de material e plantas
utilizadas como medicinais, sdo uma importante fonte de antioxidantes (ARUOMA,
2003).

Somando-se ao fato da crescente necessidade de novos antioxidantes, aqueles
que sdo sintéticos podem estar envolvidos com varios efeitos colaterais (ITO et al.,
1983) e com varios riscos a saude, como danos hepaticos e cancer em animais de
laboratério (GAO, IGALASHI e NUKINA, 1999; WILLIAMS, TATROPOULOS e
WHYSNER, 1999; OSAWA e NAMIKI, 1981). Nesse sentido, se torna clara a
necessidade de antioxidantes que retinam eficacia, baixo custo e menor toxicidade, por
isso antioxidantes naturais de plantas se caracterizam como fontes interessantes.

Alguns metabolitos secundarios de plantas, como compostos fenolicos e
flavondides tém sido relatados como potentes sequestradores de radicais livres, sendo
encontrados em todas as partes das plantas, tais como folhas, frutos, sementes, raizes e
casca (MATHEW e ABRAHAM, 2006). Dada a biodiversidade do nosso pais, torna-se
cada vez mais interessante uma analise sistematizada e extensa de extratos tipicamente
brasileiros que possam fornecer compostos com atividade antioxidante.

Um nimero razodvel de antioxidantes naturais ja foi descrito, provenientes,
principalmente, de diferentes tipos de materiais de plantas, tais como sementes
oleaginosas, cereais, legumes, frutas, folhas, raizes, especiarias e ervas (CULLEN et al,
1997.; KAMAT et al, 2000.; DEVASAGAYAM et al, 2001.; DE NIGRIS et al, 2003.;
NEGI e JAYAPRAKASHA, 2003, SURVESWARAN et al., 2007, SOURI et al., 2008).

A possibilidade de inclusdo de componentes fitoquimicos, com reconhecida atividade
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antioxidante, no dia a dia dos seres humanos poderia ajudar a proteger o corpo de danos
oxidativos, o que ¢ substancialmente importante.

Nesse sentido, buscando avaliar o potencial antioxidante de plantas nativas da
flora brasileira o objetivo do presente trabalho foi investigar a capacidade antioxidante
de diferentes extratos de plantas, por diferentes ensaios in vitro (ABTS, DPPH, FRAP,

ORAC), e determinar se existe correlacao entre os métodos testados.

2. MATERIAL E METODOS

Inicialmente diferentes extratos de plantas foram testados para atividade
antioxidante segundo os métodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), ABTS (3-etil-
benzotiazolina-6- 4cido sulfonico), FRAP (Poder antioxidante de reducdo do ion
férrico), ORAC (Capacidade de absor¢ao do radical oxigénio), todos adquiridos de
Sigma Aldrich (EUA).

Todos os extratos etanolicos das espécies vegetais testadas (Quadro 1) foram
produzidos no Laboratorio de Pesquisas em Recursos Naturais (LPQRN) do Instituto de

Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas — Brasil.

Quadro 1. Espécies vegetais testadas

Familia/Planta Parte Nome popular Uso Ref.
Anacardeaceae
; Dor de dentes ¢ ouvido. Anti-histérica, 10
Schinopsis brasiliensis Engl. CcC Bratina, barauna, bratna do sertdo B ) ) )
antiinflamatorio e anti-séptico
o Dor de dente, anti-inflamatorio, bronquites e 10
Anacardium occidentale L. F Cajueiro ) o o
artrites, cOlicas intestinais
) Tratamento de afecgdes cutdneas, problemas 10
Myracrodruon urundeuva Allemao F Aroeira do sertdo o . o
do aparelho urinario e das vias respiratorias.
Anonaceae
) Problemas do coragdo, insénia, febre, 10
Annona muricata L. F Graviola ) S
malaria, hepatite, diarreia, tétano, furiinculos.
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4 Atividade antiparasitaria, moluscicida e 10
Annona muricata L. S Graviola .
antivirus Herpes simplex
Apocynaceae
) ) . ) Tratamento de ulcera gastrica, antielmintico, 10
Himatanthus obovata Miill. Arg F Tibornia, angélica, pau de leite .
doenga hepatica
Himatanthus obovata Miill. Arg CL Tibornia, angélica, pau de leite Depurativo 10
. Jasminzinho trepador, cip6 de -
Mandevilla hirsuta Rich. CL B .
porco, feijao de dois
. Jasminzinho trepador, cip6 de Usado para picada de cobra
Mandevilla hirsuta Rich. F B .
porco, feijao de dois
Araceae
. . . Cura de micoses, doengas cardiovasculares e
Anthurium Affine Schott. CL Antrio, Antario Selvagem )
diabetes.
Asclepiadaceae
Ditassa crassifolia Decne. CL -
Boraginaceae
Auxemma oncocalyx Taub. CcC Pau branco do sertiao Analgésico, anti-inflamatorio 10
Auxemma oncocalyx Taub. EC Pau branco do sertdo Tratamento de feridas e queimaduras 10
Combretaceae
Amendoeira da praia, chapéu de Agente antibacteriano, antidiabético e 10
Terminalia catappa L. F . oo . .
sol, figueira da india antinflamatorio
Amendoeira da praia, chapéu de - 10
Terminalia catappa L. M . .
sol, figueira da india
Amendoeira da praia, chapéu de Diarreia, febre gastrica e biliar e vermes 10
Terminalia catappa L. C . . ) o
sol, figueira da india intestinais.
Compositae
Assa peixe, pau de muquém, Tosse, gripe, liberagdo das vias aéreas.
Vernonia brasiliana L. CL o
manjericdo de cavalo
Cordeaceae
Cordia salzmannii DC. CL Maria preta O o¢leo ¢ cicatrizante e laxante.
) Antiinflamatoria, cicatrizante, diurético,
Cordia salzmannii DC. F Maria preta ) .
antiulcerogénea.
Euforbiaceae
. . . Processos inflamatorios. Promover a secregdo 10
Euphorbia pulcherrima Wild. CL (Bico de papagaio) )
do leite em lactantes.
Pinhdo manso, Acdo cicatrizante, hipogliceminante. 10
Jatropha curcas L. F ) )
mandubiguagu, pinhdo-de-purga,
Pinhdo manso, O ¢leo ¢ purgativo e usado no tratamento de 10
Jatropha curcas L. CL ) ) )
mandubiguagu, pinhdo-de-purga, reumatismo.
Guttiferae
Rheedia brasiliensis Mart. CR Bacuri, bacupari Expectorante. 10
) ) Tratamento de tumores, inflamagdes do trato 10
Rheedia brasiliensis Mart. F Bacuri, bacupari o o
urinario e para aliviar dores.
Lamiaceae
Alecrim de Tabuleiro, alecrim do Distarbios gastrointestinais, infecgdes de
Hyptis fruticosa Salzm. F
campo pele, congestdo nasal, febre.
Leguminosae
Mimosa tenuiflora Wild. C Jurema preta Queimadura, acne, analgésico, sedativo

Mimosa tenuiflora Wild.

Jurema preta

Cicatrizante, anti-inflamatorio, antiviral, ¢
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antisséptico.
Fava de bolota, badoqueiro, fava de Tratamento de feridas e diarreia. 10
Parkia platycephala Benth. CL )
boi
Sucupira, sucupira branca, sucupira Tratamento de reumatismo, diabetes, dor de 10
Pterodon polygalaeflorus Benth. F .
lisa garganta.
. Diarreia, agente anti-inflamatorio, e 10
Stryphnodendron obovatum Benth. F Barbatimio o
cicatrizante.
Erythrina mulungu Mart. F Mulunga Tratamento de bronquites ¢ inflamagao 10
) ’ Antidepressivo, sedativo, antibacteriano, anti- 10
Erythrina mulungu Mart. C Mulungi ) .
inflamatério.
. Mulungt, mulungt da flor amarela Histeria, insonia; dores reumaticas, 10
Erythrina vellutina Wild. F )
ou da flor vermelha bronquites e asma
Moraceae
Chlorophora tinctoria L. CR Amarelinho, amora, amora branca Cicatrizante, anti-inflamatorio e dor de dente 10
Dorstenia bryoniaeflora Mart. CL Caiapia Diurético, febrifugo 10
Dorstenia bryoniaeflora Mart. R Caiapia Diurético, febrifugo 10
Dorstenia bryoniaeflora Mart. F+R Caiapia Diurético, febrifugo 10
Myrtaceae
Syzygium malaccense L. ’ F ’ Jambo, jambo vermelho Laxativo e antidiabético
Rubiaceae
) Alergia, asma, cancer, depressdo, diabetes, e
Morinda citrifolia L. S Noni )
hipertensao
Sapindaceae
i Camboatd, camboaté folha larga Tratamento de tosse e coqueluche. 10
Cupania oblongifolia Mart. C
Pau magro
Cupania platycarpa Radlk. C Camboatd, camboatdo Tratamento de tosse e coqueluche.
Pau de sabdo, saboneteiro, sabao de Ulceras, feridas na pele, e anti-inflamatorio. 10
Sapindus saponaria L. CC
macaco
Simaroubaceae
Marup4, tamanqueira, paraiba, Anemia, febre, diarreia e parasitas intestinais 10
Simarouba amara Aubl. F
praiba
Marup4, tamanqueira, paraiba, Maléria e leucemia 10
Simarouba amara Aubl. CL
praiba
Energético, antitérmico e vomitos 10
Quassia amara L. R Pau tenente, pau amargo )
espasmodicos
Quassia amara L. F Pau tenente, pau amargo Cha digestivo e tratamento da maléaria 10
Verbenaceae
Alecrim de angola, Pimenta do Depressao, distarbios menstruais, doenca do 10
Vitex agnus-castus L. F . o ) .
monge ovario policistico e infertilidade
Vochysiaceae
Antibacteriano, expectorante, antifiingico e 10
Vochysia sp. F - o )
anti-inflamatoério
Zingiberaceae
Alpinia speciosa K. Schum Macassa, n6z-moscada Composicao de estimulates 10

[ ® |

Legenda: F= folha; C= casca; R= raiz; S= semente; CC= Casca do caule; CR= casca da raiz; CL= Caule; M=madeira;

F+R= fruto + raiz; F+S= fruto + semente; EC= Entrecasca. ND Nio Detectado.



http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=511
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=817
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2.1 Determinacio da atividade antioxidante pela capacidade sequestradora do
radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil - Método DPPH

O método colorimétrico que utiliza o radical livre DPPH foi executado segundo
Cheng, Moore e Liangli (2006). O DPPH foi dissolvido em etanol, obtendo-se a
concentragdo final de 0,104 mM no experimento, conforme apresentado na Figura 1.
Apds a etapa de preparo das solugdes seguiu-se para a determinacdo da atividade
sequestradora de radicais livres. As solucdes referentes ao antioxidante padrao
(trolox®) foram preparadas em diferentes concentragdes partindo-se da concentragio de
5.10°M, conforme Figura 2. As solugdes dos extratos etandlicos secos foram
preparados a partir de solugdo estoque de concentragao inicial de 2 mg/ml.
Rapidamente, utilizando uma microplaca de 96 pocos, as solu¢des contendo 100 puL de
cada extrato (98 uL de metanol + 2 pL de solucdo 2 mg/ml do extrato diluido em
metanol) foram misturadas a 100 pL da solugdo radicalar DPPH a 0.208mM, seguido
por agitacao suave, resultando na concentragdo final de 0,02 mg/mL. A absorvancia foi
medida a 515nm ap6s 40 minutos, por espectrometria. Durante este periodo a placa foi
coberta para evitar a evaporagao do solvente e mantida no escuro até determinacdo. A
curva padrdo, cuja faixa de concentragcdo variou de 10uM - 400uM, foi construida
misturando-se 100 pL do composto antioxidante padrao Trolox® (98 uL de metanol + 2
uL de trolox em diferentes concentracdes) a 100 uL da solugcdo do radical DPPH
(0,208mM), seguido por agitacdo suave. A absorvancia foi medida a 515nm apds

40min, por espectrometria. A equagdo da reta foi determinada com R*=0,9908.
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Figura 1. Procedimento de preparo do ensaio DPPH utilizando os extratos

100 uL DPPH

(solugdo preparada a 0,208 mM)

100 pL extrato

(2 pL de extrato, Solu¢do mae 2mg/ml + 98 uL de metanol)

200 pL da mistura DPPH + extrato
(DPPH 0,104 mM e extrato concentragdo final 20 pg/ml)

Amostras foram agitadas suavemente e mantidas
em ambiente escuro

Medida da absorvancia a 515 nM

(40 medidas, uma por minuto)

Todas as quantificagcdes foram realizadas em quadruplicata e os resultados foram

expressos em pumol de equivalente Trolox por grama de extrato seco (umol ET/g de

extrato seco), representados em tabela por média + DP.

Figura 2. Procedimento de preparo do ensaio DPPH utilizando composto padrao,

Trolox®.

100 uL DPPH

(solugdo preparada a 0,208 mM)

100 pL extrato

(2 pL de trolox em concentra¢des que variaram de 10-400
uM, solugdo mie 5 10°M + 98 pL de metanol)

200 pL da mistura DPPH + solugdo do padrio

(DPPH 0,104 mM e solugdo padrdo em diferentes concentragdes)

Amostras foram agitadas suavemente e
mantidas em ambiente escuro

Medida da absorvancia a 515 nM
(40 medidas, uma por minuto)

As analises foram realizadas em espectrofotdmetro com leitora de microplaca

Thermo Scientific — Multiskan Spectrum (Shimadzu).
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2.2 Determinacio da Atividade Antioxidante total pela Captura do Radical livre 3-
etil-benzotiazolina-6- adcido sulfonico — Método ABTS

O método colorimétrico que utiliza o radical ABTS (2,2 azino bis (3-etilbenzeno
tiazolina 6 &cido sulfonico) foi executado segundo Rufino et al. (2007), com
modificagdes. O radical ABTS foi preparado a partir da reagdo de 5 mL de solucao
estoque de ABTS com 88 pL da solugdo de persulfato de potassio. A mistura foi
mantida no escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas.

Na sequéncia, 1 mL da mistura foi diluido em &lcool etilico até obter uma
absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm. Em ambiente escuro, foram transferidas
aliquotas de 2 pL do extrato (solugdo estoque de 2mg/ml) e 198 uL do radical ABTS 7
mM foram quantificados a 734 nm por espectrometria, conforme Figura 3. As analises
foram realizadas em espectrofotdometro com leitora de microplaca Thermo Scientific —
Multiskan (Shimadzu).

A curva padrdo foi construida misturando-se 2 pul do antioxidante padrdo
Trolox® (solugdo estoque de 2mg/ml) e 198 pL do radical ABTS 7 mM; as
concentragdes variaram de 50 - 4000uM. A quantificagdo foi realizada a 734 nm, por
espectrofotometro.

Todas as quantificagdes foram realizadas em quadruplicata e os resultados foram
expressos em umol de equivalente Trolox por grama de extrato seco, umol ET/g de
extrato seco, (média = DP), a concentragdo final das solugdes dos extratos adicionados a

placa foi 0,02mg/mL (R?=0,9985).
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Figura 3. Esquema de andlise método ABTS, utilizado para identificacdo da atividade

antioxidante tanto dos extratos quanto do composto padrao.

Solug¢do estoque de ABTS 7 mM (5mL)

Solugdo de persulfato de potassio (88 uL)

A mistura foi mantida a temperatura ambiente por 16 horas

1 mL da mistura foi diluido com alcool
etilico até a obten¢do da absorvancia 0,70
+0,05 nma 734 nm

= Radical ABTS

(solug@o preparada a 7 mM)

198 pL radical ABTS™ 2 uL de solugio de extrato ou Trolox®
(solug@o preparada a 7 mM) (extrato 20 pg/ml e padrdo 0,625-20 mg/ml)

200 pL da mistura
(ABTS™ + Solugio do extrato ou padréo)

Amostras foram aliquotadas e mantidas em
ambiente escuro até o momento da analise.

Medida da absorvancia a 734 nM

(analise foi iniciada apds 6 minutos apds preparada a mistura)

2.3 Determina¢ido da Poder Antioxidante Total pela Reduciao do fon Férrico —

Método FRAP

O método que utiliza o poder redutor do ferro como quantificador da atividade

antioxidante foi realizado segundo Rufino et al. (2006).

Inicialmente, foi transferida, em ambiente escuro, uma aliquota de 2 pL de cada

dilui¢do do padrao Trolox®, ou, do extrato para eppendorf’s®, e foram acrescentados

17,5 uL de agua destilada, 6 pL de Fe,SO4 € 176,5 pL do reagente FRAP. Em seguida,
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a mistura foi homogeneizada e mantida a 37 °C. A leitura foi realizada a 595 nm, apos
30 minutos de preparada a mistura, conforme Figura 4. O reagente FRAP foi utilizado
como branco para calibrar o equipamento. Em seguida, foi determinada a equacgdo da
reta, de acordo com a faixa de concentragdo do composto padrdo, que variou de 50 -
1000 uM. As analises foram realizadas em espectrofotometro com leitora de microplaca

Thermo Scientific — Multiskan Spectrum (Shimadzu).

Figura 4. Esquema na andlise FRAP

2 uL do extrato ou
padrdo 176,5 ulL do

17,5 uL de agua
6 pL de Fe,SO4 reagente FRAP

(Extrato conc. final 20 + destilada +

pg/ml; padrao

v

Amostras foram homogeneizadas e
mantidas a 37°C por 30 minutos,
em seguida analisadas a 595 nm.

Todas as quantificagcdes foram realizadas em quadruplicata e os resultados foram
expressos em pumol de equivalente Trolox por grama de extrato seco (média = DP); a
concentragdo final das solugdes dos extratos adicionados a placa foi 0,02mg/ml,

=0,9997.

2.4 Método Capacidade de Absor¢ao do Radical Oxigénio - Método ORAC

O procedimento foi baseado em estudos anteriores que utilizaram a fluoresceina
como agente fluorescente (OU et al, 2002; OU, HAMPSCH-WOODILL e PRIOR,
2001; PRIOR et al., 2003). O método foi adaptado para avaliagdo da atividade anti

radical livre de antioxidantes lipofilicos (HUANG et al., 2002).

Swistura = 1176pL de tampao + 14l de fluoresceina + 70uL de Extrato* ou padrao** + 140uL de APPH
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Todas as solugdes foram preparadas com solucdo tampao fosfato 75 mM (pH
7,4). Foram preparadas solugdes de fluoresceina (6,3 x 10°M), dicloridrato de 2,2’-
Azibis 2-amidino-propano — AAPH (0,128M), solugdo do padrio Trolox® (2x10~°M) e
a solugdo contendo extrato vegetal (2mg/ml). A reagdo foi desencadeada pela adigao do
AAPH as solugdes, conforme:

As medidas foram feitas em duplicata em espectrofluorimetro RF-5301PC
(Shimadzu), equipado com célula termostatica e agitador. O comprimento de onda de
excitacdo e emissao foram de 493 e 517 nm, respectivamente. A avaliacdo da inibicao
foi realizada através da diferenca de areas entre a curva obtida com o controle e as
curvas obtidas com as amostras (extratos) (OU et al, 2002; OU, HAMPSCH-
WOODILL e PRIOR, 2001; HUANG et al, 2001). Para os extratos ou composto padrao,

utilizou-se a seguinte equacdo, que tem como base a area sob a curva (AUC) (OU;

HAMPSCH-WOODILL e PRIOR, 2001):

Os resultados do ensaio ORAC foram expressos em micromoles de equivalente

Trolox por grama de extrato seco (umol ET/g de extrato seco).

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. A capacidade
antioxidante foi expressa em micromol de equivalente Trolox por grama de extrato seco
(umol ET/g de extrato seco). Foi calculado o coeficiente de correlagdo de Pearson e

construidos graficos de dispersdo em pontos para verificar as relagdes entre os
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diferentes pares de métodos de ensaios antioxidantes. A comparagdo dos coeficientes de
correlagdo entre os diferentes pares foi realizada por meio do teste Z de Fisher. Foi
considerada uma abordagem bicaudal e um valor de alfa igual a 5% para todas as

analises.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma analise sistematica foi feita no presente estudo, em que diferentes extratos
foram testados, como demonstrado na Tabela 1, pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP ¢
ORAC. Dos métodos realizados neste estudo, trés sdo baseados em espectrofotometria
(DPPH, ABTS, FRAP) e um, em espectrofluorimetria (ORAC). As plantas analisadas
sdo nativas da flora brasileira e sdo provenientes de diferentes regides do pais, muitas
delas sao utilizadas na medicina popular.

Dentre os extratos analisados, observou-se grande variacdo entre as amostras,
em todos os testes. Os 10 extratos que apresentaram melhores atividades em cada teste
foram ranqueados, conforme enumeracao superescrita na Tabela 1 e também podem ser
vistos no Quadro 2. Inicialmente, pode-se perceber que muitos extratos apresentaram
alta atividade antioxidante, em todos ou algum ensaio de determinacdo e também
extratos que ndo apresentaram atividade.

O método ABTS possui mecanismo baseado na reducdo do radical 3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfonico. A interagdo com o antioxidante tem sido
extensivamente estudada. Sabe-se que o radical ABTS ¢ reduzido por antioxidantes,
através de transferéncia de elétrons ou por transferéncia de um atomo de hidrogénio e
assim € desativado. Foi também comprovado que os antioxidantes podem reagir com os

radicais e formar produtos de adicdo ou degrada¢dao do ABTS (CHRISTODOULEAS et
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al., 2014). Este ensaio ¢ particularmente interessante, pois, como a absor¢do ocorre a
734nm, as interferéncias de cor sdo eliminadas (LI et al, 2008). Varios fatores
favorecem o uso do ensaio ABTS, uma forma rapida, robusta e precisa de avaliar
sistematicamente a capacidade antioxidante total de extratos de plantas, em larga escala
(SURVESWARAN et al., 2007). No entanto, tem sido recomendado que pelo menos
dois métodos devam ser usados, uma vez que as diferencas entre os diversos métodos de
investigacao sao substanciais (SCHLESIER et al., 2002).

Segundo o método ABTS, os resultados aqui relatados indicaram consideravel
diferenca inter extratos, tendo o mais ativo demonstrado atividade antioxidante de
1997,52 umol ET/g de extrato seco e extratos em que ndo foi detectada nenhuma
atividade. Os extratos Anacardium occidentale (Folha), Anthurium affine (Caule),
Auxemma oncoccalyx (Casca do caule), Auxemma oncoccalyx (Entrecasca), Cordia
salzmanni (Caule), Cupania oblongifolia (Casca), Cupania platycarpa, (Casca),
Mimosa tenuiflora (Casca), Mimosa tenuiflora (Folha), Myracrodruon urundeuva
(Caule), Quassia amara (Folha), Rheedia brasiliensis (Folha), Schinopsis brasiliensis
(Casca do caule), Simarouba amara (Caule), Simarouba amara (Folha), Terminalia
catappa (Casca do caule), Terminalia catappa (Folha), Terminalia catappa (Madeira),
36% do total de extratos, apresentaram atividade muito alta, de acordo com a
classificacdo de Surveswaran et al. (2007), que consideraram atividade antioxidante
muito alta quando os extratos apresentaram niveis acima de 1000,01 pmol ET/g de
extrato seco pelo ensaio ABTS. Neste estudo foi considerada atividade antioxidante
muito alta valores superiores a 1600 pumol ET/g de extrato seco, sendo encontrado 10
extratos que se encaixaram nesta classificagdo, conforme Tabela 1.

Ainda sobre o ensaio ABTS, quando comparado aos achados de Priya, Radhika

e Siddhuraju (2012) que afirmaram que extrato de Solanum trilobatum apresentava
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eficiente atividade antioxidante (268,9 umol ET/g de extrato seco), os resultados
presentes sdo bem mais expressivos. Por exemplo, os 10 extratos vegetais que
demonstraram maior atividade antioxidante (Tabela 1), testados pelo o método ABTS,
foram cerca de 6 vezes mais potentes ¢ 35% do total dos extratos mais efetivos em
estabilizar o radical ABTS, quando comparados ao extrato de Solanum trilobatum.

Os resultados aqui demonstrados, pelos 10 mais ativos extratos vegetais
(destacados comm numeracdo superescrita na Tabela 1), foram mais potentes ou
bastante semelhantes ao d4cido ascorbico (971,4 pmol ET/g de extrato seco),
Butilhidroxianisol (1555,6 umol ET/g de extrato seco) e rutina (1301,0 umol ET/g de
extrato seco), reconhecidos antioxidantes (PRIYA; RADHIKA e SIDDHURAIJU,
2012). Adicionalmente, Subramanium et al. (2012) indicaram a importante atividade
antioxidante dos extratos de folha (2143,79 umol ET/g de extrato seco) e casca do caule
(1804 umol ET/g de extrato seco) de Hildegardia populifolia, muito préximos dos
resultados aqui relatados.

Todos os estudos citados corroboram a informacao de que parcela consideravel
dos extratos analisados na presente proposta ¢ eficiente em evitar a oxidagdo pelo
método ABTS. Principalment quando se refere as amostras mais potentes, como
Terminalia catappa (Folha), Mimosa tenuiflora (Casca), Myracrodruon urundeuva
(Caule), Quassia amara (Folha), Schinopsis brasiliensis (Casca do caule), Auxemma
oncoccalyx (Casca do caule), Cupania oblongifolia (Casca), Cupania platycarpa,
(Casca), Mimosa tenuiflora (Folha), Terminalia catappa (Madeira). Isto indica, que os
extratos sdao fontes importantes de compostos fitoquimicos com capacidade
antioxidante, estimulando, assim, a identificagdo dos mesmos.

O método de determinacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH,

baseia-se na capacidade do radical DPPH em aceitar um elétron desemparelhado ou
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radical hidrogénio, quando na presenca de um agente antioxidante, fazendo com que a
transferéncia do hidrogénio para o DPPH, mediada pelo antioxidante, diminua a
absorvancia (CANKURTARAN et al., 2013). O radical DPPH ¢ estavel e¢ facilmente
sequestra um elétron ou hidrogénio na presenga de um antioxidante, que pode ser
reduzido a uma nio radicalar, DPPH-H (SANCHEZ-MORENO, 2002).

No presente estudo, foi considerada atividade antioxidante alta pelo método
DPPH, quando o resultado foi superior a 1000 umol ET/g de extrato seco.

Quando comparado aos resultados de Zou et al. (2011), que verificaram que
extratos de lentilhas do tipo morton demonstravam atividade antioxidante importante,
pelo ensaio DPPH (677,8 umol ET/g de extrato seco), os extratos Terminalia catappa
(Folha), Mimosa tenuiflora (Casca), Myracrodruon urundeuva (Caule), Quassia amara
(Folha), Schinopsis brasiliensis (Casca do caule), Auxemma oncoccalyx (Casca do
caule), Terminalia catappa (Madeira), Terminalia catappa (Casca), Rheedia
brasiliensis (Folha), Auxemma oncoccalyx (Entrecasca), Cordia salzmanni (Caule),
Simarouba amara (Caule), Cupania oblongifolia (Casca), Cupania platycarpa (Casca),
Mimosa tenuiflora (Folha), Sapindus saponaria (Casca do caule), Annona muricata
(Folha), Sysygium malaccense (Folha), testados no presente estudo, demonstraram
maior atividade sequestradora de radicais pelo mesmo método, com valores que
variaram de 1339,53 — 893,00 umol ET/g de extrato seco, sendo os 10 extratos mais
potentes (Tabela 1), do presente trabalho, quase duas vezes mais eficientes.

Da mesma forma, o estudo de Maisuthisakul, Pongsawatmanit e Gordon (2005)
observou que o extrato de Cratoxylum formosum indicou alta atividade antioxidante
pelo método DPPH, 2670 pmol ET/g de extrato seco, valor este que se aproxima dos
valores encontrados no presente trabalho, para os extratos Quassia amara (Folha),

Rheedia brasiliensis (Folha), Auxemma oncoccalyx (Entrecasca), pelo mesmo método.
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Ademais, 32% dos extratos testados, foram superiores ao composto hidroxitolueno

butilado — BHT (730 pmol ET/g de extrato seco), reconhecido antioxidante sintético,

testado no mesmo estudo.

Tabela 1. Determinagdo da capacidade antioxidante de 50 extratos vegetais. Os resultados sdo

apresentados em umol ET/g de extrato seco.

Extratos Parte ABTS DPPH FRAP ORAC
Alpinia speciosa R 19,07+58,83 88,11+35,67 788,59+811,26 1182,05+305,18
Anacardium occidentale F 1449,79+9,81 478,82+18,91 348386,91+2732,25 ND
Annona muricata S 479,64+99,86 127,86+21,28 18,78+136,21 114,34+68,61
Annona muricata F 286,58+146,00 704,34+31,36 1512,44+499,06 ND
Anthurium affine CL 1186,95+61,50 ND ND 601,70+38,00
Auxemma oncoccalyx Cc 61878,43+47,45 *1676,60+53,30 14026,72+358,08 1680,89+258,13
Auxemma oncoccalyx EC 1304,35£16,06  '°1136,13£30,51  14376,33+612,19 42495,41+30,62
Chlorophora tinctoria CR 328,37+64,84 9,21+49,84 4227,344+462,53 ND
Cordia salzmanni CL 1213,61+37,84 981,69+38,26 8078,97+485,98 1894,87+53,29
Cordia salzmannii F 766,25+15,59 701,96+56,98 8235,53+251,67 1951,47+25,43
Cupania oblongifolia C 1856,61+3,64 824,17£79,40  °29791,39£1865,75 1983,22+11,43
Cupania platycarpa C 81835,36+6,84 926,11+£27,99 17392,03+904,06 87251,85+10,75
Ditassa Crassifolia CL 169,55+50,73 152,38+51,31 4933,18+336,54 1282,75+220,19
Dorstenia bryoniaeflora R 544,23+36,52 238,93+11,85 1766,81+£2217,17 399,09+267,98
Dorstenia bryoniaeflora F+S 285,29+45,71 23,05+8,46 824,63+262,78 785,97+165,18
Dorstenia bryoniaeflora 188,11+83,15 655,86+36,39 915,80+208,59 341,22+ 10,87
Erythrina mulungu F 648,57+60,31 371,88+36,37 6301,15+85,09 466,97+363,98
Erythrina mulungu C 128,96+40,41 70,32+16,42 1857,46+115,22 567,67+186,91
Erythrina vellutina F 41,98+46,56 9,068+29,58 4092,05+1092,90 1168,92+317,83
Euphorbia pulcherrima CL 220,43+£71,37 657,15+34,83 1728,38+207,49 708,54+155,59
Himatanthus obovata CL 145,99+37,75 614,51+ 29,38 2610,35+126,07 851,95+406,14
Himatanthus obovata 88,27+53,15 14,51+60,01 251,09+36,58 689,61+153,51
Hyptis fruticosa 390,48+52,39 216,51x18,71 3823,35+207,47 457,13+635,83
Jatropha curcas 306,17+45,90 20,11+45,04 927,59+397,17 0
Jatropha curcas CL 192,59+28,56 136,07+40,51 ND 671,91+£228,25
Mandevilla hirsuta CL 562,93+16,82 228,68+36,20 5954,65+258,91 12629,12+6,73
Mandevilla hirsuta F 87,84+30,35 220,52+22,59 ND ND
Mimosa tenuiflora C  %1955,73+48,6937 *1607,64+113,11 540297,00+224590  '°2157,02+36,95
Mimosa tenuiflora F 1731,59+50,38 688,20+5,46 3523,90+1268,83 ND
Morinda citrifolia 65,57+4,27 664,48+129,92 1255,00+269,15 560,98+102,50
Myracrodruon urundeuva CL *1971,84+30,90  51595,54+43,362  255594,46+1787,76  72337,91£15,70
Parkia platycephala CL 974,45+33,36 457,03+£28,62 7780,42+616,65 $2360,33+78,70
Pterodon polygalaeflorus CL 324,35+14,96 276,80+97,09 15792,67+835,85 ND
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Quassia amara F 41933,67+24,01 11743,69+61,64 2805,95+721,09 ND
Quassia amara R 96,10+62,32 ND 88,75+97,57 92206,43+18,37
Rheedia brasiliensis F 1337,07450,97  *1734,454263,24  '°26956,77+607,06  *2499,41+692,42
Rheedia brasiliensis CR 573,73+£20,49 402,59+217,39 7894,54+731,95 ND
Sapindus saponaria CC 434,66+69,67 772,92+32,74 5584,02+539,03 1241,42+ 369,73
Schinopsis brasiliensis Cc  *1911,56+36,89  °1566,18+31,40  '55762,17+2142,25  °2445,09+16,44
Simarouba amara CL 1187,00+47,52 893,00+31,60 735121,49+878,76 1583,45+44,25
Simarouba amara F 1103,55+21,75 573,68+141,91 8493,75+378,03 1065,86+51,87
Stryphnodendron obovatum F 3,94+95,11 ND 142,35+76,73 32495,89+34,98
Sysygium malaccense F 121,40+22,47 746,49+9,42 16304,95+192,57 1164,29+41,82
Terminalia catappa F '1997,52+19,62 $1339,53+93,63  ©37649,77+1522,96 1704,01+104,38
Terminalia catappa M 191665,09+36,69  71471,48+70,27  *42699,81+1895,10 1765,34+51,09
Terminalia catappa C 1588,80446,17  °1229,18+49,69  ¥34182,35+165,99 1311,26+ 65,78
Vernonia brasiliana F 162,94+47,87 ND 1240,05+173,62 1418,09+20,13
Vitex agnus-castus F 505,41+35,45 338,56+13,76 7830,70+224,46 1303,96+97,96
Vochysia sp. F ND 146,01+29,77 2930,54+461,30 ND

Legenda: F= folha; C= casca; R= raiz; S= semente; CC= Casca do caule; CR= casca da raiz, CL= Caule; M=madeira; F+R= fruto +

raiz; F+S= fruto + semente; ND Nio Detectado.

Niimeros superescritos representam as 10 melhores amostras em cada ensaio, na coluna.

No presente estudo, as amostras apresentaram resultados parecidos nos testes

DPPH e ABTS, quando se observa o mesmo extrato. Entre os 10 extratos que
demonstraram as melhores capacidades antioxidantes, pelos métodos DPPH e ABTS,
sete extratos sdo comuns aos dois ensaios, foram eles Terminalia catappa, Mimosa
tenuiflora, Myracrodruon urundeuva, Quassia amara, Schinopsis brasiliensis,
Auxemma oncoccalyx e Terminalia catappa, o que indica correlacao entre os métodos.
O método FRAP mede a capacidade de reducdo do complexo formado entre
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) e cloreto férrico hexa-hidrato (FeCI3 - 6H20), através
do aumento da absorvancia, com base em ions ferrosos formados, demonstrando assim
o potencial antioxidante da amostra (OU et al., 2002). A propriedade de reducdo indica
que os compostos antioxidantes sdo doadores de elétrons e podem reduzir os
intermediarios oxidados do processo de peroxidacgdo lipidica, de modo que atuam como

antioxidantes primdrios e secundérios (YEN e CHEN, 1995). Este ensaio ¢ o Unico que

mede diretamente antioxidante ou redutores em uma amostra, os demais ensaios sao
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mais indiretos, pois medem a inibi¢do das espécies reativas geradas na mistura
reacional, o que ird depender do tipo de espécies reativas usadas. Além disso, o ensaio
FRAP utiliza antioxidantes como redutores em uma reacdo colorimétrica ligada ao
redox e o pré-tratamento ndo ¢ necessario. Portanto, os fatores estequiométricos sao
constantes e a linearidade ¢ mantida ao longo de um grande intervalo (BLOMHOFF et
al., 2006).

Quanto a este ensaio, os resultados relatados no presente trabalho sdo
satisfatorios. Foram considerados correspondentes a atividade muito alta valores
maiores que 20000,0 ET/g de extrato seco. A variacdo encontrada inter extratos foi de
55762,17 pmol ET/g de extrato seco a nenhuma atividade. Os valores expressos por
72% dos extratos testados para o método FRAP foram superiores aos demonstrados
pelo estudo de Kang, Li e Liu (2010), que testavam extratos de Mitragyna rotundifolia
(Roxb.), cujos valores variaram de 139,69 a 1275,43 umol ET/g de extrato seco,
indicados como de poder antioxidante moderado.

Gallego et al. (2013) ao estudarem extrato de ervas aromaticas encontraram que
extratos de Thymus vulgaris e Lavandula angustifolia tinham um alto poder
antioxidante (3100 pmol ET/g de extrato seco e 2300 umol ET/g de extrato seco) e mais
uma vez, quando comparados aos resultados do presente estudo, as amostras Rheedia
brasiliensis (Folha), Cupania oblongifolia (Casca), Terminalia catappa (Casca),
Simarouba amara (Caule), Terminalia catappa (Folha), Mimosa tenuiflora (Casca),
Terminalia catappa (Madeira), Anacardium occidentale (Folha), Myracrodruon
urundeuva (Caule), Schinopsis brasiliensis (Casca do caule), Cupania platycarpa
(Casca), Pterodon polygalaeflorus (Caule), Sysygium malaccense (Folha), Auxemma
oncoccalyx (Entrecasca), Auxemma oncoccalyx Cc, Simarouba amara (Folha), Rheedia

brasiliensis (Casca da Raiz), Cordia salzmanni (Caule), Cordia salzmannii (Folha),
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Parkia platycephala (Caule), Vitex agnus-castus (Folha), Erythrina mulungu (Folha),
Mandevilla hirsute (Caule), Sapindus saponaria (Casca do caule), Ditassa Crassifolia
(Caule), Erythrina vellutina (Folha), Mimosa tenuiflora (Folha), Chlorophora tinctoria
(Casca da Raiz) e Hyptis fruticosa (Folha) apresentaram valores superiores. Isto
fortalece a ideia de que os extratos testados no presente estudo tém alto poder redutor.

De acordo com o estudo de Skowyra et al. (2014), que avaliou varios extratos de
Caesalpinia spinosa, cerca de 44% dos resultados aqui discutidos sdo mais potentes,
apresentando resultado superior a 5990,00 pmol ET/g de extrato seco, o valor mais alto
referido pelo autor para o método FRAP.

Ensaios baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio, como o teste
ORAC, apresenta um esquema de reacao competitiva, no qual antioxidante e substrato
competem por radicais peroxila gerados termicamente (DUDONNE et al., 2009). Este
ensaio baseia-se em um mecanismo reacional provocado pelos radicais peroxil que
representam as espécies reativas predominantes em sistemas biolégicos (MAGADULA
et al.,, 2011). O ORAC requer equipamentos caros ¢ de alto desempenho, mas ¢ até
entdo o unico método que leva em consideragdo a completa acdo dos radicais livres,
além disso, ele usa a técnica de area sob a curva (AUC) para quantificagdo, o que
permite combinar a porcentagem de inibi¢ao e o comprimento do tempo de inibicao dos
radicais livres pelos antioxidantes, em um unico valor (PRIOR e CAO, 1999; HUANG
et al., 2002).

Os valores encontrados para o ensaio ORAC variaram de 2629,12 pmol ET/g a
nenhuma atividade, uma variacao consideravel entre os extratos. Entre os que obtiveram
valores acima de 2000 pmol ET/g de extrato seco, considerados de alta atividade
antioxidante neste estudo, para o ensaio ORAC (Myracrodruon urundeuva — Caule;

Schinopsis brasiliensis - Casca do caule; Cupania platycarpa — Caule; Rheedia
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brasiliensis — Folha; Auxemma oncoccalyx - Entrecasca; Parkia platycephala — Caule;
Mandevilla hirsuta — Caule; Quassia amara — Raiz; Stryphnodendron obovatum —
Folha; Mimosa tenuiflora - Casca), foram similares aos observados por Gallego et al.
(2013), que estudaram extratos aromaticos de Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris e
Lavandula angustifolia, tendo apresentado atividade antioxidante alta, com valores
3200, 4600 e 4600 umol ET/g de extrato seco, respectivamente.

No estudo de Dudonné et al. (2009), os extratos de Eucalyptus globulus (2846
ET/g de extrato seco), Laurus nobilis (2963 ET/g de extrato seco), Populus nigra (2738
ET/g de extrato seco) e Rosa damascena (2382 ET/g de extrato seco) apresentaram
expressiva atividade antioxidante, segundo o ORAC, resultados estes bastante similares
aos encontrados para os extratos Myracrodruon urundeuva (Caule), Schinopsis
brasiliensis (Casca do caule), Cupania platycarpa (Caule), Rheedia brasiliensis (Folha),
Auxemma oncoccalyx (Casca do caule), Parkia platycephala (Caule), Mandevilla
hirsuta (Caule), Quassia amar (Raiz), Stryphnodendron obovatum (Folha), Mimosa
tenuiflora (Casca).

Entre os métodos que dosam a capacidade total da atividade antioxidante ¢
comum encontrar diferencas, visto que os mecanismos de agdo e as condigdes
reacionais sao diferentes, o que pode interferir na mensuracao da atividade (ARNAO,
2000; PRIOR, WU e SCHAICH, 2005).

Dos 49 extratos testados, aqueles que apresentaram os maiores valores foram
ranqueados e enumerados com algarismo superescrito, conforme Tabela 1. Das
amostras, 10 de cada ensaio foram selecionadas como promissores antioxidantes e
recomendados para continuacdo de estudos que envolvam o sequestro de radicais livres
e afins. No Quadro 2, pode ser vista a distribui¢do dos extratos mais potentes pelo

respectivo método. Foi considerado com alto poder antioxidante aqueles extratos que
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apresentaram valores acima de 1600,0; 1000,0; 20000,0 e 2000 umol ET/g de extrato

seco, respectivamente para os métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC. Estes foram os

pontos de corte para cada método, neste estudo.

Quadro 2. Distribui¢ao da capacidade antioxidante dos extratos que apresentaram alta atividade

nos diferentes métodos

Planta Parte ABTS* DPPH* FRAP* | ORAC*
Anacardium occidentale Folha 3

Auxemma oncoccalyx Casca do caule 6 3

Auxemma oncoccalyx Entrecasca 10 4
Cupania oblongifolia Casca 7 9

Cupania platycarpa Casca 8 8
Mandevilla hirsuta Caule 1
Mimosa tenuiflora Casca 2 5 10
Mimosa tenuiflora Folha 9 4

Myracrodruon urundeuva Caule 3 5 2 7
Parkia platycephala Caule 6
Quassia amara Folha 4 1

Quassia amara Raiz 9
Rheedia brasiliensis Folha 2 10 2
Schinopsis brasiliensis Casca do caule 5 6 1 5
Simarouba amara Caule 7
Stryphnodendron obovatum Folha 3
Terminalia catappa Madeira 10 7 4

Terminalia catappa Folha 1 8 6

Terminalia catappa Casca 9 8

*Nameros indicam o ranking inter método.

Como pode ser notado, dentre os extratos, principalmente os que apresentaram

as maiores atividades em cada método, muitos foram eficientes em inibir a oxidagao por

diferentes métodos. Dentre os extratos que apresentaram importante atividade

antioxidante, 3 extratos foram comuns a todos os métodos, sdo eles: Myracrodruon
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urundeuva (Caule), Mimosa tenuiflora (Casca), Schinopsis brasiliensis (Casca do
caule). No que diz respeito a atividade sequestradora de radical pelos métodos DPPH e
ABTS, 7 extratos demonstraram atividade por ambos os ensaios foram eles
Myracrodruon urundeuva (Caule), Mimosa tenuiflora (Casca), Schinopsis brasiliensis
(Casca do caule), Terminalia catappa (Madeira), Terminalia catappa (Folha),
Quassia amara (Folha), Auxemma oncoccalyx (Casca do caule). Além desses,
Terminalia catappa (folha) e Terminalia catappa (madeira), demonstraram atividades
pelos métodos ABTS, FRAP e ORAC, e a Rheedia brasiliensis (Folha) comum a FRAP
e ORAC. Tais resultados levantaram a necessidade de testes de correlacdo entre os
métodos

Apos analise de correlagdo, observou-se no presente estudo correlacao positiva e
significativa para os métodos DPPH, FRAP, ABTS e ORAC para os diferentes extratos
testados (Tabela 2). De forma similar a este estudo, Awika et al. (2003) observaram alta
correlagdo entre ABTS, DPPH e ORAC para amostras de sorgo e seus produtos, em
consonancia com o presente estudo. Cabe ressaltar, que houve fraca correlacdao entre os
métodos FRAP ¢ ORAC no presente estudo, como demonstrada na Figura 5 e Tabela 2.
Em divergéncia o estudo de Ou et al. (2002), que demonstrou ndo haver correlagao entre
as técnicas FRAP e ORAC em mais de 927 amostras vegetais secas ¢ armazenadas em
freezer, enquanto que esses métodos revelaram alta correlagdo para a fruta nirtilo no

estudo de Connor, Luby e Tong (2002).

Tabela 2. Coeficiente de correlagdo (7) entre os ensaios.

ORAC DPPH ABTS
DPPH 0,633*
ABTS 0,535%* 0,814*
FRAP 0,378%* 0,546* 0,674*

*p<0,01; **p<0,05
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Figura 5. Correlacdo entre os ensaios ABTS e ORAC, coeficiente de correlagdo 0,535
(a); Correlacdo entre os ensaios DPPH e ORAC, coeficiente de correlagdo R 0,633 (b);
Correlacao entre os ensaios FRAP ¢ ORAC, coeficiente de correlagdo r = 0,378.
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Os diferentes coeficientes de correlagdo foram comparados entre si para verificar

de algum par de métodos,

possuia uma magnitude

significativamente menor que a de outro par (Tabela 3). Apenas 4 pares de correlagdo

diferiram significativamente uns dos outros. Isso pode ser explicado por dois

fendmenos. Primeiro, a magnitude da correlagdo entre ABTS e DPPH (r = 0,814) foi

consideravelmente alta, fazendo com que esses dois métodos sejam altamente

concordantes no contexto destes extratos. A correlagdao entre FRAP e ORAC (r = 0,378)

foi consideravelmente baixa.
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A presente investigagdo comprova a ideia de que algumas plantas sdo fontes
promissoras de antioxidantes naturais, principalmente no que diz respeito a flora
brasileira que, dada a sua diversidade, ainda ¢é pouco estudada. A correlagdo
significativa entre os ensaios antioxidantes indica que as medidas da capacidade
antioxidante total dos extratos vegetais sdo consistentes, visto que os ensaios avaliam
diferentes caracteristicas do poder antioxidante de cada extrato. No entanto,

generalizagdes entre os métodos FRAP e ORAC devem ser tomadas com cuidado.

Tabela 3. Comparacao de pares de métodos antioxidantes pelo teste z

Primeiro par (r) Segundo par (r) Valor dez Valor
dep
ABTS e DPPH (0,814) ABTS e FRAP (0,674) 1,88 NS
ABTS e DPPH (0,814) ABTS e ORAC (0,535) 2,83 <0,01
ABTS e DPPH (0,814) DPPH e FRAP (0,546) 3,30 <0,01
ABTS e DPPH (0,814) DPPH e ORAC (0,633) 1,83 NS
ABTS e DPPH (0,814) FRAP e ORAC (0,378) 3,2 <0,01
ABTS e FRAP (0,674) ABTS e ORAC (0,535) 1,01 NS
ABTS e FRAP (0,674) ABTS e ORAC (0,535) 1,79 NS
ABTS e FRAP (0,674) DPPH e ORAC (0,633) 0,3 NS
ABTS e FRAP (0,674) FRAP e ORAC (0,378) 2,24 <0,05
ABTS e ORAC (0,535) DPPH e FRAP (0,546) 0,61 NS
ABTS e ORAC (0,535) DPPH e ORAC (0,633) 1,15 NS
ABTS e ORAC (0,535) FRAP e ORAC (0,378) 1,3 NS
DPPH e FRAP (0,546) DPPH e ORAC (0,633) 0,6 NS
DPPH e FRAP (0,546) FRAP e ORAC (0,378) 1,28 NS
DPPH e ORAC (0,633) FRAP e ORAC (0,378) 1,86 NS

4. CONCLUSAO

Os extratos vegetais, provenientes de plantas nativas da flora brasileira, testados
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neste estudo, foram considerados potenciais fontes de compostos fitoquimicos que
exercem atividade antioxidante in vitro. No entanto, como estes compostos, que sao 0s
provaveis resposnsaveis pela atividade ndo foram identificados, faz-se necessario que
estudos adicionais sejam desenvolvidos para caracterizar estes componentes. Ou
mesmo, identificar se ha um efeito sinérgico envolvido, nos diversos extratos estudados.
E ainda importante ressaltar que a atividade demonstrada principlamente pelos
extratos Terminalia catappa (Casca), Auxemma oncoccalyx (Entrecasca), Cupania
oblongifolia (Casca), Cupania platycarpa (Casca), Simarouba amara (Caule),
Mandevilla hirsuta (Caule), Stryphnodendron obovatum (Folha), Parkia platycephala
(Caule), Mimosa tenuiflora (Folha), Anacardium occidentale (Folha), Quassia amara
(Raiz), considerada alta por um ou mais métodos testados, os capacita para a
consecucao de estudos, ndo sé in vivo, como também para outras atividades biologicas.
No que diz respeito aos métodos, os testes de correlagdo indicaram correlagao
positiva e significativa entre os ensaios ABTS, DPPH, FRAP e ORAC donde se conclui
que, para as amostras vegetais testadas, ha forte relacdo entre os métodos. Sendo entdo,
necessario avaliar com cautela a necessidade de realizacdo de todos os testes em um

mesmo contexto, conforme recomenda a literatura.
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RESUMO

Os produtos de glicacao avangada (AGE) sdo um grupo heterogéneo de compostos, cuja
atividade esté relacionada a capacidade destes de modificar as propriedades quimicas e
funcionais das mais diversas estruturas bioldgicas. Estudos com animais sugerem que a
restricdo de AGE na dieta pode exercer diversos efeitos protetores € o uso de
determinadas plantas medicinais parece oferecer beneficios adicionais para pacientes
diabéticos, por combinarem propriedades antiglicantes e antioxidantes. O presente
trabalho teve como objetivo determinar a atividade antiglicante de extratos de plantas
nativas da flora barasileira, com reconhecida atividade antioxidante e a possibilidade de
correlagdo entre os testes antiglicante e antioxidantes. Estes extratos, foram previamente
analisados pelos métodos ABTS (Determinagdo da atividade antioxidante total pela
Captura do Radical livre 3-etil-benzotiazolina-6- 4cido sulfonico), DPPH
(Determinagao da atividade antioxidante pela capacidade sequestradora do radical 2,2-
difenil-1-picrilidrazil), FRAP (Determinacao da Poder Antioxidante Total pela Reducao
do fon Férrico) e ORAC (Método capacidade de Absor¢do do Radical Oxigénio). A
atividade antiglicante foi verificada utilizando-se a mistura reacional de
BSA:Glicose:Frutose, mais o extrato ou composto quimico padrao, aminoguanidina.
Foram detectados AGE fluorescentes por método espectrofluorimétrico. Dentre os
extratos testados, 15 foram eficientes em inibir a glicacdo (valores de ICsy variaram de
17,67 — 134,75 pg/mL); no entanto, trés ndo demonstraram a mesma atividade. Entre os
extratos ativos, 5 ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a aminoguanidina
(ICso = 20,60 pg/mL), foram elas Cupania oblongifolia Mart. (Casca), Myracrodruon
urundeuva Allemao (Folha), Auxemma oncocalyx Taub. (Casca do caule), Schinopsis

brasiliensis Engl. (Folha), Mimosa tenuiflora Wild. (Folha), denotando a caracteristica
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de antiglicagdo por parte destas amostras vegetais, semelhante ao padrdo. Andlises de
correlagdo foram conduzidas e demonstraram haver correlacdo negativa e significativa
entre o ICsy da atividade antiglicante ¢ os métodos ABTS e DPPH, levando a crer que
esses ensaios sdo melhores preditores da atividade antiglicante, nas amostras
pesquisadas. Analises de isolamento e caracterizagdo de compostos com atividade
antiglicante estdo em curso. Os extratos vegetais analisados pela presente proposta sdo
bastante promissores € podem indicar um novo caminho para o desenvolvimento de
bioprodutos que possam ser uteis no tratamento de doengas que envolvem a geracao de

AGE.

ABSTRACT

The advanced glycation end products (AGE) are a heterogeneous group of compounds
whose activity is related to their ability to modify the chemical and functional properties
of diverse biological structures. Animal studies suggest that AGE restriction in the diet
can have many protective effects and the use of certain medicinal plants seem to offer
additional benefits for diabetic patients, by combining antyglicant and antioxidant
properties. This study aimed to analyze extracts, with recognized antioxidant activity,
for antyglicant activity in vitro, and to assess if these activities correlates with each
other. These extracts were previously analyzed by ABTS methods (Determination of
Antioxidant Activity Total for free Radical Capture 3-ethyl-6-sulfonic acid
benzothiazoline), DPPH (Determination of antioxidant activity by scavenging capacity
of the radical 2,2-diphenyl-1 -picrilidrazil), FRAP (Determination of Antioxidant
for ferric reducing antioxidant power) and ORAC (method oxygen radical absorbance

capacity). The antyglicant activity was performed using the reaction mixture BSA:
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glucose: fructose with the addition of the extract or the standard chemical compound,
aminoguanidine. AGE were detected by spectrofluorimetric method. Among the
extracts tested, 15 were effective in inhibiting glycation (ICsy values ranged from 17,67
— 134,75 pg/mL), although three did not show activity. Among the active extracts, 5
showed no significant difference from aminoguanidine (ICsp = 20,60 pg/mL), were
they Cupania oblongifolia Mart. (Bark), Myracrodruon urundeuva
Allemao (Leaf), Auxemma oncocalyx Taub. (Stem bark), Schinopsis brasiliensis
Engl. (Leaf), Mimosa tenuiflora Wild. (Leaf), denoting the characteristic of anti-
glycation by these plant samples, same as the standard. Correlation analyzes were
conducted and demonstrated a negative correlation between the ICsy antyglicant activity
and ABTS and DPPH methods, leading to the belief that these tests are better predictors
of antyglicant activity in the studied samples. The plant extracts here analyzed are very
promising and may indicate a new path for the development of bioproducts that may be

useful in treating diseases that involves AGE generation.

1. Introducao

A glicacdo ¢ o resultado da ligacdo de um grupo amina de proteina com um
grupo carboxila de um acucar redutor, como frutose ou glicose, sem ag¢do de uma
enzima. Esta ¢ muitas vezes referida como “Reacdo de Maillad” ou “Glicagdo nao
enzimatica”. Os Produtos Finais de Glicagdo Avangada — AGE sdao produzidos
endogenamente e fora do corpo, nos alimentos, que por sua vez sdo consumidos
(BODIGA; EDA e BODIGA, 2014). Os AGE dos alimentos sdo absorvidos no
intestino, caem na circulagdo sanguinea e podem se depositar nos tecidos, serem

metabolizados ou excretados na urina (SEMBA; NICKLETT e FERRUCCI, 2010).



81

O actimulo de AGE promove consequéncias fisiologicas importantes em
pacientes com diabetes, doengas cardiovasculares e renais (KILHOVD et al.,2007),
entre outras. Esses componentes podem induzir estresse oxidativo e ligagdes cruzadas
entre moléculas, que causam dano celular e tecidual, por prejudicar a funcao e liberagdo
das proteinas envolvidas (ULRICH e CERAMI, 2000). Através dos receptores de AGE
— RAGE, que sdo encontrados principalmente nas superficies celulares (BASTA, 2008),
AGE como a Ne-(carboxymethyl)lysine (CML) pode iniciar caminhos de sinalizagdo
associados as respostas proinflamatatorias ¢ NF-«B (ULRICH e CERAMI, 2000;
BIERHAUS, et al., 2005), favorecendo o surgimento e a progressdo das diversas
complicagdes do diabetes, por exemplo (URIBARRI, et al., 2010).

Estudos em animais sugerem que a restricdo de AGE na dieta pode exercer
diversos efeitos protetores, como preservacao da estrutura morfoldgica das ilhotas de
Langerhans e melhora da sensibilidade a insulina, aumento da concentragdo sérica das
lipoprotéinas de alta densidade (HDL colesterol), melhora da cicatrizacao de feridas no
diabetes e prevencdo da aterosclerose, da restenose apoOs angioplastia e do
desenvolvimento do diabetes tipo 1 (HOFMANN et al., 2002; LIN et al., 2002; PEPPA
et al. 2003). Estudos demonstraram os beneficios do uso de plantas medicinais, que
combinam propriedades antiglicantes e antioxidantes, em pacientes diabéticos
(AHMAD e AHMED, 2006).

A glicagdo de proteinas geralmente ¢ acompanhada por reacdoes de oxidagao.
Embora o envolvimento de reacdes de oxidagdo na glicacdo seja reconhecido, os
caminhos ainda sao pouco esclarecidos. A autoxidacdo de produtos de Amadori pode
formar compostos dicarbonilicos de proteinas via uma proteina enediol para a geragao
de radicais livres. Uma vez formados, esses compostos podem contribuir para a

formagdo de AGE (AHMED, 2005). Reagdes de glicoxidacdo podem gerar AGE, como
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a carboximetilisina ou pentosidina (MONNIER, 2003). Portanto, acredita-se que AGE
induzem o estresse oxidativo e vice-versa; desta forma, radicais livres podem ser
gerados por proteinas glicadas e por consequéncia, também podem acelerar a geragao de
proteinas glicadas (BAYNES e THORPE, 1999). Assim, acredita-se que extratos que
exercem atividade antioxidante podem também exibir atividade antiglicante.

Portanto, a presente proposta teve como objetivo determinar a atividade
antiglicante de extratos de plantas nativas da flora barasileira, com reconhecida
atividade antioxidante e a possibilidade de correlagdo entre os testes antiglicante e

antioxidantes.

2. Material e métodos

Para a mensuragdo da atividade antiglicante foram preparadas solu¢des contendo
albumina sérica bovina (BSA 2mg/mL), glicose (200 mM) e frutose (200 mM), diluidos
em tampao fosfato de s6dio monobasico monoidratado (100 mM) (pH 7,4). Procedeu-se
a confeccdo dos meios de incubagdo contendo BSA (1 mg/mL), glicose (100 mM),
frutose (100 mM) com o composto teste, extrato de planta, ou composto quimico
padrdo, a aminoguanidina, (veiculo; 80% EtOH; 20% H,0) em 100 mM de tampao
fosfato de sodio. Foram analisadas 7 diferentes concentragdes (3,125; 6,25; 12,5; 25;
50; 100; 200 pg/mL) dos extratos, para a determinagdo de ICso. Uma vez que o BSA ¢
autofluorescente, foi feito um controle negativo contendo glicose (100 mM), frutose
(100 mM), BSA (1 mg/mL) e veiculo (100 mM tampao fosfato) e controle positivo,
contendo aminoguanidina, cujas concentragdes variaram de 0,39 a 50 pg/mL (0,30;
0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 pg/mL) preparados a partir de solugdo estoque de 1

mg/mL, composto com estabelecida atividade antiglicante (WU e YEN, 2005).



83

As amostras foram incubadas a 37 °C, sob o abrigo de luz e agitadas por um
periodo de 7 dias e, posteriormente, a formag¢dao de AGE foi quantificada por meio de
espectrofluorimetria (Aex = 355 € Aem = 440). As fluorescéncias resultantes dos ensaios
experimentais nas diferentes concentragdes, que continham BSA, agucar, extrato ou
padrdo puro e dos controles negativos foram comparadas com seus cognatos brancos
para excluir a fluorescéncia da linha de base. As fluorescéncias (F) corrigidas para o
controle negativo (Fcontrole negativo) e para os tratamentos experimentais
(Fexperimental corrigido) foram utilizadas para determinar a porcentagem de inibicao
da formagao de AGE, através da seguinte formula (BEAULIEU et al., 2010):

% de inibigdo = (Fcontrole negativo — Fexperimental corrigido / Fcontrole negativo)

Dezoito extratos, previamente testados para atividade antioxidante pelos
métodos ABTS, DPPH, FRAP ¢ ORAC, foram testados para atividade antiglicante. O
resultado foi demonstrado pela média = DP de ICsg, definido como a quantidade do
composto (png/mL) necessario para reduzir 50% da formacdo de AGE, em comparacdo
com o controle negativo. O efeito dos extratos vegetais sobre a formacao de AGE foi
analisado usando Analise de Variancia (ANOVA). Foi calculado o coeficiente de
correlagdo de Pearson e construidos graficos de dispersdao em pontos para verificar as
relacdes entre os diferentes pares de métodos de ensaios antioxidantes e atividade

antiglicante. P <0,05 foi considerado como significancia estatistica.

3. Resultados e discussao

O resultado da andlise de dose dependéncia dos extratos vegetais € do composto

padrdo, aminoguanidina, pode ser visto na Tabela 1. Os valores sdo demonstrados em

média = DP do ICso. Uma vez que os resultados sdo dados através da dose necessaria
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para inibir 50% da glicacdo, maior serd o potencial antiglicante do extrato, quanto
menor for o ICs). Portanto, ndo apresentar diferenca significativa em relagdo a
aminoguanidina, permite dizer que esses extratos demonstraram atividade semelhante
ao padrao.

Pode-se perceber, que a glicagdo foi eficientemente inibida por 15 dos 18
extratos testados, cujos valores de ICs variaram de 17,67 — 134,65 pg/mL. No entanto,
trés amostras vegetais nao demonstraram exercer atividade alguma, foram elas,
Simarouba amara Aubl., Anthurium affine Schott., Ditassa crassifolia Decne, conforme
Tabela 1.

Os extratos Cupania oblongifolia Mart. (Casca), Myracrodruon urundeuva
Allemao (Folha), Auxemma oncocalyx Taub. (Casca do caule), Schinopsis brasiliensis
Engl. (Folha), Mimosa tenuiflora Wild. (Folha), os quais ndo apresentaram diferenca
significativa em comparacao ao composto padrdo aminoguanidina, um reconhecido
agente antiglicante sintético, foram eficientes em inibir a glicacdo em estagios iniciais
(Figura 2). Nao ha relatos na literatura cientifica de que estes extratos tenham atividade
inibitéria da glicag¢do in vitro ou in vivo, 0 que aumentou a motivagdo para a presente

proposta.

O trabalho de Harris et al. (2011), que estudou o efeito de plantas medicinais
sobre a formagdo de AGE in vitro, promovendo a reagdo a partir de
BSA:Glicose:Frutose, demonstrou que alguns extratos foram eficientes em inibir a
glicagdo avancada, em concentragdes que variaram de 0,4 — 38,6 pg/mL. Os extratos de
Rhododendron groenlandicum (1Cso = 7,0 ug/mL), Vaccinium vitis-idae L. Oeder (ICs
= 10,8 pg/mL), Populus balsamifera L. (1Cso = 21,9 ng/mL), Abies balsamea L. (1Cso =

34,2 pg/mL), Sarracenia purpurea L. (ICso = 38,6 pug/mL) apresentaram resultados
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semelhantes aos encontrados no presente estudo. Especialmente aqueles extratos que

ndo demonstraram diferenga significativa em relagdo a aminoguanidina (Figura 2).

Tabela 1. Comparacgéo dos extratos de plantas testadas para atividade antiglicante ¢ do composto padrao

aminoguanidina
Extratro/padrao Parte da planta Familia (G Desvio-Padrao
pug/mL

Aminoguanidina - 20,60 0,05
Auxemma oncocalyx Taub. Casca do caule Boraginaceae 17,67 0,67
Cupania oblongifolia Mart. Casca Sapindaceae 29,80 0,66
Schinopsis brasiliensis Engl. Casca Anacardeaceae 33,55 10,11
Mimosa tenuiflora Wild. Folha Leguminosae 38,81 0,93
Myracrodruon urundeuva Allemao Folha Anacardeaceae 40,92 5,17
Terminalia catappa L. Casca Combretaceae 49,61 0,14
Quassia amara L. Folha Simaroubaceae 57,86 4,71
Terminalia catappa L. Madeira Combretaceae 58,69 0,12
Rheedia brasiliensis Mart. Folha Guttiferae 76,25 1,60
Cordia salzmannii DC. Folha Cordeaceae 78,62 37,17
Cordia salzmannii DC. Caule Cordeaceae 94,21 1,68
Terminalia catappa L. Folha Combretaceae 115,05 6,00
Parkia platycephala Benth. Caule Leguminosae 130,85 2,47
Anacardium occidentale L. Folha Anacardeaceae 131,11 5,81
Auxemma oncocalyx Taub. Entrecasca Boraginaceae 134,75 5,85
Simarouba amara Aubl. Caule Simaroubaceae NA -
Anthurium affine Schott. Caule Araceae NA -
Ditassa crassifolia Decne. Caule Asclepiadaceae NA -

NA Amostra ndo atingiu 50% de inibi¢do nas concentracdes testadas

O estudo de Gutiérrez et al. (2010), que apresentou resultados baseados no
modelo BSA-frutose, considerou importante atividade inibitoria contra AGE os extratos
cujos ICsyp variaram de 23,1 — 94,32 ng/mL. Os extratos que demonstraram maior

eficacia, Piper auritum (ICso = 20,07 ug/mL), Origanum majorana (I1Csy = 38,16
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pg/mL), Crotolaria longirostrata (1Csy = 77,24 pg/mL) e Bixa orellana (ICsy = 94,32
pg/mL), e o composto quimico padrdo aminoguanidina (ICsy = 28,2 pug/mL) foram
semelhantes aos resultados encontrados pelo presente estudo, especialmente os extratos
Auxemma oncocalyx (1Csy = 17,67 ug/mL), Cupania oblongifolia (ICso = 29,84 ng/mL),
Schinopsis brasiliensis (1Cso = 33,55 ug/mL), Mimosa tenuiflora (ICso = 38,81 pg/mL)
e Myracrodruon urundeuva (I1Cso = 40,92 ng/mL) foram eficientes em inibir a glicagdo,
assim como a aminoguanidina (ICso = 20,60 pg/mL).

Adicionalmente, ao estudar plantas nativas das ilhas Mascarenhas e utilizadas na
medicina popular como antidiabéticas, Mahomoodally et al. (2012) observaram que os
extratos crus de Antidesma madagascariense Lam.(ICsyp = 28 ug/mL) , Faujasiopsis
flexuosa Lam. (ICsp = 55 pg/mL) e Ocimum tenuiflorum L. (ICsp = 31 pg/mL)
exibiram atividade antiglicante, quando comparado a aminoguanidina (ICsp = 21
pg/mL), havendo variacao de acordo com a fracao do extrato testado. Os achados sao
semelhantes aos dos extratos testados no presente, o que refor¢a a importante atividade
antiglicante encontrada no exposto.

Em contrapartida o estudo de Kusirisin et al. (2009), que utilizou método
bastante semelhante ao presente, em que o modelo adotado para indugdo da glicacdo foi
a mistura BSA, glicose e frutose, apresentou resultados melhores que os do presente
trabalho. Ao estudar extratos de plantas, utilizadas na medicina popular Tailandesa, os
autores observaram que entre os extratos testados, os valores de ICs, variaram de 0,01 —
8,89 nug/mL. Estes valores s3o mais de duas vezes menores que o encontrado no extrato
Auxemma oncocalyx Taub. (Casca), o mais ativo entre os 15 extratos ativos

documentados aqui.
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Figura 1. Atividade antiglicante dos extratos ativos para atividade antiglicante
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Existem evidéncias de que agentes capazes de exercer atividade antioxidante sejam
também capazes de inibir a formacdo de AGE (NAKAGAWA et al., 2002). Os extratos testados
no presente estudo para atividade inibitéria da formacdo de AGE fluorescentes in vitro, e que
foram previamente testados para atividade antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH, FRAP ¢
ORAC, possibilitaram as andlises de correlacdo entre as diferentes atividades antioxidante e a
atividade antiglicante, que podem ser vistos na Tabela 2.

Apoés andlise de correlacdo, observou-se correlagdo negativa e significativa entre os
métodos ABTS e o ICsy da atividade antiglicante (r = -0,525; p = 0,045), assim como entre
DPPH e ICs da atividade antiglicante (r = -0,570; P = 0,026). Nesse caso, podemos afirmar que
para os extratos testados, os ensaios de atividade antioxidante que foram melhores preditores da
atividade antiglicante foram os métodos DPPH e ABTS. Vale ressaltar que como os valores para
quantificacdo da inibigdo da formagdo de AGE sao dados pelo ICsg, € interessante que quanto
maior a atividade antioxidante, o valor de ICsy seja menor, para que isto signifique a relagao

entre as atividades antioxidantes e a antiglicante.

Tabela 2. Coeficiente de correlagdo (r) entre os ensaios que medem a capacidade antioxidante dos extratos e a

atividade antiglicante

ABTS DPPH FRAP ORAC

Correlagd@o de Pearson -0,525 -0,570 -0,228 0,260
Atividade antiglicante (ICsy pg/mL) Grau de significancia 0,045% 0,026* 0,415 0,391
Numero de amostras 15 15 15 13

T*p<0,05

Estes dados estdo em consondncia com os relatados por Dainpomak, Senakun e
Siriamornpun (2014), encontraram correlagdo positiva e altamente significativa entre os métodos
ABTS e a inibi¢do da glicagdo (resultado dado em % de inibi¢do), assim como entre 0 método
DPPH e a inibicao da glicagdo (resultado dado em % de inibicdo), ao estudarem variedades de

arroz (Oryza sativa L.) tailandés. De modo similar, o estudo de Premakumara, et al. (2013),
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encontrou correlacdo positiva e significativa entre o ensaio ABTS e a atividade antiglicante
(resultado dado em % de inibi¢cdo) ao testar variedades de arroz (Oryza sativa L.) do Sri Lanka.
Adicionalmente, o trabalho de Park et al. (2012) mostrou correlagdo positiva e significativa entre
o ensaio DPPH e a atividade inibitéria de AGE para o extrato de Corni fructus, popularmente
conhecido como antidiabético, em concordancia com os resultados aqui relatados. Foi verificada
correlagdo negativa, porém nao significativa entre o ensaio FRAP e a inibicdo da glicagdo.
Curiosamente, foi observada correlacao positiva e nao significativa entre ORAC e a inibi¢ao da

glicagdo.

4. Conclusao

Diante do exposto, pode-se perceber que dentre os 18 extratos de plantas nativas da flora
brasileira, testados para atividade antiglicante e previamente testados para atividade antioxidante
(métodos ABTS, DPPH, FRAP ¢ ORAC), 15 foram eficientes em inibir a glicagdo, in vitro,
candidatanto-os a promissores agentes de atenuagdo de doengas associadas ao acumulo de AGE.
Resultados de isolamento e identificacao de compostos ativos estao ainda em curso, e acredita-se
possibilitardo melhores respostas.

Quanto a correlacdo entres os métodos, s6 houve correlagdo entre o ABTS e atividade
antiglicante, e, DPPH e atividade antiglicante, demonstrando serem esses os melhores preditores
da atividade antiglicante, para os extratos analisados.

Estudos adicionais in vivo sdo necessarios, para que possam ser verificadas e

comprovadas, tanto as atividades antioxidante e antiglicante, quanto a correlacdo entre elas.
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Abstract

Advanced glycation endproducts (AGE) are the result of post-translational changes to proteins,
which ultimately compromise their structure and/or function. The identification of methods to
prevent the formation of these compounds holds great promise in the development of alternative
therapies for diseases such as diabetes. Plants used in traditional medicine are often rich sources
of anti-glycation agents. Therefore, in this study, we investigated the anti-glycation activity of
one such compound, Oncocalyxone A (Onco A). Using spectrofluorimetric techniques, we
determined that Onco A inhibits AGE formation in a concentration-dependent manner. Its 1Cs
value (105.71 uM) was almost two times lower than the standard anti-glycation compound
aminoguanidine (191.13 pM). The excellent anti-glycation activity of Onco A makes it an
exciting candidate for the treatment of diseases associated with excessive accumulation of AGE.
However, additional studies are necessary to identify its mechanism of action, as well as the in

vivo response in suitable model organisms.

1. Introduction

Glycation is a non-enzymatic protein modification that occurs when proteins react with
sugar molecules and/or metabolized intermediates, such as glyoxal or methylgloxal. These
reactions occur both in vitro and in vivo. The first step of the process, the Maillard reaction, leads
to the irreversible formation of advanced glycation end products (AGE), which ultimately
interact with proteins resulting in damage and degradation. The accumulation of AGE plays an
important role in age-related disorders and heart failure due to diabetic complications (Bodiga,
Eda & Bodiga, 2014).

AGE arise as the result of post-translational protein modifications (Brownlee, Cerami, &
Vlassara, 1988), and these changes may promote protein-protein interactions through the

formation of intra- and intermolecular bonds, ultimately resulting in dysfunctional protein
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structure and/or function. In the blood, significant accumulation of AGE alters protein dynamics,
and this has been attributed to premature aging and the increasing incidence of chronic diseases
(Yamaguchi, Ariga, Yoshimura, & Nakazawa, 2000). Indeed, there is a large body of work
indicating that nonenzymatic glycation is involved in other disorders as well, such as arthritis,
atherosclerosis, chronic renal failure, Alzheimer's disease, nephropathy, neuropathy, and
cataracts (Saraswat, Reddy, Muthenna, & Reddy, 2009). Therefore, controlling the formation of
these harmful intermediaries via anti-glycation agents has far-reaching implications in the
treatment of various diseases.

There have been several proposed mechanisms of action of these anti-glycation agents,
including: (1) the elimination of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species
(RNS), mainly hydroxyl radicals and superoxide radical anions, to decrease oxidative stress and
reduce the generation of carbonyl or dicarbonyl groups; (2) the elimination of Amadori products
and Schiff bases by preventing the formation of carbonyl and dicarbonyl compounds; (3) the
chelation of free metals as the formation of AGE are related to the presence of transition metal
ions; (4) the inhibition of the formation of an Amadori product in the final stage of glycation; (5)
by breaking protein crosslinks promoted by AGE; (6) the occlusion of cellular AGE receptors
(RAGE), which can reduce oxidative stress and inflammation in biological systems, and
ultimately, prevent the late stAGE of glycation. Among the mechanisms described above, the
first four are documented for naturally occurring anti-glycation products, while the final two are
more commonly attributed to therapeutic agents such as aspirin, aminoguanidine, and
diethylenetriaminepentaacetic acid. Antioxidant compounds are of particular interest as
candidates as anti-glycation agents, given that they inhibit the formation of naturally occurring
AGE, providing a strong therapeutic prospect toward delaying and preventing diabetic
complications. Still, the mechanisms that account for the inhibitory pathways described above

are poorly understood (Wu, Huang, Lin, & Yen, 2011).
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ROS and RNS play important roles in the non-enzymatic glycation of proteins
(Vasconcelos et al, 2007). In recent years, several natural products have been characterized as
having anti-glycation activity, and often this correlates with antioxidant properties (Ramkissoon,
Mahomoodally, Ahmed, & Subratty, 2013). There are reports that many food products
containing antioxidant compounds are able to eliminate ROS and RNS generated during
glycation, as well as prevent the auto-oxidation of reducing sugars and Amadori products, and
both are favorable ways for the inhibition of AGE (Elosta, Ghous, & Ahmed, 2012).

The characterization of biological compounds identified in plant extracts is still in its
infancy, due in large part to the significant biodiversity that exists, especially among Brazil’s
flora. The isolation and possible development of an anti-glycation biocompound from these
plants would be a highly relevant biotechnological discovery with significant importance for
individuals worldwide (Beaulieu et al., 2010).

The Auxemma oncocalyx Taub (Boraginaceae) is plant native to Brazil’s Northeast
region, and it is quite common in the state of Ceara. Popularly known as “pau branco,” it is used
locally as an astringent and for the treatment of wounds (Ferreira Nunes Leal, Person, Lemos, &
Viana, 2003). Chemical studies of 4. oncocalyx Taub resulted in the isolation and
characterization of various quinones. The first compound isolated from the ethanolic extract was
oncocalyxone A [rel-8a-hydroxy-5-hydroxymethyl-2-methoxy-8a, p-methyl-7, 8, 8a, 9-
tetrahydro-1 4-anthracenedione] (Onco A; Figure 1), which is characterized as a red solid, and
most abundant quinone in this fraction (Pessoa et al., 1993; Pessoa et al., 1995).

Onco A exhibited various activities in vivo, including cytotoxic, analgesic and antioxidant
functions, and inhibitory effects on inflammation, edema, platelet aggregation and
tumorigenicity (Ferreira et al. 2003; Ferreira Nunes, Fontenele, Pessoa, Lemos, & Viana, 2004;
Ferreira et al, 2008; Pessoa et al, 2004). Additionally Onco A is known to inhibit cell growth by

damaging DNA (Person et al. 2004, Costa et al., 2012). Strikingly, Sivagnanam, Kalaivanan, and
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Rajamanickam (2013) reported that Onco A isolated from leaves of Prenanthes sarmentosus
exerted anti-diabetic effects in rats with alloxan-induced diabetes. The animals had significantly
lower blood glucose levels in the treated rats than the controls and an overall increase in body
weight.

With the above in mind, the objective of this study was to characterize the inhibition of

AGE formation and potential anti-glycation activity of Onco A in vitro.

2. Methods

To measure anti-glycation activity, solutions of bovine serum albumin (BSA 2 mg / mL),
glucose (200 mM) and fructose (200 mM) were first prepared in sodium phosphate monobasic
monohydrate buffer (100 mM pH 7.4). Incubation media consisted of BSA (1 mg / mL), glucose
(100 mM), fructose (100 mM) and either Onco A or aminoguanidine (solvent; 80% EtOH, 20%
H,0) in 100 mM sodium phosphate buffer. Six different concentrations of Onco A (10.35; 41.39;
82.78; 165.56; 331.13; 662.25 uM) were analyzed to determine ICsy. Once the BSA was auto
fluorescent, a negative control consisting of glucose (100 mM), fructose (100 mM), BSA (1 mg /
mL) and vehicle (100 mM phosphate buffer), and a positive control (Wu & Yen, 2005)
containing aminoguanidine (3.52-452.38 uM), were prepared. The samples were incubated in
the dark at 37 °C with constant stirring for 7 days and the formation of AGE was quantified by
spectrofluorimetry (Aex = 355 and Aep = 440 nm).

Fluorescence readings and controls were normalized to corresponding blanks to exclude
baseline fluorescence. The fluorescence (F) corrected for the negative control (F negative control) and
experimental treatments (Fexperimental corrected) Were used to determine the percentage of inhibition
of the formation of AGE using the following formula (Beaulieu et al., 2010):

Inhibition Percentage = (Fnegative control — F experimental Corrected/ Fnegative control)-
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The ICs values, defined as the amount of compound (M) necessary to reduce 50% of

AGE formation as compared to the negative control, were determined using regression analysis.

3. Results and Discussion

Figure 2 shows dose response analysis for Onco A. Glycation was efficiently inhibited by
Onco A in a concentration-dependent manner. The anti-glycation activity of the compound (ICsg
= 105.71 uM) was almost twice that of the current standard, aminoguanidine (ICso = 191.13
uM), reinforcing the excellent activity demonstrated by this quinone.

The anti-glycation activity observed in the present study is in agreement with the findings
of Khan, Mughal, Khan, Naz, Perveen, and Choudhary (2010). While testing derivatives of N-
aroyl-isatin, the group reported that of their 15 compounds tested, 6 displayed anti-glycation
activity with ICsy values ranging from 18.01 to 171.3 uM. These values are notably lower than
aminoguanidine (268.7 uM). Additionally, Khan et al. (2009) analyzed 27 bis-Schiff bases
derived from isatins and found three with excellent anti-glycation activity. These compounds had
ICsp values in the range of 243.95-291.14 uM, which exceeded the standard used in their study,
rutine (294.46 uM). In fact, these values were over two times higher than those obtained for
Onco A, reinforcing again the significance of the anti-glycation activity reported here.

Additionally, Onco A was found to be twice as effective as ethyl heamatommate, the
most active compound (ICsp = 220.55 uM) isolated from Parmotrema cooperi by Choudhary et
al. (2011), and three times as effective as the standard compound, rutin (ICso = 294.5 uM), used
in their study. The authors reported that the presence of carbonyl and hydroxyl groups might be
responsible for the anti-glycation activity of this series of compounds. Magadula, Mbwambo,
Gatto Derbré, Guilet, and Richomme (2014) found that morelloflavona, an isolated biflavonoid
from Garcinia volkensis, was a very effective inhibitor of AGE formation with an ICs a little

lower than that of Onco A (78 uM).
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Muhammad, Saeed, Adhikari, Khan, and Khan (2013) discovered that a derivative of
cinnamic acid, the 2,4-dihydroxy-5-methoxy-cinaminic acid, isolated from the plant Viola
betonicifolia moderately inhibited the formation of AGE, with ICs, value of 355 pM. Note this is
three times greater than the ICsy of Onco A (105.71 uM). Park, Kim, & Kwon (2010) have
reported that three compounds isolated from Lespedeza maximowiczi are actually more active
than Onco A, with ICs values ranging from 5.4-20.6 uM.

Regarding the molecular mechanism of Onco A, it is possible that its anti-glycation
effects are via ROS inhibition, as this compound has been identified in previous antioxidant
studies from Ferreira et al. (2003). The authors demonstrated that the quinone fraction of A.
oncocalyx, consisting mainly of Onco A, has hepatoprotective effects in the CCly-induced
hepatotoxicity rat model, where both free radicals and lipid peroxidation are involved. They
clarified that these hepatoprotective effects were mediated by the fraction’s antioxidant function,
which was verified by surveying the plasma activity of alanine-amino transferase (ALT) and
aspartate-amino transferase (AST). However, this may not be the sole anti-glycation mechanism
presented by Onco A.

Importantly, Ferreira et al. (2008) identified the anti-platelet aggregation activity of Onco
A, which is associated with increased levels of cGMP-independent nitric oxide (NO) and
blockade of the glycoprotein GP Iba. Accumulation of AGE in tissues, and the corresponding
dysfunction in platelet aggregation, may promote diabetic complications such as retinopathy,
neuropathy, and renal dysfunction (Ono, Aoki, Ohnishi, Yasuda, Kawano, & Tsukada, 1998).
Yamagishi, Fujimori, Yonekura, Yamamoto and Yamamoto (1998) examined the effects of AGE
on the production of prostacyclin (PGI2), an antithrombogenic prostanoid, and the inhibitor of
endothelial plasminogen activator 1 (PAI-1). They found that increased accumulation of AGE
promotes platelet aggregation and PAI-1 expression, while also inhibiting prostacyclin

expression, in endothelial cells. This suggests that AGE have the ability to trigger platelet
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aggregation and fibrin stabilization, resulting in a predisposition to thrombogenesis, and
ultimately, the development of diabetic vascular complications (Yamagishi et al., 1998). It
appears likely that the inhibitory effects of Onco A on platelet aggregation are related to its anti-
glycation activity, as there is an intimate association with excessive formation of AGE and the
stimulation of platelet aggregates.

Thus, it is possible that the three major functions attributed to Onco A, antioxidant, anti-
diabetic, anti-platelet aggregation are associated to the anti-glycation properties of the

compound.

4. Conclusion

Onco A demonstrated potent inhibitory effects on glucose/fructose induced protein
glycation, and this superior activity suggests it may potentially serve as a viable treatment
targeted at preventing diabetic complications, as well as slowing the onset and progression of
other AGE-related diseases. However, these findings should be taken with some caution, given
the moderate cytotoxicity of the compound.

Still, it seems reasonable to propose that the dramatic effects Onco A has on reactive
oxygen and platelet aggregation are associated with the anti-glycation activity demonstrated in
this study, although the signaling mechanisms remain poorly understood. For these reasons,
future studies in model organisms are both appropriate and necessary to further understanding of

the benefits of Onco A.
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Figure 1. Chemical structure of Oncocalyxone A
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Figura 2. Dose-dependent inhibition of the fluorescent AGE formation by the Onco A, via
spectrofluorimetric method. 7 0.98
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Table 1: Anti-glycation activity of pure compounds

108

References Compounds uM Used method”
Aminoguanidine 191.13  BSA/Glucose/ Fructose
Oncocalyxone A 105.71
Khan et al., 2010 Aminoguanidine 268.7 BSA/Glucose
1-Benzoyl-1H-indol-2,3 dione 18.01
170.2
1-(3-Methylbenzoyl)-1H-indol-2,3 dione
80.18
1-(4-Nitrobenzoyl)-1H-indol-2,3 dione 117.91
. . 72.5
1-(3-Chlorobenzoyl)-1H-indol-2,3 dione
171.3
1-(4-Chlorobenzoyl)-1H-indol-2,3 dione
1-(2-Fluorobenzoyl)-1H-indol-2,3 dione
Khan et al., 2009 Rutin 29446  BSA/MGO™
291.14
3,4-Dihidroxybenzaldehyde-N-(2-ox0-1,2-
dihidro-3H-indol-3-ylidene) hidrazone
257.61
4-Nitrobenzaldehyde-N-(2-o0xo0-1,2-dihydro-3H-
indol-3-ylidene) hidrazone 243.95
2-Nitrobenzaldehyde-N-(2-0x0-1,2-dihidro-3H-
indol-3-ylidene) hidrazone
Choudhary et al. (2011) Rutin 2945  BSA/MGO™
Ethyl Heamatomate 220.55
Magadula et al., 2014 Morelloflavona 78.0 BSA/D-ribose
Parketal., 2010 Aminoguanidine 479 BSA / Glucose
2'4' 5-triidroxy-[5"-(1,2-diidroxy-1-methylethyl)- ~ 20.6

Diidrofuran (2",3":7,8)]-(3S)-isoflavanone

18.4




109

2'4',5-triidroxy-[5"-(1,2-diidroxy-1-methylethyl)-

diidrofuran(2",3":7,8)]-(3R)-isoflavanone 5.4
Catechin
Muhammad et al., 2013  Rutin 294 BSA/Glucose/MGO
2,4-diidroxy-5-methoxy-cinnamic acid 355

" Base components used to promote glycation.” MGO Methylglioxal
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A relacdo entre ensaios de atividades antioxidantes e antiglicante parece ser um
importante caminho, embora inicial, para a obtencdo de bioprodutos ou farmacos que possam

atenuar as complica¢des geradas por doengas associadas ao acumulo de AGE.

Todos os extratos testados para atividade antiglicante foram previamente analisados
também para atividades antioxidantes, por diferentes métodos. Visando estudar a possivel
correlagdo existente entre as atividades antiglicante e antioxidantes, observou-se que dos 49
extratos testados 19 foram, por um ou mais ensaios, eficiente em inibir a oxidagao. Esta triagem
possibilitou correlacionar as atividades antiglicante e antioxidante, que demonstrou serem os
métodos ABTS e DPPH melhores preditores da atividade antiglicante, ou seja para estimar a
atividade antioxidante parecem ser esses ensaios antioxidantes os que indicardo com mais

precisdo se as amostras irdo promover a inibicao da glicacao, no refeido meio de incubagao.

A atividade antiglicante de extratos de plantas nativas da flora brasileira foi verificada em
15 das 18 amostras testadas, sendo que cinco extratos apresentaram resultados iguais ao da
aminoguanidina. Esta informagdo confirma a importancia destes extratos (Cupania oblongifolia
Mart. (Casca); Myracrodruon urundeuva Allemao (Folha); Auxemma oncocalyx Taub. (Casca do
caule); Schinopsis brasiliensis Engl. (Folha); Mimosa tenuiflora Wild. (Folha)) como

promissores agentes atenuantes da glicagao.

Adicionalmente, ao verificar que a Auxemma oncocalyx (entrecasca) foi um extrato
eficiente em inibir a glicacdo tanto quanto a aminoguanidina, o estudo de uma quinona isolada
deste mesmo extrato foi também testado para atividade antiglicante. Esta quinona, Oncocalixona
A, demonstrou potente efeito inibidor da glicagdo sugerindo ser este um agente potencial para

atenuagao de doengas associadas ao acimulo de AGE.

Acredita-se que amostra de Cupania oblongifolia Mart. (Casca), uma vez que foi

eficiente em inibir a glicagdo, oferece perspectivas promissoras para o desenvolvimento de um
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bioproduto, por isso analises de isolamento e caracterizacdo de compostos ativos para atividade

antiglicante seguem sendo estudas.

Assim, a continuagdo dessa pesquisa ¢ necessarioapara que se possa comprovrar todas

estas respostas, por sua vez in vivo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
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O estudo dos mecanismos que envolvem os AGE tem atraido interesse de importantes
centros de pesquisa em todo o mundo, uma vez que ¢ possivel contribuir para a melhora no
diagnostico e tratamento de diversas doengas cronico-degenerativas. Nesse contexto, o Brasil
apresenta-se como potencial desenvolvedor de pesquisas que contribuiriam com os avangos
cientificos na area, especialmente no que diz respeito aos agentes inibidores deste tipo de

glicacao.

A investigacdo de agentes com capacidade de inibir a formacdo de AGE ¢ uma
importante estratégia para o desenvolvimento de bioprodutos e/ou drogas, capazes de atenuar os
efeitos de doencas associadas ao acumulo desses produtos. A inibi¢do dessa reacao,
especialmente exercida por produtos naturais, ¢ um caminho que pode ajudar milhares de

pessoas que sofrem com diversas desordens metabolicas.

Um método eficaz e pouco custoso foi utilizado para verificar a atividade inibitoria
exercida por plantas sobre a formagao de AGE, habitualmente usadas na medicina popular, o que
nos permitiu tragar um panorama, bastante promissor, desta area da pesquisa. Até entdo, esta ¢ a
primeira investigacao das propriedades de anti-glicacdo dos extratos estudados e estes resultados
podem ajudar a desenvolver pesquisas que busquem reconhecer os efeitos destas amostras

vegetais sobre a saide humana.

Os principais achados do presente estudo, extratos com importante atividade antiglicante,
sinalizam um trajeto promissor para o desenvolvimento de agentes com potencial para inibir a
glicagdo, principalmente aqueles que combinam atividade antiglicante e antioxidante. Assim,
esse estudo deve ser considerado como mais um indicador de extratos de plantas nativas da flora
brasileira, que combinam as atividades citadas, in vitro. No entanto, ainda sdo necessarias novas
investigacdes cientificas com o uso dos mesmos em diferentes contextos, como por exemplo, em

animais e em ensaios clinicos.
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Trabalhos futuros do nosso grupo incluirdo a avaliagdo in vivo dos efeitos benéficos de
alguns dos extratos testados e de componentes fitoquimicos dos mesmos e com reconhecida
atividade antiglicante. Em um modelo animal, a diabetes serd induzida, procedendo-se testes
com a planta e seus compostos isolados, para que o uso destes como agentes inibidores da
glicagdo, agora in vivo, possa ser comprovado e assim, incentivar estudos com humanos. Estudos
desta natureza serdo importantes para ajudar na atenua¢do de doengas em que ha o excesso de

formacao de AGE, como por exemplo, no diabetes tipo 2.

Adicionalmente ¢ intencao do grupo, desenvolver um bioproduto a base dos compostos
isolados do extrato de planta mais promissor e passivel de consecucdo dos estudos, neste caso a

Cupania oblongifolia.
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