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RESUMO

A glicacdo é uma reagdo ndo enzimatica que se da no meio bioldgico ou em alimentos, e que
ocorre entre agucares redutores e grupos nucleofilicos de biomoléculas. Este trabalho visou
avaliar a progressao da glicacdo da hemoglobina, através da formacao de produtos de glicacdo
avancada (AGEs) e alteracdes estruturais na banda de Soret, tendo em vista 0 uso de glicose e
frutose como aglcares redutores no processo de glicacdo da hemoglobina. A partir desses
estudos é possivel notar que as alteracdes sofridas no sistema glicado por frutose ocorreram de
tal forma que foi possivel perceber uma maior formacdo de AGEs, visto que a frutose se
mostrou um agucar redutor mais reativo que a glicose. Em paralelo foi realizado um tratamento
com o composto fendlico escolhido, o piceatanol, sendo possivel observar o seu efeito protetor
na hemoglobina frente as alteracdes causadas pelos acUcares redutores em sua estrutura, bem
como excelente capacidade de inibicdo dos AGEs, nos indicando que ele possui um potencial

promissor na inibicao da glicagdo e/ou vias que possam levar ao estresse carbonilico.

Palavras-chave: AGEs; glicacdo; acUcar redutor; piceatanol.



ABSTRACT

Glycation is a non-enzymatic reaction, which occurs in the biological environment or in food,
and which occurs between reducing sugars and nucleophilic groups of biomolecules. This work
aimed to evaluate the progression of hemoglobin glycation, through the formation of AGEs
(Advanced Glycation End-Products) and structural alterations in Soret's band, considering the
use of glucose and fructose as reducing sugars in the process of hemoglobin glycation. From
these studies, it is possible to notice that such alterations suffered in the system glycated by
fructose occurred in such a way that it was possible to perceive that presented greater formation
of AGEs, since fructose proved to be a more reactive reducing sugar than glucose. In parallel,
a treatment was carried out with the chosen phenolic compound, piceatannol, being possible to
observe its protective effect on hemoglobin against changes caused by reducing sugars in its
structure, as well as its excellent capacity to inhibit AGEs, indicating that it has a promising

potential for use in inhibition of glycation and/or pathway that may lead to carbonyl stress.

Keywords: AGEs; glycation; reducing sugar; piceatannol.
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1 INTRODUCAO

A glicacdo é uma reacdo ndo enzimatica, que se da no meio biolégico ou em alimentos,
e que ocorre entre acucares e grupos nucleofilicos de biomoléculas, podendo também se referir
a sequéncia de reacdes ndo enzimaticas que se inicia quando acgucares redutores como glicose e
frutose reagem com grupos nucleofilicos de aminoacidos constituintes de proteinas, lipideos ou
acidos nucleicos, gerando os chamados produtos de glicacdo avangada (AGEs, acronimo em
inglés para Advanced Glycation End-Products) (RAHMANIFAR; MIROLIAEI, 2020;
TORRES et al., 2018).

A reacdo de glicacgdo inicia-se com a adi¢cdo de uma amina primaria a um agucar redutor
(glicose, por exemplo), formando uma carbinolamina intermediaria, que por sua vez sofre
desidratacdo, produzindo uma base de Schiff instdvel que sofre o chamado rearranjo de
Amadori, levando entdo a compostos mais estaveis - os produtos de Amadori -, cuja
caracteristica principal consiste na geracdo da funcdo amino-carbonila. Estes intermediérios
podem sofrer enolizacdo, que pode ser seguida por uma série de reacdes de desidratacdo e
hidrolise formando espécies carbonilicas altamente reativas (RCS, acrébnimo em inglés para
Reactive Carbonyl Species), como os compostos - dicarbonilicos, 1-desoxiglicosona e 3-
desoxiglicosona (3DG). Os compostos dicarbonilicos formados neste processo reagem com o
grupo amino de aminoéacidos para a formacdo dos AGEs (TORRES et al., 2018).

Os AGEs possuem a capacidade de modificar as propriedades quimicas e funcionais de
diversas estruturas biolégicas devido a geracao de radicais livres, formacao de ligagdes cruzadas
com proteinas ou de interacGes com receptores celulares. Em consequéncia disso, eles causam
inimeras disfuncdes fisioldgicas no organismo (TORRES et al., 2018).

A formacdo dos AGEs ocorre de forma principalmente enddgena, em condicgdes
fisiol6gicas em todos os tecidos e fluido corporais, porém, podem ser introduzidos no organismo
de forma exo0gena, através de dieta, fumo, exposicdo a radiacdo UV, alcool, poluicdo e outros
(LIMA, 2019). Os AGEs afetam sobretudo moléculas de meia-vida longa, como a hemoglobina
- uma proteina de suma importancia para o ser humano, tendo como principal fungdo o
transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos e de CO2 dos tecidos para os pulmdes -, e
pode exercer uma importante fungdo no processo natural do envelhecimento e contribui para o
aparecimento ou agravamento de diversas doencas (PATELS et al. 2021). Sob condic¢es de
hiperglicemia a hemoglobina é frequentemente glicada, sendo clinicamente conhecida como

hemoglobina Alc (HbAlc), possuindo papel fundamental no monitoramento do indice
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glicémico em pacientes diabéticos, pois esta diretamente relacionada ao risco de complicagdes
da doenca (BEM; KUNDE, 2006). Os AGEs sdo os principais mediadores patogénicos das
complicacdes diabéticas, como a retinopatia diabética (deterioracdo da visdo), a nefropatia
diabética (declinio da funcdo renal) e a neuropatia diabética (degeneracdo dos neurdnios)
(TORRES et al., 2018).

Além disso, os AGEs também tém sido relacionados a fibrilacdo progressiva de proteinas
levando a formacdo de depdsitos amildides, como B-amildide, prions, tau e transtirretina
(FEROZ et al. 2020). Vérios disturbios neuroldgicos humanos, tais como Alzheimer, Parkinson
e Huntington tém sido associados ao acumulo destes agregados tdxicos, nos quais foram
identificados a presenca de proteinas glicadas (ZAMAN et al. 2019). Como esses disturbios
afetam milhdes de pessoas todos 0s anos a busca por compostos que possam evitar a agregagéo
de proteinas € uma prioridade de saude publica.

A capacidade de inibir a formacdo de AGEs € conhecida como atividade antiglicante. O
primeiro agente antiglicante explorado em testes clinicos descritos na literatura foi a
aminoguanidina (Pimagedine) para a prevencdo da retinopatia diabética, porém ndo se obteve
sucesso uma vez que apresentou efeitos colaterais relacionado a seu uso cronico. No presente,
vem sendo muito explorada por grupos de pesquisas a busca por agentes antiglicantes que nédo
apresentem efeitos colaterais. Existem diversos mecanismos para a inibi¢cdo da formacdo de
AGEs, dentre eles impedir a formacdo dos AGEs, através do uso de substancias que inibem a
progressao da reacdo de Maillard, bloqueando uma de suas etapas, como por exemplo o acido
ascorbico, a Aspirina®, a metformina e a aminoguanidina; promover a transglicacdo das bases
de Schiff e produtos de Amadori, utilizando fa&rmacos como a hidralazina; promover a quebra
da ligacdo cruzada entre AGE e proteinas, dentre outros mecanismos (TORRES et al., 2018).

As atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antiglicante de polifendis tém sido
amplamente estudadas em varios modelos experimentais in vitro. Os resultados mostram que 0s
polifendis podem inibir a biossintese de AGEs e seus efeitos prejudiciais a satde por meio das
suas propriedades antioxidante, capacidade quelante de metais, interagdo proteica, captura de
MG, e/ou blogueando o receptor para produtos finais de glicagéo avancada (RAGE) (XAVIER,
2018).

Um dos polifendis estudados é o piceatanol, que é um analogo estrutural relacionado ao
resveratrol, pertencente ao grupo dos estilbenos. E encontrado em fontes naturais como

améndoas, amendoim, chas, frutas vermelhas e maracuja, mas principalmente nas uvas e nas
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sementes dos maracujas (ZOMER et al., 2022). Estudos tém mostrado uma série de
propriedades biologicas promotoras de saude para o piceatanol, com énfase no potencial

antioxidante, anti-inflamatdrio e anticancerigeno (BANIK et al., 2020).

Neste trabalho buscou-se estudar o processo de glicagédo da hemoglobina, junto com as
mudancas causadas pelos acucares redutores em sua estrutura. Além de analisar o efeito protetor

do polifenol escolhido frente a inibicdo da formacao dos AGEs.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hemoglobina glicada

O termo hemoglobina glicada (HbA1c) refere-se a um conjunto de substancias formado
com base em reacGes entre a hemoglobina A (HbA) e alguns agucares. A HbA é a forma
principal e nativa da hemoglobina (Hb), sendo que a HbAo é o principal componente da HbA.
Na pratica, esta corresponde a chamada fracdo ndo-glicada da HbA. Por outro lado, a HbAl
total corresponde a formas de HbA carregadas mais negativamente devido a adicao de glicose
e outros carboidratos. Existem varios subtipos de HbA1 distintos, que sdo separados por meio
de cromatografia e/ou eletroforese, tais como HbAlal, HbAla2, HbAlb e HbAlc. Desses
todos, a fracdo HbAlc, ou apenas Alc, € a que se refere a hemoglobina glicada propriamente
dita, cujo terminal valina da cadeia beta esta ligado a glicose por meio de uma ligacao estavel e

irreversivel, como é mostrado na Figura 1l (NETTO et al., 2009).

Figura 1 — Esquema simplificado da formagéo da HbAlc.

NH-Val NH=Val

base de Schiff rearranjo de Amadori produto de Amadori
(HbA1c)

glicose carbinolamina

Fonte: Adaptado de Rocha, 2023.

A HbAlc, embora seja utilizada desde 1958 como uma ferramenta de diagndstico na
avaliacdo do controle glicémico em pacientes diabéticos, a dosagem da Alc passou a ser cada
vez mais empregada e aceita pela comunidade cientifica apos 1993, depois de ter sido validada
atraveés dos dois estudos clinicos mais importantes sobre a avaliagdo do impacto do controle
glicémico sobre as complicacdes cronicas do diabetes mellitus (DM): o Diabetes control and
complications trial (DCCT) (1993) e o United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS)
(1998) (NETO et al., 2009).
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O DM pode ser acompanhada de complicacGes cronicas que estdo associadas a elevada
morbidade e mortalidade. A nefropatia diabética acomete mais de um terco dos pacientes e € a
causa mais comum de doenca renal terminal e ingresso em programas de hemodidlise, e a
retinopatia diabética é a principal causa de cegueira entre os 20-74 anos. As doencas
cardiovasculares (DCV) séo responsaveis por mais de 50% das mortes em pacientes com DM
tipo 2 (DM2) e por 30% das internagdes em centros de tratamento intensivo (CAMARGO;
GROSS, 2004).

Para o diagnostico do DM foi proposta, no ano de 2009, a utilizagdo de HbAlc, que é
produzida na presenca de hiperglicemia, por conseguinte, quanto mais elevadas as taxas de
glicose livre no sangue, maior a propor¢do de HbAlc. O exame de HbAlc tem a vantagem de
estimar a média da concentracdo de glicose no sangue nos ultimos 60 a 90 dias, diferentemente
da glicemia de jejum ou do teste de tolerancia a glicose, que medem em momentos especificos
(MALTA et al., 2019).

Ademais, a manutencdo do nivel de Alc abaixo de 7% é considerada como uma das
principais metas no controle do DM. Os dois estudos supramencionados indicaram que as
complicacdes crénicas comecam a se desenvolver quando os niveis de Alc estdo situados
permanentemente acima de 7%. Algumas sociedades médicas adotam, inclusive, metas

terapéuticas mais rigidas de 6,5% para os valores de Alc (NETO et al., 2009).

2.2 Glicagdo ndo enzimatica

A glicacdo ndo enzimatica foi descrita pela primeira vez pelo bioquimico francés Louis
Camille Maillard (1878-1936), em 1912 e por isso também é conhecida como reacdo de
Maillard. Em seus experimentos, Maillard descobriu que ao misturar glicina com glicose e
submeter ao aquecimento a mistura adquiria a coloragdo marrom intensa. Observou também que
a reacdo ndo é limitada a glicina e glicose, mas também a outros aminoacidos, peptideos e
acucares que reagem da mesma maneira, embora em diferentes graus (ARAGNO;
MASTROCOLA, 2017; YEH et al., 2016; HELLWING; HENLE, 2014).

Essa reacé@o é complexa e envolve vérias etapas que geralmente levam varios dias ou até
mesmo semanas para se completar. Essas etapas reacionais envolvem a formacao de inimeros

compostos que conferem aroma, sabor e coloragdo caracteristicos aos alimentos como também
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levam a formacdo de produtos de glicagdo avancada (AGESs). Essa reacdo pode também trazer
consequéncias negativas para a saide como a perda de aminoacidos essenciais e a geracao de
doencas relacionadas ao envelhecimento. Durante as primeiras décadas apds sua descoberta, 0s
estudos sobre a reacdo de Maillard tiveram como principal foco, alimentos e sistemas
alimentares, tendo sido também realizados estudos que acompanharam efeitos da reacdo de
Maillard em produtos de papel, material téxtil, no solo e compostos biofarmacéuticos (XAVIER,
2018; YEH et al., 2016; DIAS, 2009).

Porém, foi apenas nas ultimas quatro décadas que estudos dirigidos a identificar esse
tipo de reacdo no corpo humano tém sido realizados e estes visam identificar distarbios que tal
reacao provoca em organismos in vivo, bem como suas implicacdes e peculiaridades (VISTOLI
et al 2013). Como mencionado anteriormente, a HbAlc é utilizada como biomarcador para

avaliar a concentracdo média de glicose no sangue no exame clinico de pacientes diabéticos.

Como mostrado a seguir, os produtos oriundos dessas reacdes basicas de adicao
nucleofilica em grupos carbonilicos de agucares, que levam a modificacdo de biomoléculas com
grupos amina livres, séo aceitos como importantes eventos patogénicos, pois estdo associados
com o estresse oxidativo e a inflamacéo, processos que estdo relacionados a um grande nimero
de distarbios crénicos, como diabetes, aterosclerose, doenca de Alzheimer, entre outros
(HENNING & GLOMB, 2016, URIBARRI et al., 2015). Tais fatos tornam a reacdo de glicagéo
atual e relevante, mesmo ap6s mais de 100 anos de sua descoberta.

A base quimica da reacdo de glicacdo € muito complexa e apresenta varios estagios,
como é possivel ver na Figura 2. De uma maneira sucinta, relaciona-se ao ataque nucleofilico
de um grupo amino de um aminoacido ao grupo carbonilico de um acucar redutor ou lipidio
oxidado, dando origem a uma base de Schiff instavel, que se rearranja formando um produto de
Amadori mais estavel (URIBARRI et al., 2015). Essa interacdo amino-carbonilica que
caracteriza o estagio inicial da reacdo de Maillard é também conhecida como glicacdo néo-
enzimatica, sendo os residuos de aminoacidos das proteinas, 0s principais sitios dessa rea¢do. A
partir da formacdo dos denominados produtos de Amadori, podem ocorrer vérias reagdes como
oxidacdo e desidratagdo, levando a formacdo de compostos dicarbonilicos reativos, tais como o
metilglioxal e o glioxal. Estes compostos sdo muito mais reativos que 0s agucares redutores,

podendo atacar novos grupamentos amino em proteinas, levando a formacéo dos AGEs.



Figura 2 - Esquema simplificado das principais etapas da reacéo de Maillard.

OH

Glicose NHR NHR
Carbinolamina Base de Schiff Rearranjo de Amadori
CH,0OH HOw.
hidrolise
+ g —
- NH:R

1-desoxiglocosona 3-desoxiglocosona

Fonte: Silva, 2023.

2.3 AGES e doencas relacionadas

Produto de Amadon
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Na fase final da glicacdo, os compostos dicarbonilicos formam adutos com os residuos
de proteinas de arginina e lisina, denominados de AGEs (Figura 2) (XAVIER, 2018). Eles sdo

caracterizados em quatro grupos, considerando a diversidade de estruturas quimicas e a

capacidade de emitir fluorescéncia: (1) AGEs de reticulagdo fluorescente, como pentosidina e

crossline; (2) AGEs de reticulacdo ndo-fluorescente, incluindo, por exemplo, dimero de glioxal

lisina (GOLD), dimero de metilglioxal lisina (MOLD) e reticulantes de MG e hidroimidazolona

(MGO-H1); (3) AGEs néo-fluorescentes ndo reticulantes, como carboxietil lisina (CEL),

carboximetil-lisina (CML) e pirralhinha; e (4) AGEs fluorescentes e nao reticulantes, incluindo
argpirimidina (ArgP) (Figura 3) (TWARDA-CLAPA et al., 2022; XAVIER, 2018). Com

excecdo da pirralina e da pentosidina, a produgdo de AGEs é irreversivel. Os AGEs também

podem ser gerados por uma variedade de outras reagdes, incluindo a oxidagdo de agUcares,



20

lipidios e amino&cidos, que origina as espécies carbonilicas reativas (ECRs), que por sua vez se

ligam covalentemente as proteinas (XAVIER, 2018).

Figura 3 - Estrutura de alguns dos principais AGEs. CML = carboximetil-lisina, CEL =
carboxietil-lisina, MG-H1 = metilglioxal hidroimidazolona isdmero 1, ArgP = argpirimidina,
GOLD = dimero de glioxal lisina, MOLD = dimero de metilglioxal lisina.
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Fonte: Xavier, 2018.

Os AGEs, por meio da capacidade de modificar as propriedades quimicas e funcionais
de diversas biomoléculas (ABATE et al., 2015), representam um grupo heterogéneo de
compostos potencialmente tdxicos, associados a inflamacgédo e ao estresse oxidativo. Os AGEs
acumulam-se na matriz extracelular (MEC) de varios tecidos, contribuindo para o
desenvolvimento de diversas doengas cronicas, como artrite, distdrbios neuroldgicos, canceres,
diabetes e distarbios cardiovasculares, Figura 4 (BYUN et al. 2017). Além disso, eles sdo
antigénicos, ou seja, induzem respostas imunes. Os AGEs causam prejuizos fisioldgicos por
meio de mecanismos diversos, dentre eles estdo a formacao de ligagOes cruzadas estaveis entre
proteinas intra e extracelulares, alterando suas conformacfes nativas e comprometendo suas

funcdes bioldgicas, além de promover a geragéo de radicais livres (ANGUIZOLA et al., 2013).
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Figura 4 - AGEs e doengas relacionadas

. Artrite
Doengas neurologicas

Canceres

Fonte: Autora, 2023.

O excesso de glicose presente no sangue do paciente diabético aumenta a formacao dos
AGEs e de compostos dicarbonilicos. Porém, apesar da glicose ser frequentemente vista como
o principal precursor de AGEs, ela é consideravelmente menos reativa que 0s a-oxaloaldeidos,
como glioxal (GO), metilglioxal (MGO) e 3-desoxiglucosona (3-DG), que surgem do
metabolismo glicolitico e podem formar AGEs muito rapidamente. Por exemplo, GO reage com
residuos de arginina para formar carboximetil-arginina (CMA), enquanto MGO pode dar
origem aos AGEs N -(carboxietil) lisina (CEL) e arginina-hidroimidazolona. As concentragdes
desses carbonilos reativos aumentam em células expostas a alta glicose e ocorrem em niveis
elevados no soro diabético, e constituem a principal fonte de AGEs in vivo. De fato, em doencas
de estresse carbonilico, como a nefropatia diabética, os AGEs podem atingir niveis
excepcionalmente altos (STITT, 2010). Assim, pacientes diabéticos apresentam de duas a trés
vezes mais modificagdes nos residuos de lisina e arginina que uma pessoa normal, uma vez que
aminoacidos que apresentam grupo amino nas cadeias laterais reagem preferencialmente
(HELLWING; HENIE; BAKING, 2014). O organismo apresenta outros mecanismos de defesa
contra os AGEs, além dos receptores, como as enzimas oxaldeido redutase e aldose redutase, as
quais reagem com os derivados dicarbonilicos reativos, e as glioxilases | e Il que interrompem

as reacdes de glicacdo em diferentes estagios. Porém esses mecanismos sdo inibidos na presenca



22

de excesso dos AGEs, principalmente em pacientes diabéticos, por isso, a busca por substancias
que inibem a formacdo dos AGEs é muito importante (TORRES et al., 2018).

Figura 5 - Inibidores da reacdo de Maillard nos diferentes estagios
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Fonte: Adaptado de Xavier, 2018

2.4 Piceatanol

Os estilbenos sdo metabolitos secundarios, pertencentes ao grupo dos compostos
fenolicos e agem como fitoalexinas, protegendo as plantas contra estresse, lesdo e radiacdo
ultravioleta (UV). Além disso, sdo compostos bioativos, com amplas propriedades promotoras
da saude e sdo encontrados em fontes vegetais naturais como as berries, nozes, chas, uvas, vinho
tinto e sementes de maracuja. (ZOMER et al., 2022)

Piceatanol (trans-3,3,4,5-tetrahidroxiestilbeno) é um analogo estrutural relacionado ao
resveratrol, pertencente ao grupo dos estilbenos. E encontrado em fontes naturais como
améndoas, amendoim, chas, frutas vermelhas e maracuj, mas principalmente nas uvas e nas
sementes dos maracujas (Figura 6). Estudos tém mostrado uma série de propriedades bioldgicas
promotoras de salde para o piceatanol, com énfase no potencial antioxidante, anti-inflamatério

e anticancerigeno (BANIK et al., 2020) . Embora o resveratrol tenha sido o estilbeno mais
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conhecido e estudado, estudos demonstraram que o piceatanol é encontrado em quantidades
superiores ao resveratrol em diversas fontes naturais de plantas e, alem disso, devido a presenca
do grupo hidroxila adicional na posicdo 3' em sua estrutura, tem mostrado algumas atividades
biologicas superiores as do resveratrol, entre elas, ser mais facilmente absorvido por ingestao
via oral; ter maior estabilidade metabdlica in vivo; possuir maior atividade anticancer; possuir
maior efeito antitumoral; ter maior atividade anti-tirosinase durante a melanogénese, inibindo
a producao de melanina; possuir maior atividade anticarie, entre outras atividades. (ZOMER et
al., 2022)

E, além de ser biossintetizado pelas plantas, o piceatanol também j& foi identificado no
metabolismo humano como metabdlito do resveratrol por hidroxilacdo da enzima citocromo
P450 CYP1B1, que é altamente expressa em tumores humanos, convertendo resveratrol em
piceatanol (POTTER et al., 2002).

Figura 6 — Fontes naturais do piceatanol.

fi » i
i =

Amendoim [2,17-5.31 pg/g]

Piceatanol
I~ oH

B T IR W

Tikde

Chas — preto, vermelho e verde,
limdo e camomila [11 - 68 pg/g]

Frutas vermelhas — Uva [0.04
— 037 pg/e (fruta). 139.6
pg/mL (sementes) e 12 — 160
ng/g (caule)]

i 1
Maracwja [1.7 pg/g (fruta) e 4800
ng'e (sementes)]

Fonte: Autora, 2023; Rocha, 2023.
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3 EXPERIMENTAL E METODOS

3.1 Experimental

3.1.1 Reagentes, solventes e equipamentos

Na Tabela 1 estdo listados os reagentes e solventes que foram utilizados neste trabalho,

enquanto na Tabela 2 encontram-se 0s equipamentos utilizados nas anélises.

Tabela 1 - Reagentes e solventes utilizados neste trabalho

Reagentes Marca
Hemoglobina humana Sigma Aldrich Brasil Ltda.
Piceatanol AK scientific (USA)
Frutose Sigma Life Science
Glicose Sigma Life Science
Cloreto de sodio Dinamica
Azida de sddio Merck Brasil Ltda.
Fosfato de sodio bibasico Synth
Fosfato de sodio monobasico hidratado Dinamica
Aminoguanidina Sigma
Metilglioxal Sigma
Thioflavina Sigma Life Science
Agua purificada Milli-Q da Millipore Inc

Fonte: Autora, 2023
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Tabela 2 - Equipamentos utilizados neste trabalho

Equipamento Marca/Modelo
Balanga analitica (0,01mg / 0,1mg) Mettler Toledo AG 245
Estufa TECNAL - TE — 394/1
pHmetro Putek
Espectrofotdmetro UV-vis Multispec - 1501 Shimadzu (Japéo)
Espectrofluorimetro Shimadzu, RF-5301PC (Japé&o)
Agitador de solucdes Phoenex AP-56
Incubadora Marconi Equipamentos — incubadora
refrigerada M830

Fonte: Autora, 2023

3.2 Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Eletroquimica e Estresse Oxidativo
(LEEO), no Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL) exceto as analises envolvendo espectroscopia de fluorescéncia que foram realizadas na
Central Analitica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas.
A metodologia deste trabalho consistiu em um estudo do processo de glicacdo da hemoglobina,
através do monitoramento da formacao de AGEs e na alteracdo da estrutura no grupo Heme da

hemoglobina através da Banda de Soret, paralelo ao tratamento com o piceatanol.

3.2.1 Investigacdo do processo de glicacdo da hemoglobina

O estudo de otimizacdo investigou as possiveis mudancas estruturais induzidas pela
glicacdo da hemoglobina humana (Hb) em diferentes sistemas. Para o ensaio inicial foram
preparadas solucdes de Hb (75 puM), metilglioxal, MG, (1,5 uM e 3,0 uM), frutose (0,1 M e 0,5
M) e aminoguanidina AG (100 mg/mL) separadamentes em tampéo fosfato (50 mM, pH = 7,4,
NaCl 100 mM, com azida de sédio 0,02% (m/v)) e feitos os devidos sistemas a serem analisados

em periodo de 48 horas.

Posterior a andlise do ensaio inicial, foram preparadas soluc6es adicionais de glicose

(0,21 M e 0,5 M) e glicose-frutose (0,1 M e 0,5 M) em tampéo fosfato. Os sistemas de glicagéo,
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preparados em ependorfs de 2 mL, consistiram na mistura reacional de hemoglobina e glicose
(HbG), hemoglobina e frutose (HbF) e hemoglobina e glicose-frutose (HbGF). O sistema
hemoglobina e tampéo (HbTP) foi utilizado para fins comparativos. A reacédo foi incubada a 37
°C, tendo os sistemas sido avaliados a partir de agora por um periodo de 5 semanas, onde
aliquotas foram retiradas a cada semana a partir do 1° dia de glicacdo (t= 0, t= 12 semana, t= 22
semana, t= 3? semana, t= 42 semana e t= 5% semana), sendo a extenséao da glicacdo acompanhada
pela formagdo de AGE’s. A avaliacdo dos agentes de glicacdo avancada foi realizada em

espectrofluorimetro, com parametros de A ex =370 nm e A em = 400 a 600 nm.

Figura 7 - Sistemas de glicacdo da hemoglobina
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Fonte: Autora, 2023.

A fim de se calcular a massa necessaria do composto para os sistemas da Figura 7
utilizou-se da equacdo de dilui¢éo abaixo:
C1Vy = GV,

Equacéo 1
sendo C; a concentracgdo escolhida para o composto, V2 0 volume do eppendorf e V1 0 volume
da propor¢do do composto no sistema. Em seguida aplicou-se, baseado na equagdo de nimero
de mols, n = m/MM,

m=_C XMM XV,

Equacéo 2

sendo m a massa a ser utilizada do composto, C; a concentracdo escolhida para o composto,

MM a massa molar do composto e V1 baseado no volume necessario do composto para todos



27

os sistemas. Para o metilglioxal, por ser liquido, ainda se utilizou da féormula de proporgéo
massa/massa,
(Y%om/m) = (Mgouto/ Msotucao) X 100,
Equacéo 3

sequida da férmula de densidade, d = m/V, a fim de calcular o volume a ser utilizado.

3.2.2 Tratamento com piceatanol

Cada sistema reacional de glicacdo foi monitorado também contendo o composto
fendlico escolhido, o piceatanol (PIC), no qual é um dos compostos bioativos presente nas
sementes de maracuja, cujo extrato etanolico ja foi amplamente estudado em nosso grupo de
pesquisa, avaliando suas atividades antiglicante, antidiabética e antioxidante, e também seus
efeitos como um anti-Zika virus e a protecdo da placenta contra infec¢des causadas por ZIKV
(XAVIER et al.,, 2022; DOS SANTOS et al., 2022). Os sistemas consistiram na mistura
reacional de hemoglobina + glicose + piceatanol (HbPICG), hemoglobina + frutose + piceatanol
(HbPICF) e hemoglobina + glicose-frutose + piceatanol (HbPICGF), seguindo o padrdo
mostrado na Figura 8. Nesta etapa avalia-se o grau de prote¢do do composto frente o processo

de glicacdo da hemoglobina, bem como sua capacidade de inibigao de AGE’s.

Figura 8 - Sistema tratado com piceatanol
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Fonte: Autora, 2023.

3.2.3 Avaliacéo da estrutura do grupo heme da hemoglobina
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A fim de investigar as possiveis alteracdes na estrutura do grupo Heme da hemoglobina
(Figura 9) foram obtidos os espectros UV/vis dos diferentes sistemas de glicacdo (Hb, HbG,
HbF e HbGF) como descrito por Sahebi e Divsalar (2016), com algumas modificacdes. Para as
medidas espectrofotometricas, utilizou-se a concentragdo final de 3 pM da proteina e em
intervalo de comprimento de onda de 380 a 440 nm (regido de absorcdo da banda de Soret da

hemoglobina) a temperatura ambiente.

Figura 9 - Grupo Heme da Hemoglobina
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Fonte: Autora, 2023.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Investigacao do processo de glicacdo da Hemoglobina

A otimizacdo da glicagdo da hemoglobina foi realizada em 4 sistemas diferentes, como
descrito na metodologia, a fim de analisar melhores condic¢des de concentracéo de agucar redutor
como também observar a formagdo de AGE’s advinda do processo de glicacao e os efeitos que
causam na estrutura da hemoglobina.

Inicialmente realizou-se teste s em um periodo de 48 horas com a frutose e o metilglioxal
em aminoguanidina, que € um composto amplamente estudado na literatura e € um padrdo para
capacidade antiglicante. Nessa analise inicial foi utilizado ambos os aclcares em duas
concentracgdes diferentes, a fim de escolher com qual prosseguir os testes.

Na Figura 10, podemos observar os espectros de fluorescéncia para o sistema em que
hemoglobina foi glicada com MG (1,5 uM e 3 uM), e aminoguanidina foi utilizada como padréo
positivo. Podemos observar que ha distingdo entre a intensidade de fluorescéncia do sistema
controle hemoglobina nativa e a do controle negativo, sistema contendo o0 MG (hemoglobina
glicada), com maior formacdo de AGEs no sistema onde o MG foi utilizado na maior
concentracdo (3,0 uM).

Figura 10 - Espectros de fluorescéncia na regido de formacdo dos AGEs nos sistemas

hemoglobina + aminoguanidina (100mg/mL) + metilglioxal 1,5 uM (A) e metilglioxal 3,0 uM
(B).
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O ensaio com a frutose em 48h apresentou baixa intensidade de fluorescéncia, em ambas
as concentracdes utilizadas, onde ndo houve diferenca entre a curva do sistema com frutose e o
controle positivo, que contém somente a hemoglobina nativa e o sistema tratado com
aminoguanidina, sendo assim o curto tempo entre as medi¢des levou a pouca formacdo de
AGEs.

Ap0s os resultados da analise inicial decidiu-se prosseguir os testes com a frutose, porém
aumentando agora o periodo de medi¢des para 5 semanas, como descrito na metodologia, a fim
de se observar uma maior formacdo de AGEs e consequentemente avaliar o fator de protecéo
do composto fendlico no decorrer das semanas. Decidiu-se complementar os testes com a
glicose e com um sistema reacional de glicose e frutose, para fins comparativos, no qual foram

produzidos os sistemas descritos na metodologia.

Os resultados de formacdo de AGEs para 0s sistemas elaborados podem ser encontrados
na Figura 11, nela é possivel observar que no sistema em que a Hb foi submetida a glicacéo pela
frutose nas concentracdes de 0,1 M e 0,5 M (Figura 11A e B) a formacdo de AGEs é lenta e
ocorre de maneira dependente do tempo de reagcdo, com uma maior formacgédo desses agentes
sendo evidenciada na ultima semana de incubacdo. Essa mesma andlise pode ser feita para o
sistema que contém a mistura reacional de glicose/frutose (Figura 11C e D), porém, nele
percebe-se uma formacdo de AGEs fluorescentes em uma escala um pouco menor do que no
sistema contendo somente a frutose, de acordo com a intensidade de fluorescéncia, visto que se
trata de uma mistura reacional onde a concentracdo final contém metade glicose metade frutose.
Ja ao analisarmos, o sistema contendo somente a glicose (Figura 11E) nota-se que ha uma
diferenca na formacdo de AGEs quando comparado aos outros dois sistemas, tendo sido

evidenciado uma pouca formacéo desse mesmo ap6s o tempo final de incubacéo.
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Figura 11 -Espectros de fluorescéncia na regido de formacdo dos AGEs nos sistemas
hemoglobina + frutose (0,1 M) (A), hemoglobina + frutose (0,5 M) (B), glicose/frutose (0,1 M)
(C), hemoglobina + glicose/frutose (0,5 M) (D) e hemoglobina + glicose (0,5 M) (E)

_ 200 ’;S-‘ 200
< o —— TO0 (HB+TP) S a0 —— T0 (HB+TP)
3 ] - — T4 (HB+TP) g ] - = T4 (HB+TP)
160 - —— TO (HB+FO01M) 'S 160 —— TO0 (HB+FO5M)
e - — T4 (HB+F01M) S — — T4 (HB+FO5M)
@ 1404 Q140
o D RN
S 120 S 120 ’ S
s o ~
<] = ’ N
= 100 A %= 1004 ’ N
Y % N
3 g0+ © 804 4 N
% - = -(% ! N
S 60 . ~ o I 60+ ’ \
2 40 ’ > T N AN
2 4 S 8 S e
3 201 4 S~ S 201 ~
£ A - = - =
T e e e e S SR 0 — =
420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)
200 200
- —— T0 (HB+TP) —~ —— T0 (HB+TP)
< ] ]
S w0 - — T4 (HB+TP) g 160 - — T4 (HB+TP)
S 1604 —— TO0 (HB+G/FO1M) = 150 — T0 (HB+G/FO5M)
'S - - T4 (HB+G/FOLM) S — = T4 (HB+G/FO5M)
140 e 140
8 @ ==
(5] -
B 120 @ 1204 . N
— E 7’ N
S 100 S 100 ’ \
S 80 = 80 ’ \
(5] - 5 - \
3 ° I' \
L 60 2 60 N
] _ ] ’ .
S 40 -7 T~ S 404 , S
S P °
c ’ AN 2 ’
I 204 /- S~ g 207 . - -
[ - Z =~ o -~ c - =~ o
= o0 ——— = o0
f T T T T ] ; " T T T T ; ] ; "
420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

comprimento de onda (nm)

C

200

comprimento de onda (nm)

< 180
1604
140 -
1204

100 +

©
=}
1

[}
=}
1

N
S
1

N
=}
1

% -

—— T0 (HB+TP)

—- - T4 (HB+TP)
TO (HB+GO5M)
T4 (HB+G05M)

D

Intensidade de fluorescéncia (u.

=}

& =

T T T T T T T
420 440 460 480 500 520 540 560

comprimento de onda (nm)

E

Fonte: Autora, 2023

A diferenca entre as formacGes dos AGEs comparando os sistemas contendo somente

frutose e aqueles que contém a glicose, se da devido ao fato da frutose ser um agucar redutor
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bem mais reativo que a glicose, o que influenciou na formacéo dos produtos finais de glicagéo
avancada. Isto ocorre pelo fato de que apesar da frutose ser uma cetose e a glicose uma aldose,
em solucéo elas estdo em equilibrio entre a forma aberta e a ciclica, Figura 12. Sendo que a
forma reativa para reacdo de glicacdo ¢ a aberta, e a frutose em solucdo encontra-se na forma

aberta em uma proporcao de 8 — 10 vezes mais que a glicose.

Figura 12 - Reacdo de equilibrio entre as formas abertas e fechadas da glicose e da frutose
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Fonte: Autora, 2023.

4.2 Tratamento com piceatanol

As andlises utilizando os sistemas produzidos de acordo com as proporcdes descritas na
metodologia, Figura 8, prosseguiram-se com base na maior concentracdo dos agucares em
ambos o0s sistemas reacionais — onde evidenciamos maior formacdo de produtos finais de
glicacdo avancada — na presenca de piceatanol, o composto fendlico, a fim de avaliar seu efeito
protetor e/ou inibidor sob a glicacdo da proteina. As analises seguiram utilizando o tempo de
leitura de 5 semanas, assim como realizado na avaliacdo da glicagdo da hemoglobina.

A eficiéncia do piceatanol frente a protecdo da glicacdo da hemoglobina em todos os

sistemas reacionais analisados é possivel ser observada na Figura 13 abaixo, onde nota-se que
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preveniu a formagdo de AGEs em até aproximadamente 90% até a Ultima semana, podendo ser

melhor observado nos graficos em barras a direita.

Figura 13 - Espectros de fluorescéncia da hemoglobina glicada com frutose - 0,5 M (A), glicada
com glicose/frutose - 0,5 M (B) e glicada com glicose - 0,5 M (B) na presenca piceatanol(1mM).
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4.3 Avaliacéo da estrutura do grupo Heme da Hemoglobina

O grupo Heme tem uma fungdo muito importante na hemoglobina, sendo ele o
responsavel pelo transporte de oxigénio para 6rgdos e tecidos, logo qualquer alteracdo na
estrutura desse grupo pode comprometer essa funcdo vital da Hb em diferentes graus. Tendo
isso em vista, além de analisar a formagdo dos AGEs (Tépico 4.1) e a protecdo do composto
fendlico frente a hemoglobina glicada (Topico 4.2), também foi monitorado as alteragcdes no
grupo heme da hemoglobina, através da analise da banda de Soret, na auséncia e presenca do

piceatannol no decorrer das 5 semanas,

Para o ensaio de avaliacdo de alteragfes no grupo Heme da hemoglobina utilizou-se
100uL do sistema e 2400uL do tampdo fosfato. Ao analisar os graficos na figura abaixo
podemos ver que tanto em A quanto em B houve a perda do sinal caracteristico da banda de
soret associado ao grupo heme da hemoglobina, mesmo que com o passar das semanas indique
um sinal do sistema com PIC maior que o sistema que contém somente o aglcar redutor. J& em
C ndo houve essa perda total do sinal, porém, ainda apresentou uma curva muito baixa associada
ao grupo heme, onde vemos que o piceatanol nédo foi tdo eficaz quanto o esperado na protecdo
desse grupo. Sendo assim, os resultados se mostram analogos aos apresentados no Topico 4.2,
indicando que o PIC previne a formacdo de AGESs no processo de glicagdo, porém nao evita

alteracdes causadas no grupo heme da hemoglobina.
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Figura 14 - Mé&ximo de absorcdo da banda de Soret da hemoglobina glicada com frutose (A),
com a mistura reacional de glicose/frutose (B) e somente com glicose (C).
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5 CONCLUSAO

Por fim o desenvolvimento da pesquisa nos permitiu avaliar a progresséo da glicagéo
da hemoglobina, a formacédo de AGEs e alteragdes estruturais do grupo heme da proteina através
da banda de Soret. Vimos que a frutose, por ser um acgucar redutor mais reativo que a glicose,
levou a uma maior glicacdo da hemoglobina e a maiores altera¢cdes na banda de soret que esta
associada ao grupo heme. Apesar disso, 0s sistemas tratados com piceatanol apresentaram uma
capacidade de inibicdo dos AGEs, porém ndo foi capaz de proteger a hemoglobina das alteragdes
causadas pelos acUcares redutores em sua estrutura. Assim, podemos concluir que o picetanol
possui um potencial promissor para uso em terapias antiglicantes e/ou patologias que possam
levar ao estresse carbonilico, ainda tendo em vista ser realizados testes que avaliem de forma

mais completa a prote¢do do composto frente a estrutura da hemoglobina.
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