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RESUMO 

 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença crônica de grande interesse médico e tem sido 

considerada um grave problema de saúde pública em todo o mundo. A utilização de produtos 

naturais para o tratamento de doenças é uma prática milenar e pode ser considerada uma 

alternativa conveniente para o controle do diabetes e suas complicações. Anacardium humile é 

uma planta típica do Cerrado brasileiro utilizada na medicina popular em razão de suas 

propriedades antidiarreica, expectorante, antidiabética e anti-inflamatória. No entanto, são 

escassos os estudos que abordam as propriedades biológicas desta espécie. Este estudo teve 

como objetivo analisar in vitro e ex vivo a capacidade antioxidante e antiglicante do extrato 

etanólico de A. humile, suas frações orgânicas e três moléculas (catequina, quercetina e ácido 

gálico – CQA), seus potenciais para inibir as enzimas α-amilase e α-glicosidase, como também 

seus efeitos citotóxicos em macrófagos RAW 264,7. A metodologia adotada consistiu na 

obtenção do extrato etanólico de A. humile e suas frações orgânicas que foram testadas, 

juntamente a CQA, quanto suas atividades antioxidante, antiglicante e inibitória de enzimas 

envolvidas da digestão de carboidratos. Além disso, CQA e as três frações de A. humile que 

demonstraram os melhores resultados frente aos testes supracitados, foram testadas quanto suas 

capacidades de inibir a oxidação em tecido hepático. Ainda, os compostos bioativos presentes 

nas frações das folhas de A. humile foram elucidados por análise em HPLC-ESI-MS/MS. As 

análises mostraram notável atividade antioxidante nas frações DCM (1264,85 ± 76,90 μmol 

ET/g ORAC; 216,71 ± 1,04 μmol ET/g FRAP e IC50 3,03 ± 0,08 µg/mL DPPH) e AcOEt 

(1300,11 ± 33,04 μmol ET/g ORAC; 236,21 ± 23,86 μmol ET/g FRAP e IC50 3,03 ± 0,14 µg/mL  

DPPH), e em CQA, principalmente no ácido gálico (1291,19 ± 8,41 μmol ET/g ORAC; 1103,52 

± 31,48 μmol ET/g FRAP e IC50 0,78 ± 0,11 µg/mL DPPH). Quanto à atividade antiglicante, as 

amostras à concentração de 40 μg/mL inibiram mais de 88% da glicação no método BSA/FRU. 

Nos métodos BSA/MGO e ARG/MGO, catequina e as frações Hex, DCM e AcOEt obtiveram 

os melhores resultados. Somente CQA apresentaram resultados significativos no modelo 

LYS/MGO. Todas as frações, exceto Hex, inibiram significativamente a enzima α-amilase (IC50 

DCM 0,56 ± 0,10; AcOEt 0,84 ± 0,01; ButOH 0,74 ± 0,03 e H2O 0,79 ± 0,06 µg/mL). A inibição 

da enzima α-glicosidase só foi observada na fração AcOEt (IC50 275,40 ± 12,31 µg/mL). Testes 

com tecido hepático revelaram notório potencial de CQA e das frações DCM, AcOEt e ButOH 

para inibir a produção de EROs e a peroxidação lipídica, além de preservar grupos tióis. 

Moléculas de grande potencial antioxidante como catequina, quercetina, ácido gálico, 

kaempferol, luteolina e β-criptoxantina, foram identificadas nas frações. Dessa forma, conclui-



 

se que as frações do extrato etanólico de A. humile apresentam atividades antioxidante e 

antigligante promissoras, além de proeminente capacidade para inibir a enzima α-amilase. 

Assim, este estudo apresenta novas informações e estimula futuras pesquisas que possam 

elucidar as propriedades biológicas de A. humile e seu potencial para controlar DM e suas 

complicações. 

 

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Estresse oxidativo. Anacardium humile. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease of great medical interest and it has been considered 

a serious public health problem worldwide. The use of natural products to treat diseases is an 

ancient practice and can be considered a convenient alternative for controlling diabetes and its 

complications. Anacardium humile is a typical plant from the Brazilian savanna used in folk 

medicine due to its anti-diarrheal, expectorant, anti-diabetic and anti-inflammatory properties. 

However, few studies address the biological properties of this species. This study aimed to 

analyze in vitro and ex vivo the antioxidant and antiglycant capacity of the ethanolic extract of 

A. humile, its organic fractions and three molecules (catechin, quercetin and gallic acid - CQA), 

their potential to inhibit the enzymes α-amylase and α-glucosidase, as well as their cytotoxic 

effects on RAW 264.7 macrophages. The adopted methodology consisted of obtaining the 

ethanolic extract of A. humile and its organic fractions, which were tested, together with CQA, 

for their antioxidant, antiglycant and glycolytic enzyme inhibitory activities. In addition, CQA 

and the three A. humile fractions that showed the best results in the abovementioned assays 

were tested for their ability to inhibit oxidation in liver tissue. Furthermore, the bioactive 

compounds present in the fractions of A. humile leaves were elucidated by HPLC-ESI-MS/MS 

analysis. The analyses showed remarkable antioxidant activity in DCM (1264.85 ± 76.90 μmol 

ET/g ORAC; 216.71 ± 1.04 μmol ET/g FRAP and IC50 3.03 ± 0.08 µg/mL DPPH) and AcOEt 

(1300.11 ± 33.04 μmol ET/g ORAC; 236.21 ± 23.86 μmol ET/g FRAP and IC50 3.03 ± 0.14 

µg/mL DPPH) fractions, and in CQA, mainly in gallic acid (1291.19 ± 8.41 μmol ET/g ORAC; 

1103.52 ± 31.48 μmol ET/g FRAP and IC50 0.78 ± 0.11 µg/mL DPPH). As for the antiglycant 

activity, the samples at the concentration of 40 μg/mL inhibited more than 88% of the glycation 

in the BSA/FRU method. In the BSA/MGO and ARG/MGO methods, catechin and the Hex, 

DCM and AcOEt fractions obtained the best results. Only CQA showed significant results in 

the LYS/MGO model. All fractions, except Hex, significantly inhibited the α-amylase enzyme 

(IC50 DCM 0.56 ± 0.10; AcOEt 0.84 ± 0.01; ButOH 0.74 ± 0.03 and H2O 0.79 ± 0.06 µg/mL). 

Inhibition of the α-glucosidase enzyme was only observed in the AcOEt fraction (IC50 275.40 

± 12.31 µg/mL). Tests with liver tissue revealed a notorious potential of the DCM, AcOEt and 

ButOH fractions, as well as CQA, to inhibit the production of ROS and lipid peroxidation, in 

addition to preserving thiol groups. Molecules with great antioxidant potential such as catechin, 

quercetin, gallic acid, kaempferol, luteolin and β-cryptoxanthin were identified in the fractions. 

In conclusion, the ethanolic extract fractions of A. humile present promising antioxidant and 

antiglycant activities, in addition to a prominent capacity to inhibit the α-amylase enzyme. 



 

Thus, this study presents new information and encourages further research to elucidate the 

biological properties of A. humile and its potential to control DM and its complications. 

 

Key-words: Diabetes mellitus. Oxidative stress. Anacardium humile. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A hiperglicemia bem como o estresse oxidativo e a glicação proteica são fatores de 

crucial importância no desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2) e de suas 

complicações (NOWOTNY et al., 2015). A produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), fortemente associado à hiperglicemia, está intimamente relacionado à 

deficiência na secreção de insulina e a resistência a esse hormônio, produção irregular de 

glicose hepática, estresse dicarbonil e liberação de mediadores inflamatórios (MEY; HAUS, 

2018; NEWSHOLME et al., 2016; REHMAN; AKASH, 2017). Além disso, a produção de 

EROs favorece o surgimento de produtos finais de glicação avançada (AGEs – do inglês 

advanced glycation end products). Este grupo de compostos heterogêneos, formado 

excessivamente sob condições hiperglicêmicas, tem papel fundamental na resistência à 

insulina, disfunção e morte de células β-pancreáticas e no surgimento de complicações advindas 

do DMT2, como a nefro e retinopatia diabética, doenças isquêmicas do coração e aterosclerose 

(NOWOTNY et al., 2015). 

A alta prevalência de DMT2 no mundo todo e a consequente mortalidade e 

comorbidade causada pela doença têm levantado esforços na busca de tratamentos efetivos que 

possam prevenir ou atenuar os efeitos danosos provocados pela enfermidade (KAHN; 

COOPER; DEL PRATO, 2014). Por séculos as plantas medicinais têm sido empregadas para o 

tratamento do diabetes mellitus e, atualmente, a medicina tradicional é frequentemente 

empregada como terapia complementar para o controle e gerenciamento do DMT2 e de suas 

complicações, visto que estes produtos naturais possuem propriedades antidiabéticas, além de 

baixos níveis de toxicidade (FRANCO et al., 2018; OTA; ULRIH, 2017). 

Anacardium humile St. Hil (Anacardiaceae), popularmente conhecido como cajuí, 

cajuzinho-do-mato ou cajuzinho-do-cerrado é uma planta encontrada majoritariamente no 

Cerrado brasileiro e é comumente utilizada na medicina popular devido suas propriedades 

antidiabética, anti-inflamatória, anticâncer e antidiarreica (LUIZ-FERREIRA et al., 2008; 

URZÊDA et al., 2013). Alguns estudos já revelaram o potencial de A. humile para controlar os 

níveis de glicose sanguínea (URZÊDA et al., 2013) e de diminuir processos de oxidação e a 

produção de radicais livres (PORTO et al., 2016). Além disso, autores como Royo e outros 

(2015), Pereira e outros (2011) e Luiz-Ferreira e outros (2010) revelaram o potencial 

antifúngico, bactericida e gastroprotetor de A. humile. 
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Moléculas encontradas em plantas medicinais como os polifenóis, flavonoides, ácidos 

fenólicos e terpenos têm se mostrado como importantes protagonistas no tratamento de doenças 

metabólicas como o DMT2. Dentre as propriedades destas moléculas, destacam-se o potencial 

para reduzir a glicação proteica (PATIL; MESHRAM; GACCHE, 2016; PIWOWAR; 

RORBACH-DOLATA; FECKA, 2019), inibir enzimas relacionadas à digestão de carboidratos 

como α-amilase e α-glicosidase (JIANG et al., 2017; JUSTINO et al., 2020), e diminuir o 

estresse oxidativo, agindo como scavangers de radicais livres (GONZÁLEZ-BURGOS; 

GÓMEZ-SERRANILLOS, 2012; VAN HUNG, 2016). Todas essas características contribuem 

para explicar o notório potencial terapêutico observado nesses produtos naturais. Segundo Royo 

e outros (2015), A. humile possui em sua composição flavonoides, alcaloides, taninos e 

terpenos. Além disso, Luiz-Ferreira e outros (2008) identificaram no extrato metanólico de A. 

humile moléculas de grande potencial antioxidante e antiglicante como catequina, quercetina e 

ácido gálico. 

Embora A. humile seja conhecida popularmente pelos seus atributos medicinais, 

poucos estudos se empenharam em identificar as propriedades biológicas e farmacológicas 

desta planta. Por este motivo, o presente trabalho objetiva investigar o potencial antidiabético 

do extrato etanólico de A. humile, de suas frações orgânicas e de três moléculas (adquiridas 

comercialmente) encontradas nas frações por análise de espectrometria de massas (catequina, 

quercetina e ácido gálico). Para tal, modelos experimentais in vitro e ex vivo foram empregados 

para avaliar o potencial antioxidante, antiglicante e inibidor de enzimas das amostras. Dessa 

forma, este estudo fornece informações acerca da capacidade de A. humile de inibir enzimas 

envolvidas na digestão de carboidratos e diminuir o estresse oxidativo e a glicação proteica, o 

que viabiliza a condução de novos estudos que utilizem modelo animal e que possam contribuir 

para a completude das informações inicialmente exposta neste trabalho. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Diabetes mellitus e suas complicações 

 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crônica caracterizada pela falta 

parcial ou total da produção do hormônio insulina, desencadeando um quadro de hiperglicemia 

(AL-AWAR et al., 2016). O aumento global de casos de DM e das complicações que 

acompanham a doença representa uma grande ameaça à saúde humana (ZHENG; LEY; HU, 

2018). Segundo dados da Federação Internacional do Diabetes (IDF- International Diabetes 

Federation), 351,7 milhões de pessoas, entre 20 e 64 anos, foram diagnosticadas ou 

subdiagnosticadas com DM em 2019. As estimativas para o ano de 2045 é de que 486,1 milhões 

de pessoas sofram com a enfermidade e que cerca de 845 bilhões de dólares sejam gastos para 

o gerenciamento da doença. O DM e suas complicações têm contribuído significativamente 

para o aumento do índice de mortalidade bem como para a diminuição da expectativa de vida 

no mundo todo. Conforme os dados da IDF, em 2019 4,2 milhões de pessoas morreram em 

decorrência das complicações causadas pelo DM. Além disso, são inúmeros os casos de 

invalidez em indivíduos entre 15 e 69 anos que convivem com DM (VOS et al., 2015). 

As células β-pancreáticas produzem o hormônio insulina e desempenham papel 

principal na manutenção adequada dos níveis de glicose no sangue. Essas células endócrinas, 

presentes nas ilhotas pancreáticas, são capazes de responder de forma rápida ao aumento da 

concentração de glicose no sangue por meio da secreção de insulina armazenada, enquanto 

realiza a produção de mais insulina (MOINI, 2019a). A perda progressiva e a disfunção das 

células β-pancreáticas são características importantes na patofisiologia do DM, responsáveis 

por ocasionar múltiplas complicações e danos teciduais (MASINI et al., 2017; REMEDI; 

EMFINGER, 2016).  

O diabetes mellitus do tipo 1 (DMT1) e o diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2) são as 

variações mais comuns do DM (AL-AWAR et al., 2016). DMT1 consiste em uma doença 

autoimune crônica caracterizada pela deficiência absoluta da secreção de insulina endógena 

pelas células β-pancreáticas (ILONEN; LEMPAINEN; VEIJOLA, 2019). Embora a etiologia 

da DMT1 tenha caráter autoimune, mediada por ataques de células T às células β-pancreáticas, 

a doença envolve relações complexas entre fatores ambientais, microbioma, metabolismo e 

genoma (DIMEGLIO; EVANS-MOLINA; ORAM, 2018). DMT1 acomete principalmente 

crianças e jovens adultos, contudo a doença pode surgir em qualquer idade (BUZZETTI; 

ZAMPETTI; MADDALONI, 2017). 
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O DMT2 é o tipo mais comum, afetando mais de 90% dos casos de DM no mundo. O 

número de casos da doença tem aumentado significativamente nos últimos anos devido 

principalmente a fatores como o aumento da população obesa e com sobrepeso, adoção de estilo 

de vida sedentário e dieta desbalanceada, além do envelhecimento da população 

(CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017; ZHENG; LEY; HU, 2018; ZHOU et al., 2016). 

Os adultos são os mais acometidos por esse tipo da doença, no entanto, devido ao sedentarismo 

e ao aumento do índice de obesidade infantil nas últimas décadas, tem-se observado um número 

crescente de crianças portadoras da enfermidade (MOINI, 2019b). A principal característica do 

DMT2 consiste na deficiência relativa da produção de insulina, causada pela resistência de 

órgãos a esse hormônio e pela disfunção de ilhotas pancreáticas (CHATTERJEE; KHUNTI; 

DAVIES, 2017). Como consequência à resistência à insulina, a produção de glicose no fígado 

é aumentada, ao passo que a captação de glicose por células adiposas e musculares é diminuída 

(ZHENG; LEY; HU, 2018). Além disso, a deficiência na produção de insulina, causada pela 

disfunção das células β-pancreáticas, promove um desequilíbrio no nível de glicose no 

organismo e o consequente surgimento do quadro hiperglicêmico (REAVEN, 1988).  

A hiperglicemia em casos de doenças crônicas como DM é desencadeada por um 

processo multifatorial que inclui desbalanço dos processos de síntese e degradação de 

glicogênio (gliconeogênese e glicogenólise, respectivamente), assim como ineficiente 

utilização da glicose por adipócitos e miócitos (ECHOUFFO-TCHEUGUI; GARG, 2017). O 

quadro hiperglicêmico em DMT2 é responsável pelo desenvolvimento de diversas 

complicações que contribuem para o aumento dos casos de mortalidade, invalidez e diminuição 

da expectativa de vida (ZHENG; LEY; HU, 2018).  

Segundo Zheng, Ley e Hu (2018), as complicações do DMT2 podem ser divididas em 

complicações macrovasculares, como doenças cardiovasculares (DCV), e microvasculares, 

afetando os rins, retina e sistema nervoso. Portadores de DMT2 são normalmente acometidos 

por DCVs mais severas e precoces quando comparados a indivíduos não diabéticos 

(BECKMAN et al., 2013; BOOTH et al., 2006). Segundo The Emerging Risk Factors (2010), 

pessoas diabéticas são duas vezes mais propensas a adquirir DCV do que indivíduos sem a 

doença, independentemente da idade, hábito tabagista e hipertensão arterial. Além disso, as 

chances de morte por DCV também são aumentadas em indivíduos com DMT2 (SESHASAI et 

al., 2011).  

As doenças renais são bastante comuns em indivíduos diabéticos (VAN DIEREN et 

al., 2010) e algumas estimativas sugerem que de 20 a 40% dos pacientes com DM 
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desenvolverão doença renal crônica (DRC) (SULAIMAN, 2019). Segundo Fuller e outros 

(2001), a taxa de falência renal entre pacientes com DMT2 é de aproximadamente 6 em cada 

1000, onde cerca de um terço desses indivíduos morrem e dois terços se tornam dependentes 

de diálise. Apesar de a fisiopatologia da nefropatia diabética ainda não ser totalmente 

compreendida, a literatura defende que o aumento descontrolado da glicemia é um fator crucial 

no surgimento da doença (MEZA LETELIER et al., 2017). Além disso, alguns trabalhos 

demonstraram que os AGEs e o estresse oxidativo, processos associados ao DM, são peças-

chave no desenvolvimento de lesão renal (JHA et al., 2016; OSSANI et al., 2019; SANAJOU 

et al., 2018). 

A retinopatia diabética e a neuropatia diabética compreendem outras complicações 

microvasculares que comumente acometem indivíduos portadores de DM. A retinopatia 

diabética consiste em uma desordem da microvasculatura da retina e é considerada uma das 

principais causas de perda da visão em indivíduos acima de 40 anos (CHEUNG; MITCHELL; 

WONG, 2010). Quanto à neuropatia diabética, esta é responsável por umas das principais 

causas de desabilitação em indivíduos com DM, podendo levar a quadros de dor intensa, 

diminuição da motilidade e amputação de membros (DEWANJEE et al., 2018). Estimativas 

apontam que cerca de 66% e 59% de indivíduos com DMT1 e DMT2, respectivamente, tenham 

tendência a desenvolver neuropatia diabética (TRACY; DYCK, 2008). Ademais, o DM pode 

influenciar, seja direta ou indiretamente, em outras desordens que acometem os sistemas 

hepático, digestivo e musculoesquelético (ZHENG; LEY; HU, 2018), além de aumentar os 

riscos de desenvolvimentos de câncer no fígado, pâncreas e endométrio (GIOVANNUCCI et 

al., 2010).  

 

2.2 Estresse oxidativo e diabetes mellitus 

 

O estresse oxidativo consiste em um desbalanço entre a produção de radicais livres e 

oxidantes, tais como as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (EROs e ERNs, 

respectivamente), e a capacidade do organismo de combatê-los, promovendo o acúmulo de pró-

oxidantes em células e tecidos (PIZZINO et al., 2017). Os EROs mais comuns são: íon 

superóxido (O2
•-), hidroxila (OH•), peróxido de hidrogênio (H2O2) e peroxila (RO•); enquanto 

o óxido nítrico (NO2
•-), peroxinitrito (ONOO-) e óxido nitroso (N2O) são os ERNs mais comuns 

(MOLDOGAZIEVA et al., 2018). As células, em sua maioria, possuem um complexo sistema 

de defesa contra espécies reativas que envolvem componentes enzimáticos como a catalase 
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(CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), e componentes não 

enzimáticos como a glutationa (GLT) e a ferritina (MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003). 

Entretanto, quando a produção de espécies reativas se eleva acima da faixa fisiológica, o sistema 

de defesa antioxidante endógena é sobrecarregado, favorecendo o estresse oxidativo 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). 

A produção excessiva de oxidantes, sobretudo de EROs, desencadeia efeitos danosos 

em diversas moléculas como proteínas, lipídios e lipoproteínas, e em estruturas celulares como 

membranas e ácido desoxirribonucleico (DNA) (DROGE, 2002; HALLIWELL, 2007), além 

de favorecer a apoptose celular (NITA; GRZYBOWSKI, 2016; REDZA-DUTORDOIR; 

AVERILL-BATES, 2016). Ainda, o excesso da produção de espécies reativas, quando não 

controlada, pode desencadear doenças crônicas e degenerativas como desordens neurológicas, 

doenças cardiovasculares, respiratórias e renais, síndromes metabólicas e câncer, além de 

acelerar o processo de envelhecimento (ARAÚJO; MARTINS; BORBA, 2016; PIZZINO et 

al., 2017). 

A condição hiperglicêmica em indivíduos diabéticos possui um papel preponderante 

no aumento da produção de radicais livres e, consequentemente, no desenvolvimento de um 

quadro de estresse oxidativo (IKEBUCHI et al., 2010). Segundo Brownlee (2001), a 

hiperglicemia pode aumentar a produção de EROs por vias metabólicas como a via do poliol, 

hiperatividade da via da hexosamina, aumento da formação de AGEs e ativação de seus 

receptores, ativação de isoformas da proteína quinase C (PKC) e diminuição das defesas 

antioxidantes. Além disso, a hiperglicemia também atua da geração de radicais livres por meio 

da peroxidação de ácidos graxos (GUNAWARDENA et al., 2019; SHIRZAIY; DALIRSANI, 

2019; TSAI et al., 1994), causando danos às membranas celulares e ao DNA (ASMAT; ABAD; 

ISMAIL, 2016). 

O estresse oxidativo é considerado um dos principais fatores causais da deficiência da 

secreção de insulina, bem como da resistência a esse hormônio (REHMAN; AKASH, 2017). O 

excesso da produção de espécies reativas pode ativar vias moleculares que prejudicam a 

neogênese, proliferação e diferenciação das células β-pancreáticas, além de favorecer a 

apoptose (KESHTKAR et al., 2019). Dessa forma, a quantidade e eficácia dessas células são 

diminuídas e a produção de insulina é comprometida. Além disso, o excesso de espécies reativas 

dificulta a inclusão de vesículas de pró-insulina para a membrana plasmática e a sua 

consequente exocitose para a circulação. Pessler, Rudich e Bashan (2001) propuseram que o 

estresse oxidativo também está relacionado com a diminuição da expressão gênica do 
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transportador de glicose 4 (GLUT4), processo que diminui a disponibilidade desse receptor e 

promove a hiperglicemia.  

Similarmente, o estresse oxidativo tem sido relacionado ao surgimento de 

complicações do DMT2 como a nefropatia, retinopatia, neuropatia e doenças vasculares 

(HENRIKSEN; DIAMOND-STANIC; MARCHIONNE, 2011). A apoptose e necrose, 

causadas por excessiva produção de EROS em células β-pancreáticas, desempenham papel 

fundamental no desenvolvimento de complicações do DMT2, visto que estes processos de 

morte celular culminam em danos teciduais em órgãos como coração, retina, rins e sistema 

nervoso (LIANG et al., 2017; VOLPE et al., 2018). 

Uma grande quantidade de radicais livres é produzida por meio de reações espontâneas 

não enzimáticas entre açúcares redutores e proteínas, promovendo a rápida formação de bases 

de Schiff instáveis que são posteriormente rearranjadas, formando os produtos Amadori 

reversíveis e mais estáveis. Estes produtos sofrem modificações irreversíveis causadas por 

oxidação, desidratação e polimerização, resultando na formação de produtos finais de glicação 

avançada (AGEs – do inglês Advanced Glycation End Products) (Fig. 1) (HORI et al., 1996; 

SHAHAB et al., 2018). A elevada produção de radicais livres é um dos grandes responsáveis 

por catalisar e estimular a produção e acúmulo de AGEs, ao passo que a glicação proteica atua 

no aumento do estresse oxidativo. Assim, a relação entre o estresse oxidativo e a produção de 

AGEs gera um processo de retroalimentação sinergética, importante em processos de 

aceleração de condições patológicas (RUNGRATANAWANICH et al, 2021; URIBARRI et 

al., 2007). 

 
Fig. 1 Processo de formação dos produtos finais de glicação avançada (AGEs). Fonte: adaptado de Videira e 
Castro-Caldas (2018). 
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De acordo com Nowotny e outros (2015), os AGEs são compostos gerados de forma 

mais acentuada em situações de hiperglicemia e são considerados um fator pivotante no 

desenvolvimento do DMT2 e de suas complicações. A primeira relação entre glicação proteica 

e diabetes foi relatada por Rahbar (1968), e desde então se estabeleceu que a glicação ocorre 

predominantemente no N-terminal de valina na cadeia β (BUNN et al., 1975) e que os produtos 

Amadori são formados a partir da reação de Maillard (HODGE, 1953). Nesta reação não 

enzimática o grupo carbonila de um açúcar redutor reage com o grupo amino de uma proteína, 

lipídio ou ácido nucleico, formando bases de Schiff. Visto que os produtos Amadori formados 

nessa reação são relativamente instáveis, outras reações podem ocorrer paralela e 

consecutivamente, favorecendo a geração de AGEs (NOWOTNY et al., 2015). Os danos 

causados por AGEs estão relacionados com a capacidade dessas moléculas de alterar as 

estruturas e funções das proteínas. Tais modificações podem afetar a matriz extracelular e 

causar alterações na diferenciação, adesão e migração de células, além de promover a morte 

celular (NOWOTNY et al., 2015). 

A resposta à insulina também pode ser afetada pela produção de AGEs, fator que 

favorece o desenvolvimento e o agravamento do DMT2 e suas complicações. Estudos propõem 

que a resistência à insulina pode ser induzida pela glicação direta deste hormônio (ABDEL-

WAHAB et al., 1996; HUNTER et al., 2003), favorecendo a perda ou diminuição de sua função 

(BOYD et al., 2000). Hunter e outros (2003) demonstraram que cerca de 9% do nível total de 

insulina se apresentava na forma glicada em indivíduos portadores de DMT2. Além disso, Lim 

e outros (2008) evidenciaram que células β-pancreáticas tratadas com AGEs apresentaram alto 

índice de morte celular, o que sustenta a hipótese da influência da glicação proteica no aumento 

da hiperglicemia e, portanto, no desenvolvimento e manutenção do DMT2. 

A produção de AGEs não ocorre somente pela ação direta de açúcares redutores, mas 

também pela formação e acumulação de moléculas dicarbonil altamente reativas. Tais 

moléculas, denominadas espécies carbonílicas reativas (ECRs), são responsáveis por 

desencadear um quadro de estresse dicarbonílico quando um desbalanço na produção de ECRs 

é estabelecido. As ECRs compreendem as moléculas glyoxal (GO), 3-deoxiglicosona (3-DGO) 

e metilglioxal (MGO), sendo este último considerado um dos principais precursores da geração 

de AGEs (BELLIER et al., 2019). A interação de MGO e aminoácidos resultam na formação 

de AGEs específicos como a hidroximidazolona 1 (MG-H1) e a tetrahidropirimidina (THP) 

quando MGO reage com arginina, e Nɛ-(carboxietil)-lisina (CEL) quando a interação ocorre 

com lisina (VISTOLI et al., 2013). Dobler e outros (2006) propuseram que MG-H1 pode causar 
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danos na parede vascular e inibir a angiogênese. Além disso, Morcos e outros (2008) indicaram 

que elevados níveis de MG-H1 foram responsáveis pelo aumento da produção de EROs 

mitocondrial e elevação do estresse oxidativo. Também, THP se mostrou uma peça importante 

na patofisiologia da aterosclerose em indivíduos portadores do DMT1 (VAN EUPEN et al., 

2013).  

Grande parte da formação de MGO se dá por meio de bioprodutos da glicólise através 

da degradação não enzimática de glicose-3-fosfato e fosfato de di-hidroxiacetona (DHAP) 

(MAESSEN; STEHOUWER; SCHALKWIJK, 2015). Dessa forma, as vias de formação de 

MGO estão diretamente interligadas ao quadro hiperglicêmico em indivíduos diabéticos 

(RAMACHANDRA BHAT et al., 2019). Apesar da baixa produção endógena dessa molécula 

dicarbonílica (cerca de 0,1% do fluxo de glicotrioses), sua produção demanda atenção devido 

sua alta reatividade e efeito sob proteínas e ácidos nucleicos (MAESSEN; STEHOUWER; 

SCHALKWIJK, 2015). 

 

2.3 Diabetes mellitus e enzimas envolvidas na digestão de carboidratos 

 

O metabolismo de carboidratos é a principal forma de obtenção de energia em 

humanos (LUDWIG et al., 2018). Como previamente discutido, o DMT2 é uma doença que 

possui como característica fundamental a manifestação de um quadro hiperglicêmico. À vista 

disso, uma das estratégias adotadas para o combate do DMT2 e de suas complicações 

fundamenta-se no gerenciamento da hiperglicemia pós-prandial por meio da inibição da 

absorção de carboidratos (ALQAHTANI et al., 2019). Em humanos, o amido advindo da dieta 

é sucessivamente hidrolisado em pequenos oligômeros pela enzima α-amilase presente na 

saliva e no suco pancreático (NICHOLS et al., 2003). O processo de hidrólise promovido pela 

enzima provoca o rompimento de ligações α-1,4, gerando produtos tais como maltose, 

maltotriose e dextrinas (MIAO et al., 2015). Esses oligossacarídeos são posteriormente 

degradados por enzimas α-glicosidases (maltases, sacares e lactases), presentes no intestino 

delgado, em monossacarídeos como a glicose, frutose e galactose que são absorvidas e 

disponibilizadas na corrente sanguínea. Dessa forma, as enzimas α-amilase e α-glicosidase 

possuem papel crucial na disponibilização de glicose no sangue e, consequentemente, no 

desenvolvimento do quadro hiperglicêmico em indivíduos diabéticos (KAJARIA et al., 2013). 
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2.4 Danos em tecido hepático relacionados ao diabetes mellitus e ao estresse oxidativo 

 

Além de todas as complicações advindas do DMT2 já mencionadas, a doença também 

está associada a diversas anormalidades hepáticas, tais como fibrose, cirrose, carcinomas 

hepatocelulares, deposição de glicogênio anormal, níveis anormais de enzimas hepáticas, 

doença hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD – do inglês non-alcoholic fatty liver disease), 

doença hepática aguda e hepatite viral (AHMADIEH; AZAR, 2014; TOLMAN et al., 2007). 

Ainda, o quadro hiperglicêmico pode favorecer a apoptose de hepatócitos, contribuindo para a 

morbidade e mortalidade de pacientes diabéticos (CHANDRASEKARAN et al., 2010). 

Numerosos estudos relacionaram a produção de EROs em DMT2 com lesões em 

tecido hepático (CHEN et al., 2019; CHEN, ZE et al., 2020; LI et al., 2015; MASARONE et 

al., 2018). Segundo Larter e Farrell (2006) e Leclercq e outros (2007), a resistência à insulina, 

principal causa da hiperglicemia, é o fator central dos danos em tecido hepático em indivíduos 

diabéticos. Visto que o fígado compreende um tecido de grande sensibilidade à insulina, este 

órgão é um dos mais susceptíveis aos efeitos do estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia 

(LECLERCQ et al., 2007). A patogênese das doenças hepáticas integra o estresse oxidativo e 

seus consequentes danos, como alterações em proteínas, lipídios e DNA, bem como a 

modulação de vias de sinalização (FARZAEI et al., 2018). 

A NAFLD, caracterizada pelo acúmulo de gordura nos hepatócitos (esteatose hepática) 

sem evidência de consumo alcoólico, consiste em uma das principais causas de doenças 

hepáticas crônicas (BYRNE; TARGHER, 2015; FERNÁNDEZ-IGLESIAS; HIDE; GRACIA-

SANCHO, 2017). Apesar do deficiente conhecimento acerca da progressão da NAFLD, alguns 

autores defendem que a resistência à insulina, sedentarismo, adiposidade abdominal e dieta rica 

em gordura saturada e carboidratos estão diretamente relacionados com a doença 

(FERNÁNDEZ-IGLESIAS; HIDE; GRACIA-SANCHO, 2017).  

Um dos mecanismos patogênicos da NAFLD está relacionado a hiperinsulinemia 

(resistência aumentada à insulina), que propicia o aumento da síntese de novo de ácidos graxos 

e o consequente aumento do influxo dessas moléculas para o fígado. O processo catabólico dos 

ácidos graxos leva, através de diferenciados mecanismos, à produção de EROs e ERNs, os quais 

favorecem a morte de hepatócitos e o surgimento da esteato-hepatite não alcoólica (NASH – 

do inglês non-alcoholic steatohepatitis) (CORTEZ-PINTO; DE MOURA; DAY, 2006; 

REINIERS et al., 2013). Em NAFLD, a produção de EROs está relacionada ao aumento da β-

oxidação nas mitocôndrias e ao consequente desbalanço na produção de NADH, propiciando a 
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geração do ânion superóxido (O2
-) (CHEN, Z. et al., 2020; MURPHY, 2008). Ademais, a 

produção de EROs também ocorre por meio da oxidação de ácidos graxos extramitocondrial 

(ω-oxidação), no retículo endoplasmático, por ação da família de enzimas CYP (CYP4A e 

CYP2E1) (REINIERS et al., 2014). Outro fator crucial na produção de radicais livres em 

indivíduos com NAFLD consiste no desbalanço dos níveis de glutationa. Alguns estudos 

sugerem que os níveis de GSH (glutationa reduzida) no fígado são diminuídos durante a 

progressão da NAFLD, seguido pela diminuição da razão GSH/GSSH (glutationa oxidada) 

(HARDWICK et al., 2010; KUMAR et al., 2013; MALAGUARNERA et al., 2005). 

 

2.5 Uso de plantas medicinais no controle do diabetes mellitus e do estresse oxidativo 

 

O atual método de tratamento do DM se baseia na utilização de uma ampla classe de 

medicamentos disponíveis no mercado. Estas drogas atuam por diferentes mecanismos que 

podem agir na redução dos níveis de glicose no sangue (sulfonilureias); redução da 

gliconeogênese hepática e restabelecimento da sensibilidade à insulina (biguanidas); inibição 

de enzimas envolvidas na digestão de carboidratos (inibidores de α-amilase e α-glicosidase); 

aumento da secreção de insulina pelas células β-pancreáticas (secretagogos não sulfonilureias); 

e aumento da sensibilidade dos tecidos muscular e adiposo à insulina (tiazolidinedionas) 

(SALEHI et al., 2019). Contudo, apesar da ampla utilização dos medicamentos supracitados, 

estes apresentam diversas desvantagens como o desenvolvimento de resistência medicamentosa 

e a consequente diminuição de sua eficiência, surgimento de efeitos adversos e, em 

determinados casos, toxicidade (DEY; ATTELE; YUAN, 2002; SALEHI et al., 2019). A vista 

disso, a busca por novas drogas para a controle e gerenciamento de doenças é de grande valia 

e desperta grande interesse em diversos campos de pesquisa. Os produtos naturais, 

principalmente os de origem vegetal, se apresentam como candidatos promissores para o 

desenvolvimento de medicamentos com potencial terapêutico no tratamento do DMT2 e de suas 

complicações (SALEHI et al., 2018; SHARIFI-RAD et al., 2018). 

A utilização de produtos naturais na terapêutica de doenças possui diversas vantagens 

visto que apresentam baixo custo, efeitos colaterais mais brandos, alta disponibilidade, além de 

prover uma rica fonte de compostos químicos bioativos que exibem importantes efeitos 

farmacológicos (PRAKASH MISHRA et al., 2018; SALEHI et al., 2019; SHARMA; ARYA, 

2011). Em diversas comunidades, a medicina tradicional é considerada fonte de saúde primária, 

sendo que cerca de 60% da população mundial (80% da população de países em 
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desenvolvimento) dependem diretamente da utilização de produtos naturais para fins 

medicinais (SHRESTHA; DHILLION, 2003). No Brasil, o governo federal, por meio do 

Decreto n.º 5.813, de 22 de junho de 2006, aprovou a Política Nacional de Plantas Medicinais 

e Fitoterápicos com o intuito de fornecer melhor acesso da população às plantas medicinais e 

fitoterápicos. Por meio do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF), 

esta Política busca promover ações relacionadas ao uso sustentável da biodiversidade brasileira, 

bem como o acesso da população às plantas medicinais e fitoterápicas no Brasil, fomentando o 

uso seguro e racional desses recursos naturais (BRASIL, 2009). Além disso, o programa ressalta 

a importância da inclusão das plantas medicinais e fitoterápicos no Sistema Único de Saúde 

(SUS) e defende que: 

[...] a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos e a Política nacional de 
Práticas Integrativas e Complementares no SUS, aprovada por meio da portaria nº 
971, de 03 de maio de 2006 e da portaria n.º 1600, de 17 de julho de 2006, que definem 
diretrizes, linhas de ações e responsabilidades para inclusão das Plantas 
Medicinais/Fitoterapia, Homeopatia, Medicina Tradicional Chinesa/Acupuntura, 
Termalismo Social/Crenoterapia e Medicina Antroposófica, como opções 
terapêuticas no sistema público de saúde são estratégias importantíssimas para o SUS 
(BRASIL, 2009). 
 

Historicamente, diversas espécies de plantas têm sido empregadas no tratamento do 

DM. A primeira planta medicinal com propriedade antidiabética foi a Galega officinalis L., da 

família Fabaceae. Esta espécie, popularmente conhecida como galega ou arruda de cabra, foi 

primeiramente prescrita na idade média para o tratamento do DM, sendo que a galegina, 

molécula posteriormente isolada dessa planta, foi considerada o principal componente 

responsável pela diminuição da hiperglicemia (BEDEKAR; SHAH; KOFFAS, 2010; RIOS; 

FRANCINI; SCHINELLA, 2015). 

O grande potencial farmacológico das plantas medicinais para tratamento do DM tem 

sido atribuído à presença de compostos fitoquímicos que atuam no organismo por diversos 

mecanismos (ODEYEMI; BRADLEY, 2018). Os metabólitos especializados, são numerosos 

compostos químicos produzidos pelas plantas através de vias metabólicas derivadas da via 

metabólica primária (HUSSEIN; EL-ANSSARY, 2018). Estes compostos possuem diversos 

efeitos biológicos que, segundo Hussein e El-Anssary (2018), fornecem a base científica para 

o uso de produtos naturais na medicina tradicional. 

Os polifenóis compreendem uma importante classe de metabólitos especializados que 

apresentam grande potencial terapêutico (HUSSEIN; EL-ANSSARY, 2018). Estas moléculas 

são altamente distribuídas entre as plantas, com mais de 8 mil estruturas já identificadas 

(TANASE; COSARCA; MUNTEAN, 2019). As substâncias fenólicas apresentam uma grande 
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variedade de compostos e podem ser classificadas de acordo com sua estrutura química como 

flavonoides, ácidos fenólicos, estilbenas, cumarinas, taninos e lignanas (SHAHIDI; 

AMBIGAIPALAN, 2015). Estas moléculas estão presentes em cereais, frutas, legumes, 

vegetais e nozes (AURA, 2008), e seu consumo tem sido interligado ao tratamento de 

numerosas doenças crônicas, cardiovasculares, neurodegenerativas, além de alguns cânceres, 

osteoporose e DMT2 (ANANTHARAJU et al., 2016; PÉREZ-JIMÉNEZ et al., 2010; VAN 

HUNG, 2016). Demais bioatividades destas moléculas compreendem o potencial antioxidante, 

anti-inflamatório, antimicrobiano e antiproliferativo (AMBRIZ-PÉREZ et al., 2016; VAN 

HUNG, 2016; VELDERRAIN-RODRÍGUEZ et al., 2014).  

Visto a potencialidade dos polifenóis no tratamento de diversas enfermidades, 

numerosos estudos se propuseram a ilustrar a capacidade dos agentes multifuncionais presentes 

nestas moléculas de retardar o aparecimento ou a progressão de patologias (FRAGA et al., 

2019; LI, Z. et al., 2020; SILVA et al., 2019; XIONG et al., 2020; YAMAGATA, 2019). Os 

polifenóis mostraram-se eficazes no melhoramento da sensibilidade à insulina (DE BOCK et 

al., 2013; PAQUETTE et al., 2017), na proteção de células β-pancreáticas contra estresse 

oxidativo e apoptose, na inibição de enzimas envolvidas na digestão de carboidratos e da 

formação de AGEs, bem como na ativação de vias relacionadas à captação de glicose pelos 

tecidos adiposo e muscular (BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI, 2013; XIAO; HÖGGER, 

2015). Não obstante, compostos polifenólicos se destacaram na prevenção de complicações 

associadas ao DMT2, tais como retinopatia, doenças cardiovasculares, nefropatia e neuropatia 

(ARYAEIAN; SEDEHI; ARABLOU, 2017; BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI, 2013). Em 

uma revisão de literatura, Kim, Keogh e Clifton (2016) expõem diversos estudos in vivo que 

sustentam as propriedades antidiabéticas de alguns polifenóis, exaltando seu potencial para a 

prevenção e gerenciamento do DMT2 e de suas complicações. Além disso, Cao e outros (2019) 

demonstraram o potencial antidiabético de compostos fenólicos em estudos com humanos e em 

ensaios clínicos. De acordo com este estudo, dietas ricas em polifenóis apresentaram notórios 

benefícios em indivíduos com DMT2, apesar de os mecanismos que envolvem o potencial 

terapêutico dos polifenóis serem ainda pouco conhecidos.  

Todavia, numerosos estudos empenharam-se em elucidar os potenciais mecanismos 

de ação que tornaram os polifenóis uma ferramenta valiosa no tratamento do DMT2 e de suas 

complicações. Segundo Kim, Keogh e Clifton (2016), o efeito hipoglicêmico de compostos 

fenólicos estão relacionados com sua capacidade de inibir enzimas salivares e pancreáticas, tais 

como α-amilase e α-glicosidase, promovendo a diminuição da absorção de carboidratos pelo 
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organismo. Miao e outros (2015) afirmam que a inibição da α-amilase pelos polifenóis é 

resultado das interações entre as moléculas polifenólicas e o sítio ativo da enzima, promovida 

por forças hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. Em consonância, Li e outros (2009) afirmaram 

que a interação entre flavonoides e α-amilase se dá majoritariamente por forças hidrofóbicas e, 

em menor participação, por ligações de hidrogênio. Em uma análise de docking entre α-amilase 

e glicosídeos de quercetina, Kim e outros (2010) encontraram que resíduos de aminoácidos da 

enzima participa em ligações de hidrogênio e em interações π-π com o esqueleto carbônico dos 

flavonoides. Segundo os autores, o resíduo TYR59 da enzima interage com os anéis A-, B- e 

C- da isoquercetina e com os anéis A- e C- da quercetina por meio de interações π-π. Quanto a 

inibição da α-glicosidase, em uma análise de cinética enzimática e modelamento molecular, 

Şöhretoğlu e Sari (2019) propuseram que características estruturais dos flavonoides, tais como 

ligação dupla entre os carbonos C-2 e C-3 e a presença de um grupo hidroxila livre no carbono 

C-4, são fatores cruciais para a inibição enzimática. Além disso, por meio dos estudos de 

modelamento molecular realizados pelos autores, pôde-se afirmar que grupos hidroxilas nos 

carbonos C-3 e C-7, a presença do oxigênio carbonil no carbono C-4 e grupos hidroxilas no 

anel B são componentes chaves para que a ligação flavonoide-enzima seja estabelecida. 

Os polifenóis, similarmente, têm sido relacionados com o aumento da captação 

tecidual de glicose em vários estudos (COSTABILE et al., 2019; DONADO-PESTANA et al., 

2021; LI, D. et al., 2020; OOI et al., 2018; PINENT et al., 2004; UEDA-WAKAGI et al., 2015; 

XIA et al., 2021; ZHANG et al., 2010). Em um ensaio conduzido por Ooi e outros (2018), foi 

mostrado que o glicosídeo fenólico curculigosideo e a fração de acetato de etila do extrato do 

rizoma de Molineria latifólia aumentaram a captação de glicose pelo aumento da 

disponibilidade de GLUT4 na membrana plasmática de células adipócitas 3T3-L1. Ao nível 

molecular, os autores acreditam que este efeito seja ao menos parcialmente mediado pela 

ativação das cascatas de sinalização da proteína quinase B (AKT) e da proteína alvo da 

rapamicina em mamíferos (mTOR). Ademais, Kurimoto e outros (2013) mostraram que a soja 

preta (Glycine max L), rica em antocianinas e procianidinas, diminuiu os níveis de glicose no 

sangue e aumentou a sensibilidade à insulina pela ativação da proteína quinase ativada por AMP 

(AMPK) no músculo esquelético e fígado de ratos diabéticos. Além disso, G. max foi atuante 

na ‘up-regulation’ de GLUT4 no músculo esquelético, bem como na ‘down-regulation’ da 

gliconeogênese no fígado de ratos diabéticos. 

Os flavonoides também se demonstraram eficazes na proteção de células β-

pancreáticas contra a glicotoxicidade associada ao DMT2. Cai e Lin (2009) mostraram que o 
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polifenol epigalocatequina-galato (EGCG) e o flavonoide rutina foram eficazes na atenuação 

da glicocitotoxicidade induzida em células β-pancreáticas. Os resultados deste estudo revelaram 

que EGCG e rutina preservam a maquinaria de secreção de insulina e estimulam a sinalização 

do substrato do receptor de insulina 2 (IRS2) em células pancreáticas de ratos. Os autores 

defendem que estes efeitos são devido à ativação da AMPK e à consequente diminuição da 

atividade de enzimas lipogênicas e melhoramento da função mitocondrial.  

A literatura possui um grande acervo de estudos que relacionam os polifenóis e o 

controle do estresse oxidativo. Segundo Olszowy (2019), a capacidade antioxidante de 

moléculas fenólicas está relacionada com o número e distribuição de grupos hidroxila nos anéis 

da estrutura molecular. A configuração dos grupos hidroxila no anel B é vista como a 

característica mais determinante no processo de scavenging de EROs e ERNs (BURDA; 

OLESZEK, 2001; KERRY; RICE-EVANS, 1999; SEKHER PANNALA et al., 2001; TREML; 

ŠMEJKAL, 2016), visto que estes grupos doam hidrogênio e elétrons para radicais hidroxil, 

peroxil e peroxinitrito, os estabilizando, além de propiciar a formação de radicais relativamente 

estáveis (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Ainda, a estrutura 3’4’-catecol 

posicionada no anel B se mostra efetivamente eficaz na inibição da peroxidação lipídica. A 

presença de grupos 3-OH livres e a possibilidade de conjugação entre os anéis dos flavonoides, 

segundo Burda e Oleszek (2001), contribui significativamente para a atividade antioxidante 

destas moléculas. Além disso, os polifenóis podem inibir processos de oxidação por sua 

capacidade de quelar e/ou reduzir íons metálicos (OLSZOWY, 2019), característica de grande 

importância visto que processos oxidativos ocorrem com maior velocidade na presença de 

metais iônicos tais como o cobre e o ferro (CHOE; MIN, 2009). Como proposto por Gülçin 

(2006), compostos que apresentam dois ou mais grupos -OH, -SH, -COOH, -PO3H2, C=O, NR2, 

-S- e -O- podem atuar como quelantes de íons metálicos.  

A atividade de enzimas envolvidas em processos de oxidação em organismos vivos 

também pode ser influenciada por compostos fenólicos. Alguns flavonoides demonstraram 

capacidade de ativar enzimas como glutationa S transferase, glutationa peroxidase e glutationa 

redutase, importantes no processo de defesa antioxidante (MARTÍN et al., 2010; MASELLA 

et al., 2004; PROCHÁZKOVÁ; BOUŠOVÁ; WILHELMOVÁ, 2011). Yeh e Yen (2006) 

mostraram que polifenóis como o ácido gálico, ácido ferúlico, ácido gentísico e ácido cumárico 

culminaram no aumento da atividade da superóxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase 

no fígado e intestino delgado de ratos saudáveis. De Oliveira e Silva e outros (2012), 
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similarmente, observaram aumento da atividade de enzimas antioxidantes em ratos tratados 

com extrato aquoso de Halimeda opuntia rico em polifenois. 

Potencial anti-inflamatório também é atribuído aos compostos polifenólicos 

(MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019; TEJADA et al., 2018; ZHANG; TSAO, 2016). O 

efeito anti-inflamatório dos polifenóis está relacionado à sua atividade de sequestro de radicais 

livres (scavenger), regulação da atividade celular em células inflamatórias, modulação da 

atividade de enzimas envolvidas no metabolismo do ácido araquidônico (fosfolipase A2 e 

COX) e da arginina (NOS), além da modulação da produção de outras moléculas pró-

inflamatórias (HUSSAIN et al., 2016). Os mecanismos moleculares que conferem aos 

polifenóis o potencial anti-inflamatório estão relacionados à capacidade dessas moléculas de 

inibir o NF- κB, a proteína ativadora 1 (AP-1) e enzimas associadas à processos inflamatórios, 

tais como COX-2, LOX e iNOS. Além disso, os polifenóis ativam enzimas antioxidantes, 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), a proteína quinase C e o fator nuclear 

eritróide relacionado ao fator 2 (Nrf2) (SANTANGELO et al., 2007). Ademais, ensaios com 

fitoquímicos naturais mostraram o potencial destas moléculas de modular diferentes 

mediadores inflamatórios tais como os metabólitos derivados do ácido araquidônico, diversos 

peptídeos, aminoácidos excitatórios e citocinas (HUSSAIN et al., 2016). 

 
2.6 Anacardium humile  

 
A espécie Anacardium humile St. Hil, pertencente à família Anacardiaceae, é 

conhecida popularmente por cajuí, cajuzinho-do-cerrado, cajuzinho-do-mato, cajuzinho-do-

campo, cajueirão anão ou cajueiro-do-campo. Presente principalmente no Cerrado brasileiro, 

essa espécie possui hábito arbustivo com cerca de 25 a 50 cm, no entanto, sua parte subterrânea 

pode atingir vários metros. As folhas de A. humile são simples, coriáceas, obovais, peninérveas 

e com nervuras salientes. Suas flores apresentam coloração vermelho-rosadas e seus frutos são 

acinzentados em formato de rim. Seu pseudofruto (pedúnculo desenvolvido), por vezes 

denominado de fruto, apresenta polpa carnosa e coloração avermelhada ou amarelada 

(GRANDI, 2014; LUIZ-FERREIRA, 2005).  

A utilização de A. humile é muito ampla, sendo seu pseudofruto utilizado na fabricação 

de sucos, doces, bem como na produção de plástico e verniz. Inserido na medicina popular, essa 

espécie tem sido empregada no tratamento de inflamações e do DM devido sua aclamada 

propriedade hipoglicemiante (LUIZ-FERREIRA, 2005). Além disso, a infusão de suas folhas 

e cascas são utilizadas como antidiarreico, devido à forte presença de taninos, e o suco do 
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pseudofruto é empregado como antissifilítico. As principais formas de utilização das partes 

vegetais de A. humile consistem na decocção e infusão de folhas e cascas, assim como na 

extração de seu suco (LUIZ-FERREIRA, 2005; POTT; POTT, 1994). 

Luiz-Ferreira e outros (2010) mostraram o potencial gastroprotetor do extrato 

etanólico das folhas de A. humile em modelo de úlcera induzida por etanol absoluto. Segundo 

os autores, o extrato reduziu significativamente o dano gástrico provocado pelo etanol. Ainda, 

Luiz-Ferreira e outros (2010) indicaram, através de análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC – do inglês High Performance Liquid Chromatography), a presença de 

diversos compostos nas folhas de A. humile, como derivados do ácido gálico, catequinas e 

flavonoides. Em consonância, Royo e outros (2015) indicaram a presença de taninos, 

flavonoides, alcaloides, saponinas e esteroides em extrato hidroalcóolico de A. humile. Este 

estudo também demonstrou a capacidade antifúngica do extrato que inibiu a atividade de 

Candida albicans. Pereira e outros (2011) avaliaram o potencial de dois extratos (etanólico e 

butanólico) e uma fração (hexânica) das folhas de A. humile quanto seus potenciais bactericidas. 

Segundo os autores, os extratos e a fração foram eficazes na inibição de bactérias como 

Streptococcus mutans, Streptococcus aureus e Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 

Ademais, atividade anti-helmíntica foi relatada por Nery e outros (2010) que demonstraram a 

eficácia dos extratos aquoso e etanólico de A. humile em inibir a atividade de helmintos do 

gênero Strongyloides. 

A. humile também se mostrou eficaz no controle da hiperglicemia em modelo de 

diabetes induzida por aloxana em ratos wistar. Segundo Urzêda e outros (2013), o extrato 

aquoso de hastes de A. humile diminuiu significativamente os níveis de glicose no sangue, além 

de favorecer a perda de peso nos animais tratados com a planta. Os autores ainda levantam a 

possibilidade de os componentes do extrato inibir a secreção de α-amilase no intestino. Ainda, 

em um estudo com extrato hidroacetônico do fruto de A. humile, Porto e outros (2016) 

mostraram relevante presença de compostos fenólicos e alta capacidade antioxidante da espécie, 

confirmada pelos testes ABTS (sequestro do radical 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonato)), FRAP (capacidade de redução do ferro) e DPPH (sequestro do radical livre 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil).
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivos gerais 

 

O objetivo deste estudo consiste em investigar, mediante ensaios in vitro e ex vivo, o 

extrato etanólico de A. humile, suas frações orgânicas e três moléculas (catequina, quercetina e 

ácido gálico – CQA) adquiridas comercialmente de Sigma-Aldrich, quanto suas capacidades 

antioxidante, antiglicante e inibitória de enzimas relacionadas à hiperglicemia. Além disso, este 

trabalho correlacionará as moléculas encontradas nas frações orgânicas do extrato de A. humile 

com o elevado potencial antioxidante e antiglicante. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

● Preparar o extrato etanólico de A. humile (EE-Ah), bem como realizar o fracionamento 

do extrato a partir de solventes orgânicos (hexano, diclorometano, acetato de etila e n-

butanol); 

● Determinar o teor de fenóis totais, flavonoides e taninos condensados contidos no EE-

Ah e em suas frações orgânicas; 

● Investigar o potencial antioxidante do EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA pelos 

métodos de ORAC, FRAP e DPPH; 

● Avaliar a capacidade antiglicante do EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA por meio de 

quatro métodos: BSA/Frutose, BSA/Metilglioxal, Arginina/Metilglioxal e 

Lisina/Metilglioxal; 

● Determinar o potencial inibitório do EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA frente às 

enzimas α-amilase e α-glicosidase; 

● Investigar, através de ensaios ex vivo, a capacidade das três melhores frações e CQA de 

inibir a peroxidação lipídica e a produção de EROs, bem como preservar grupos tióis; 

● Averiguar a toxicidade celular das três melhores frações e CQA por meio do ensaio de 

redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) em 

macrófagos RAW 264,7; 

● Determinar, por análise em HPLC-ESI-MS/MS, as moléculas presentes nas três frações 

que se demonstrarem mais efetivas nos ensaios realizados.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Coleta e identificação do material vegetal 

 

As folhas de A. humile foram coletadas no mês de outubro de 2017 em uma área do 

bioma Cerrado na Fundação Mundo Lindo, localizado no Vale da Boa Esperança em Barreiras-

BA (Brasil), com altitude de 513 metros e coordenadas 12º09’0,9” S e 45º09’02,9” O. Um 

voucher do espécime coletado foi depositado no herbário da Universidade Federal do Oeste da 

Bahia (UFOB) sob o código de registro BRBA 7556. A espécie foi identificada pela curadora 

do herbário, Juliana Gastaldello Rando. A pesquisa com A. humile foi registrada na plataforma 

eletrônica do Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SISGEN) sob o código AF2242E. 

 

4.2 Preparação do extrato e frações das folhas de A. humile 

 

Para a obtenção do extrato etanólico, 400 g de folhas secas de A. humile foram 

trituradas e submetidas a maceração estática em dois litros de etanol 98% (1:5 m/v) por sete 

dias em temperatura ambiente. A solução obtida foi filtrada em filtro de papel (Melitta® n.º 103) 

e o solvente remanescente foi removido por rotaevaporação (Buchi Rotavapor R-215, Suíça) a 

40 ºC sob pressão reduzida. O extrato etanólico das folhas de A. humile (EE-Ah) foi congelado 

a -20 ºC e posteriormente liofilizado (L101, Liotop, Brasil) para a completa remoção da água 

remanescente. Para a obtenção das frações orgânicas, 4 g de EE-Ah foram diluídos em uma 

solução hidrometanólica 90% (4 mL de água destilada e 36 mL de metanol) e em seguida a 

mistura foi submetida ao processo de particionamento líquido-líquido, utilizando solventes 

orgânicos (40 mL por três vezes) em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, 

acetato de etila e n-butanol. A fração de água compreende o resíduo final do processo de 

fracionamento. Os solventes remanescentes dos processos de fracionamento foram removidos 

por rotaevaporação (40 ºC) (Buchi Rotavapor R-215, Suíça) e as frações obtidas foram 

congeladas a -20 ºC e liofilizadas (L101, Liotop, Brasil). O EE-Ah e as frações orgânicas de A. 

humile foram armazenadas a -20 ºC até o momento de sua utilização. 
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4.3 Prospecção fitoquímica 

 

A análise fitoquímica do EE-Ah e de suas frações orgânicas (Hex – fração de hexano, 

DCM – fração de diclorometano, AcOEt – fração de acetato de etila, ButOH – fração de n-

butanol e H2O – fração de água) foi realizada seguindo o método descrito por Zou e outros 

(2011). Os testes foram realizados em microplacas de 96 poços e todas as frações foram diluídas 

em etanol à concentração de 5 mg/mL.  

 

4.3.1 Determinação do conteúdo de flavonoides  

 

O conteúdo de flavonoides foi determinado a partir de um ensaio espectrofotométrico 

baseado na formação de um complexo pela reação do íon de alumínio (Al3+) com grupos 

carbonila e hidroxila de flavonas e flavonóis (POPOVA et al., 2004). EE-Ah e suas frações 

orgânicas foram incubados com solução de NaNO2 5% e água destilada por 6 minutos a 25 ºC 

na ausência de luz. A mistura foi posteriormente incubada com AlCl3 10% por 6 minutos a 25 

ºC e a absorbância foi mensurada a 510 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). O conteúdo 

de flavonoides das amostras foi calculado a partir de uma curva analítica construída utilizando 

quercetina (serialmente diluída a partir da concentração de 2 mg/mL) como padrão. Os 

resultados são apresentados em miligramas equivalentes de quercetina por grama (mg EQ/g). 

 

4.3.2 Determinação do conteúdo de taninos condensados 

 

A determinação do conteúdo de taninos condensados (proantocianidinas) se deu pela 

quantificação colorimétrica de condensados formados pela reação da vanilina (3-metoxi-4-

hidroxibenzaldeído) com taninos em HCl (SCHOFIELD et al., 2001). EE-Ah e suas frações 

orgânicas foram incubados com uma solução metanólica de vanilina 4% e HCl por 15 minutos 

a 25 ºC e a absorbância foi mensurada a 500 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). O 

conteúdo de taninos condensados foi calculado a partir de uma curva analítica construída 

utilizando catequina (serialmente diluída a partir da concentração de 2 mg/mL) como padrão. 

Os resultados são apresentados em miligramas equivalentes de catequina por grama (mg EC/g) 
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4.3.3 Determinação do conteúdo de fenóis totais 

 

Para determinar a quantidade de fenóis totais, utilizou-se o reagente Folin-Ciocalteu 

que reduz na presença de polifenóis e forma produtos de reação que podem ser quantificados 

por análise colorimétrica (GALVÃO et al., 2018). EE-Ah e suas frações orgânicas foram 

incubados com Folin-Ciocalteu 10% por 6 minutos a 25 ºC. A mistura foi posteriormente 

incubada com Na2CO3 7% na ausência de luz por 2h a 25 ºC e a absorbância foi mensurada a 

765 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). O conteúdo de fenóis totais foi calculado a partir 

de uma curva analítica construída utilizando ácido gálico (serialmente diluído a partir da 

concentração de 2 mg/mL) como padrão. Os resultados são apresentados em miligramas 

equivalentes de ácido gálico por grama (mg EAG/g). 

 

4.4 Análise de inibição enzimática 

 

Os ensaios de inibição das enzimas α-amilase e α-glicosidase foram baseados nos 

métodos descritos por Franco e outros (2019b). EE-Ah, suas frações orgânicas, CQA e acarbose 

(controle positivo) foram serialmente diluídos em etanol a partir da concentração de 30 mg/mL 

para determinação do IC50. A porcentagem de inibição (I) foi calculada usando a seguinte 

equação:  

 

𝐼(%) =
𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 𝑥 100 

Equação 1 

onde A amostra representa a área sob a curva calculada usando a absorbância obtida na presença 

das frações/CQA e A controle é a área sob a curva calculada usando a absorbância obtida na 

ausência das frações/CQA. 

 

4.4.1 Inibição da α-amilase 

 

A inibição da enzima α-amilase foi avaliada pelo método que utiliza fração enriquecida 

com α-amilase (HSA-f), obtida pela técnica de cromatografia de troca iônica em resina Q-

sefarose (SANTOS et al., 2012), e 2-cloro-4-nitrofenil-4-β-D galactopiranosilmaltosideo 

(GalG2CNP) como substrato. HSA-f foi diluída em tampão MES (ácido 2-(N-morfolino)-



38 
 

 
 

etanossulfônico) 50 mM, preparado com cloreto de cálcio 5 mM, tiocianato de potássio 140 

mM e cloreto de sódio 300 mM, pH 6,0. EE-Ah, suas frações orgânicas, CQA e o controle 

positivo (acarbose), previamente diluídos, foram incubados com HSA-f (1:10) por 30 minutos 

a 37 ºC. Logo, o substrato Gal2CNP foi adicionado e a absorbância das amostras foi mensurada 

a 405 nm por 3 minutos em intervalos de 1 minuto (Versamax, Molecular Devices, EUA). 

Etanol foi usado como controle negativo. 

 

4.4.2 Inibição da α-glicosidase 

 

EE-Ah, suas frações orgânicas, CQA e o controle positivo (acarbose) foram incubados 

com glutationa reduzida (diluída em tampão fosfato 50 mM, pH 6,8) e fração enriquecida com 

α-glicosidase do pó cetônico de ratos (AG-f) (TOMA et al., 2014) por 20 minutos a 37 ºC. A 

AG-f foi obtida por meio da homogeneização de 400 mg de pó cetônico de intestino de rato em 

6 mL de solução aquosa de cloreto de sódio (0,9% m/v).  Em seguida, o substrato 4-nitrofenil 

α-D-glicopiranosideo (p-NPG) foi adicionado (SHAN et al., 2016) e a absorbância das amostras 

foi mensurada a 405 nm por 30 minutos (Versamax, Molecular Devices, EUA). Etanol foi usado 

como controle negativo. 

 

4.5 Análise da inibição da formação de AGEs 

 

Os ensaios para determinar a capacidade de inibição da formação de produtos finais 

de glicação avançada (AGEs) se basearam nos métodos descritos por Wang e outros (2011). A 

utilização de albumina de soro bovino (BSA), lisina e arginina nos ensaios de antiglicação 

permitem avaliar todos os estágios e alvos da glicação proteica (WANG et al., 2011). EE-Ah, 

suas frações orgânicas e CQA foram serialmente diluídos em etanol a partir da concentração de 

15 mg/mL para determinação do IC50. A porcentagem de inibição (I) foi calculada usando a 

seguinte equação: 

 

𝐼(%) = 100 − ൬
𝐹 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐹 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐹 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐹 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜
 𝑥 100൰ 

Equação 2 

onde F controle representa o valor da fluorescência na ausência das amostras/controle positivo, 

F amostra é o valor da fluorescência na presença das amostras/controle positivo e F branco é 

o valor da fluorescência na ausência do agente promotor da glicação (frutose ou metilglioxal) 
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e das amostras/controle positivo. Quercetina e tampão fosfato foram utilizados como controles 

positivo e negativo, respectivamente. 

 

4.5.1 Modelo BSA-Frutose 

 

A análise de antiglicação utilizando BSA e frutose permite avaliar todos os estágios 

do processo de glicação proteica (WANG et al, 2011). EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA 

foram incubados com frutose 1,25 M e BSA a 50 mg/mL (preparado em tampão fosfato 200 

mM, pH 7,4, e azida 0,02%) por 72h a 37 ºC na ausência de luz. Logo, ácido tricloroacético 

20% foi adicionado e a mistura foi centrifugada a 10.000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido com tampão fosfato. A intensidade da fluorescência das 

amostras foi mensurada a 350nmex/420nmem (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Etanol e quercetina 

foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente. Frutose foi substituída 

por tampão fosfato na amostra branco. 

 

4.5.2 Modelo BSA-Metilglioxal 

 

O modelo que utiliza BSA e metilglioxal (MGO) permite avaliar os estágios 

intermediários da glicação proteica (WANG et al, 2011). EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA 

foram incubados com BSA 50 mg/mL (preparado em tampão fosfato 200 mM, pH 7,4, e azida 

0,02%) e MGO 53,3 mM por 72h a 37 ºC na ausência de luz. Logo, ácido tricloroacético 20% 

foi adicionado e a mistura centrifugada a 10.000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido com tampão fosfato. A intensidade da fluorescência das 

amostras foi mensurada a 340nmex/380nmem (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Etanol e quercetina 

foram usados como controles negativo e positivo, respectivamente. MGO foi substituído por 

tampão fosfato na amostra branco. 

 

4.5.3 Modelo Arginina-Metilglioxal 

 

O ensaio de glicação com o modelo de arginina e MGO permite avaliar o processo de 

inibição da ligação do composto carbonílico de alta reatividade com o aminoácido (WANG et 

al, 2011). EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA foram incubados com arginina 106,6 mM 

(preparado em tampão fosfato 200 mM, pH 7,4, e azida 0,02%) e MGO 5,3 mM por 72h a 37 
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ºC na ausência de luz. A intensidade da fluorescência foi mensurada a 340nmex/380nmem 

(EnSpire, PerkinElmer, EUA). Etanol e quercetina foram usados como controles negativo e 

positivo, respectivamente. MGO foi substituído por tampão fosfato na amostra branco. 

 

4.5.4 Modelo Lisina-Metilglioxal 

 

A utilização de lisina e MGO no teste de antiglicação permite avaliar a formação de 

AGEs derivados de lisina como Nɛ-(carboxietil)lisina (CEL) e Nɛ-(carboximetil)lisina (CML) 

(GAENS et al., 2014). EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA foram incubados com lisina 106,6 

mM (preparado em tampão fosfato 200 mM, pH 7,4, e azida 0,02%) e MGO 5,3 mM por 72h a 

37 ºC na ausência de luz. A intensidade da fluorescência foi mensurada a 340nmex/380nmem 

(EnSpire, PerkinElmer, EUA). Etanol e quercetina foram usados como controles negativo e 

positivo, respectivamente. MGO foi substituído por tampão fosfato na amostra branco. 

 

4.6 Atividade antioxidante 

 

Para analisar o potencial antioxidante do EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA, foram 

adotados os métodos descritos por Franco e outros (2019b). As diluições das amostras e do 

controle positivo em etanol foram realizadas conforme o método seguido: 10 mg/mL para o 

ensaio de capacidade de redução do ferro (FRAP – do inglês Ferric reducing antioxidant 

power) e sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); e 100 µg/mL para o 

teste de capacidade de sequestro do radical peroxil (ORAC – do inglês Oxygen radical 

absorbance capacity). As amostras foram serialmente diluídas a partir da concentração de 10 

mg/mL para a determinação do IC50 no ensaio DPPH. Os resultados foram apresentados em 

porcentagem da capacidade antioxidante para o ensaio DPPH e micromol equivalentes de 

Trolox (µmol ET/g) para os ensaios FRAP e ORAC. 

 

4.6.1 ORAC 

 

O ensaio ORAC baseia-se na análise da capacidade de um composto antioxidante de 

diminuir a taxa de decaimento da fluorescência promovida pela oxidação de um substrato 

(sonda fluorescente) pelo radical peroxil produzido via 2,2'azobis (2-amidinopropano) 

dicloridrato (LITESCU et al., 2014). EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA foram incubados 
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com fluoresceína 0,085 mM por 15 minutos à temperatura ambiente. Logo, 2,2'azobis (2-

amidinopropano) dicloridrato 153 mM foi adicionado à mistura e a fluorescência (485 nmex/528 

nmem) foi mensurada por 90 minutos a 37 ºC (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Os reagentes 

utilizados neste ensaio foram diluídos em tampão fosfato 75 mM, pH 7,4. A capacidade 

antioxidante das amostras foi calculada a partir de uma curva analítica construída usando Trolox 

como padrão. Tampão fosfato e ácido ascórbico foram usados como controles negativo e 

positivo, respectivamente. 

 

4.6.2 FRAP 

 

O ensaio FRAP consiste na análise do potencial redutor de um composto antioxidante 

pela sua reação com o complexo Fe3+-TPTZ (forma férrica). Esta interação culmina na 

produção do complexo de coloração azul-escuro Fe2+-TPTZ (forma ferrosa) que pode ser 

quantificada por colorimetria (ANTOLOVICH et al., 2002). EE-Ah, suas frações orgânicas e 

CQA foram misturados com reagente FRAP (tampão acetato de sódio 300 mM (pH 3,6), 2,4,6-

tris-(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM e cloreto férrico 20 mM – 10:1:1) e incubados por 6 

minutos a 37 ºC. A absorbância foi mensurada a 593 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA). 

Uma curva analítica, construída com Trolox como padrão, foi utilizada para determinar a 

capacidade antioxidante. Tampão acetato de sódio e ácido ascórbico foram utilizados como 

controle negativo e positivo, respectivamente. 

 

4.6.3 DPPH 

 

O ensaio com o radical livre DPPH baseia-se na transferência de elétrons, promovendo 

a formação de uma solução violeta. Na presença de antioxidantes, o DPPH é reduzido formando 

uma solução incolor (HUANG; OU; PRIOR, 2005). EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA 

foram misturados com solução metanólica de DPPH 60 mM e incubados a 30 ºC por 20 minutos 

na ausência de luz. Posteriormente, a absorbância foi mensurada a 517 nm (Versamax, 

Molecular Devices, EUA). A capacidade antioxidante foi calculada a partir da seguinte 

equação: 

 

𝐷𝑃𝑃𝐻 (%) =
𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜
𝑥 100 

Equação 3  
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onde A amostra representa a absorbância do DPPH + amostra/controle positivo, A controle é a 

absorbância da solução de DPPH e A branco representa a absorbância da amostra em metanol 

(sem DPPH). Metanol e ácido ascórbico foram utilizados como controles negativo e positivo, 

respectivamente. 

 

4.7 Análise ex vivo em tecido hepático 

4.7.1 Processamento do tecido hepático 

 

As análises ex vivo foram conduzidas adotando o método de indução de oxidação 

tecidual por Fe2+-ascorbato descrito por Justino e outros (2019). Camundongos C57BL/6 

utilizados para este ensaio foram obtidos do biotério da Universidade Federal de Uberlândia 

(UFU), possuíam de 6-8 semanas de vida e pesavam cerca de 20g. Os camundongos foram 

mantidos em condição padrão de temperatura (23-26ºC), água e alimento ad libitum. Para a 

realização do experimento, estes animais foram eutanasiados (CEUA n.º 105/18) e o fígado 

removido e armazenado a -70 ºC até o momento da realização dos ensaios. As amostras de 

fígado foram homogeneizadas em tampão fosfato-salino (PBS) (1:10) e então centrifugadas a 

3.000xg por 10 minutos a 4 ºC. Para os testes de oxidação ex vivo, o sobrenadante obtido após 

centrifugação foi incubado por 60 minutos a 37 ºC com sulfato de ferro (FeSO4) 0,01 mM e 

ácido ascórbico 0,1 mM somente (Tecido Hepático Oxidado – THO), e com a adição simultânea 

das frações orgânicas de A. humile (DCM, AcOEt, ButOH) e CQA nas concentrações de 500, 

50 e 5 μg/mL. Estas amostras, submetidas ao processo de oxidação tecidual, e uma amostra 

controle (somente PBS), foram usadas para os testes descritos abaixo.  

 

4.7.2 Atividade antioxidante (FRAP) 

 

A análise da capacidade antioxidante total em tecido hepático foi realizada por meio 

do ensaio FRAP. Para tal, as amostras foram incubadas com tampão acetato de sódio 300 mM 

(pH 3,6), TPTZ 10 mM e cloreto de ferro (FeCl3) 20 mM (10:1:1) por 6 minutos a 37 ºC e a 

absorbância foi mensurada a 593 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA) (FRANCO et al., 

2020). A porcentagem de atividade (PA) foi calculada por meio da seguinte equação:  

 

𝑃𝐴(%) =
𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 𝑥100 

Equação 4 
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onde A controle representa o valor da absorbância da amostra branco e A amostra é a 

absorbância das amostras/controle. As amostras tratadas (THO + frações de A. humile/CQA) 

foram comparados com uma amostra sem tratamento (somente THO). 

 

4.7.3 Inibição da peroxidação lipídica 

 

Este ensaio foi conduzido seguindo o método modificado descrito por Justino e outros 

(2018). As amostras foram incubadas com ácido tricloroacético (TCA) 10% e ácido 

tiobarbitúrico (TBA) 0,67% por 15 minutos em banho-maria a 100 ºC. Logo, a mistura foi 

centrifugada a 3.000xg por 10 minutos e a absorbância foi mensurada a 532 nm (Versamax, 

Molecular Devices, EUA). A porcentagem da atividade foi calculada por meio da Equação 4, 

onde A controle representa o valor da absorbância da amostra branco e A amostra é a 

absorbância das amostras/controle.  

 

4.7.4 Conteúdo de grupos tióis  

 

Para a análise da capacidade de preservação de grupos tióis, as amostras foram 

incubadas com tampão fosfato 1 mM (pH 7,4) e solução de ácido ditionitrobenzóico (DTNB) 

10 mM (diluído em tampão fosfato de potássio 0,2 M, pH 8,0) por 30 minutos e a absorbância 

foi mensurada a 412 nm (Versamax, Molecular Devices, EUA) (AKSENOV e 

MARKESBERY, 2001). A porcentagem de atividade foi calculada a partir da Equação 4, onde 

A controle representa o valor da absorbância da amostra branco e A amostra é a absorbância 

das amostras/controle.  

 

4.7.5 Inibição da produção de EROs 

 

As amostras foram incubadas com acetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFH-

DA) 10µM e tampão tris-HCl 5 mM (pH 7,4) por 3 minutos a 37 ºC e a intensidade da 

fluorescência foi mensurada a 474nmex/530nmem (EnSpire, PerkinElmer, EUA). Os resultados 

são apresentados como área sob a curva (ASC) calculada por meio da seguinte equação:  

 

𝐴𝑆𝐶 =
𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 𝑥100 

Equação 5 
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onde A controle representa o valor da absorbância da amostra branco e A amostra é a 

absorbância das amostras/controle.  

 

4.8 Viabilidade celular 

 

Macrófagos RAW 264,7 cultivados em meio Eagle Modificado por Dulbecco 

(DMEM) suplementado com soro fetal bovino (10%; Gibco), penicilina (100 U/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL) foram utilizados para avaliar o potencial citotóxico das frações e 

de CQA. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 poços onde as células (0,05x106 por 

poço) foram tratadas com três concentrações (10, 1 e 0,1 μg/mL) de CQA e das frações DCM, 

AcOEt e ButOH por 24h. Em seguida, as células foram incubadas com 100 µL de solução de 

MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) à concentração de 5 mg/mL 

por 2h. Logo, dimetilsulfóxido (DMSO) foi adicionado e a absorbância mensurada a 570 nm 

(Versamax, Molecular Devices, EUA). A viabilidade celular foi calculada considerando as 

células não tratadas com as frações/CQA como 100% de viabilidade. 

 

4.9 Análise por HPLC-ESI-MS/MS 

 

A identificação dos compostos presentes nas três frações que obtiveram os melhores 

resultados nos ensaios conduzidos foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a um espectrômetro de massa com ionização por eletrospray (HPLC-ESI-MS/MS) 

(Agilent Q-TOF, modelo 6520). O sistema de solventes usado consistiu em uma solução de 

metanol-água (4:1) com taxa de fluxo configurada em 200 μl/h. Nitrogênio gasoso foi usado 

como gás de secagem, com taxa de fluxo configurada em 8 L/minuto, e como gás nebulizador 

a 58 psi. A temperatura do nebulizador foi configurada em 200 ºC e um potencial de 4,5 kV foi 

empregado no capilar. A energia de impacto do elétron foi configurada em 20, 25 e 30 eV. As 

configurações do HPLC foram: coluna modelo Agilent Zorbax 50 x 2,1 mm, partículas de 1,8 

µm e diâmetro do poro de 110 Å; fase móvel: água acidificada com ácido fórmico (0,1% v/v) 

(A) e metanol (B). O sistema solvente de gradiente foi configurado em: 2% (0 minuto); 98% (0 

– 15 minutos); 100% (15 – 17 minutos); 2% (17 – 22 minutos), com fluxo de 0,35 mL/minuto 

e detecção nos comprimentos de onda UV de 280 e 360 nm. Os dados foram obtidos nos modos 

negativo e positivo com ajuste para uma faixa de 20 – 1000 m/z. Para a análise dos resultados 

obtidos por HPLC-ESI-MS/MS, foi utilizado o software Agilent Mass Hunter, e os íons 



45 
 

 
 

moleculares e os seus fragmentos foram comparados com dados da literatura. Para a 

identificação das moléculas presentes nas frações testadas (DCM, AcOEt e ButOH), foram 

utilizados os dados do erro obtido a partir dos valores teóricos e observados de m/z. 

 

4.10 Análise estatística 

 

As análises estatísticas bem como a plotagem dos gráficos foram feitas no software 

GraphPad Prism 9.0®. Os testes foram executados em triplicata e os resultados foram 

apresentados como média ± desvio padrão da média. O teste paramétrico one-way ANOVA, 

teste Tukey de múltiplas comparações e o teste de Dunnett foram usados para calcular a 

significância das diferenças. Os valores foram considerados significativamente diferentes 

quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS 

5.1 Rendimento do extrato e frações 

 

O rendimento obtido do processo de extração e fracionamento das folhas de A. humile 

são exibidos na Fig. 2. Foram utilizados 400 g de folhas secas e trituradas de A. humile para 

obtenção do EE-Ah e o rendimento alcançado foi de 24,07% (96,29 g). Para o fracionamento 

do EE-Ah, 4 g do extrato foram utilizados e os rendimentos alcançados foram: 2,15% Hex; 

60,7% DCM; 18,42% AcOEt; 7,18% ButOH; e 10,37% H2O. 

 

 

Fig. 2 Rendimento do EE-Ah e de suas frações orgânicas. EE-Ah: extrato etanólicos de A. humile; Hex: fração de 
hexano; DCM: fração de diclorometano; AcOEt: fração de acetato de etila; ButOH: fração de n-butanol; e H2O: 
fração de água. Nota: A massa obtida após o fracionamento é apresentada em gramas (g) e o rendimento é mostrado 
em porcentagem (%). 
 

5.2 O extrato das folhas de A. humile e suas frações orgânicas apresentam notável 

quantidade de fenóis totais e flavonoides 

 

O conteúdo de fenóis totais, flavonoides e taninos condensados presentes em EE-Ah e 

suas frações orgânicas são mostrados na Tabela 1. Todas as frações, exceto Hex, apresentaram 

quantidade de fenóis totais acima de 115 mg EAG/g. Quanto ao conteúdo de flavonoides, as 

frações AcOEt, DCM e ButOH apresentaram os maiores valores (58,41 ± 0,11; 55,18 ± 2,66 e 

43,18 ± 3,39 mg EQ/g, respectivamente). Já os taninos condensados estavam presentes em 

maior quantidade nas frações H2O, AcOEt e ButOH (17,68 ± 3,18; 13,44 ± 2,78 e 13,31 ± 3,84 

mg/EC, respectivamente). 
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Tabela 1 Conteúdo de fenóis totais, flavonoides e taninos condensados em EE-Ah e suas frações orgânicas. 
Amostras Fenóis totais (mg EAG/g) Flavonoides (mg EQ/g) Taninos condensados (mg EC/g) 

EE-Ah 165,49 ± 3,49a 28,83 ± 0,00a 21,90 ± 1,30a 

Hex 28,04 ± 3,23b 14,80 ± 3,07b 0,01 ± 0,03b 

DCM 115,22 ± 5,26c 55,18 ± 2,66c 7,32 ± 1,16bc 

AcOEt 138,62 ± 2,76c 58,41 ± 0,11c 13,44 ± 2,78ac 

ButOH 118,46 ± 13,79c 43,18 ± 3,39d 13,31 ± 3,84ac 

H2O 134,10 ± 6,45c 10,14 ± 1,00b 17,68 ± 3,18a 

Nota: EE-Ah: extrato etanólico de A. humile; Hex: fração de hexano; DCM: fração de diclorometano; AcOEt: 
fração de acetato de etila; ButOH: fração de n-butanol; e H2O: fração de água. Valores são expressos como média 
± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa na mesma coluna (p<0,05). 
 

5.3 A. humile apresenta potencial inibitório frente a enzima α-amilase 

 

Uma análise da capacidade de EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA para inibir as 

enzimática α-amilase e α-glicosidase foi conduzida e os resultados são apresentados na Fig. 3. 

Quanto ao efeito inibitório em α-amilase, o controle positivo acarbose foi capaz de inibir a 

enzima em 99,52% ± 0,15 à concentração de 3,25 µg/mL, enquanto as frações de EE-Ah, exceto 

Hex, inibiram mais de 94% à mesma concentração (H2O: 98,54% ± 0,14; DCM: 97,55% ± 0,42; 

AcOEt: 96,98% ± 0,11 e ButOH 94,18% ± 0,66). Dentre as frações, DCM apresentou o menor 

valor de IC50 (0,56 ± 0,10 µg/mL), seguida por ButOH (0,74 ± 0,03 µg/mL) (Fig. 3A). O extrato 

bruto (3,13 ± 0,26 µg/mL) exibiu a menor capacidade inibitória de α-amilase. Catequina (0,09 

± 0,01 µg/mL) apresentou o menor valor de IC50, sem diferença significativa quando comparado 

com o controle positivo acarbose (0,08 ± 0,01 µg/mL) (p<0,05) (Fig. 3A). 

Quanto ao teste de inibição da enzima α-glicosidase, somente AcOEt (275,40 ± 12,31 

µg/mL) e catequina (111,8 ± 0,69 µg/mL) apresentaram resultados relevantes. Todavia, ambas 

amostras apresentaram diferenças significativas quando comparadas com o controle positivo 

acarbose (35,54 ± 7,71 µg/mL) (Fig. 3B). 
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Fig. 3 Análise da inibição das enzimas α-amilase (A) e α-glicosidase (B) por EE-Ah, suas frações orgânicas e 
CQA. EE-Ah: extrato etanólico de A. humile; Hex: fração de hexano; DCM: fração de diclorometano; AcOEt: 
fração de acetato de etila; ButOH: fração de n-butanol; e H2O: fração de água. Valores são expressos como média 
± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05). 
 

5.4 O extrato de A. humile e suas frações orgânicas diminuem a glicação proteica e a 

formação de AGEs 

 

A análise do potencial antiglicante de EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA foi 

realizada por meio de quatro métodos que utilizam frutose (FRU) e metilglioxal (MGO) como 

agentes glicantes e BSA, arginina (ARG) e lisina (LYS) como alvos da glicação.  No método 

BSA/FRU, todas as amostras testadas apresentaram baixos valores de IC50 e foram capazes de 

inibir a glicação de BSA pela FRU em 88% à concentração de 40 µg/mL (Fig. 4A). As frações 

DCM, AcOEt, H2O e ButOH (IC50 9,93 ± 0,08; 8,22 ± 0,38; 12,67 ± 0,39 e 22,49 ± 0,20 µg/mL, 

respectivamente), assim como o ácido gálico (IC50 11,77 ± 0,85 μg/mL), apresentaram elevado 

potencial antiglicante neste método, visto que os valores de IC50  alcançados por estas amostras 

não apresentaram diferença significativa quando comparadas com o controle positivo 

quercetina (IC50 24,22 ± 1,30 µg/mL) (Fig. 4A). Quanto ao método BSA/MGO, as frações Hex, 
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DCM e AcOEt (IC50 142,5 ± 3,98; 141,2 ± 15,53 e 211,6 ± 16,09 µg/mL, respectivamente), 

bem como catequina (IC50 143,4 ± 28,46 µg/mL), apresentaram notável capacidade antiglicante 

visto que não apresentaram diferença significativa quando comparadas ao controle positivo 

quercetina (IC50 60,56 ± 6,4 µg/mL) (Fig. 4B). Neste método, somente a fração H2O e o ácido 

gálico não apresentaram capacidade antiglicante. No método ARG/MGO, as frações Hex, 

AcOEt e DCM (IC50 143,6 ± 6,06; 194,8 ± 2,94 e 219,7 ± 3,35 µg/mL, respectivamente) 

apresentaram os menores valores de IC50, ao passo que a fração H2O não apresentou atividade 

(Fig. 4C). Entretanto, nenhuma das frações, catequina ou ácido gálico foi estatisticamente 

similar ao controle positivo quercetina (IC50 112,2 ± 0,40 µg/mL). Quanto ao método 

LYS/MGO, EE-Ah e suas frações orgânicas não demonstraram atividade, sendo somente a 

catequina e o ácido gálico (IC50 45,34 ± 2,23 e 91,47 ± 1,16 µg/mL, respectivamente) capazes 

de inibir o processo de glicação (Fig. 4D). Catequina e ácido gálico apresentaram valores de 

IC50 menores quando comparados com o controle positivo quercetina. 

 
Fig. 4 Potencial antiglicante de EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA pelos métodos BSA/FRU (A), BSA/MGO 
(B), ARG/MGO (C) e LYS/MGO (D). EE-Ah: extrato etanólico de A. humile; Hex: fração de hexano; DCM: 
fração de diclorometano; AcOEt: fração de acetato de etila; ButOH: fração de n-butanol; H2O: fração de água; 
CQA: catequina, quercetina e ácido gálico. Todas as amostras foram serialmente diluídas em etanol a partir de 5 
mg/mL. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa 
(p<0,05). Nota: N.A. significa nenhuma atividade. 
 

5.5 Potencial antioxidante do extrato das folhas de A. humile e de suas frações orgânicas 

 
O potencial antioxidante de EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA foram avaliadas 

pelos métodos ORAC, FRAP e DPPH (Fig. 5). No teste ORAC, todas as amostras (EE-Ah 

1.300,11 ± 33,04; Hex 1.215,57 ± 20,43; DCM 1.264,85 ± 76,9; AcOEt 1.208,78 ± 1,20; ButOH 
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1.277,17 ± 23,43; H2O 1.162,47 ± 28,24; quercetina 1.316,25 ± 0,21; catequina 1.313,28 ± 

12,02 e ácido gálico 1.291,19 ± 8,41 μmol ET/g) apresentaram notável potencial para inibir a 

oxidação causada pelo radical peroxil, e os valores obtidos não apresentaram diferença 

significativa quando comparados ao controle positivo ácido ascórbico (1.223,22 ± 8,41 μmol 

ET/g) (Fig. 5A). Quanto ao ensaio FRAP, as frações DCM, AcOEt e H2O (216,71 ± 1,04; 

236,21 ± 23,86 e 265,07 ± 36,32 μmol ET/g, respectivamente) se destacaram, no entanto, todas 

as frações e o extrato bruto apresentaram diferença significativa quando comparados com o 

controle positivo ácido ascórbico (627,27 ± 21,84 μmol ET/g) (Fig. 5B). A quercetina (625,66 

± 55,30 μmol ET/g) não apresentou diferença significativa quando comparado com o ácido 

ascórbico, ao passo que o ácido gálico (1.103,52 ± 31,48 μmol ET/g) exibiu atividade 

antioxidante mais elevada do que o controle positivo (p<0,001) (Fig. 5B). No ensaio DPPH, as 

frações DCM e AcOEt (3,03 ± 0,08 e 3,03 ± 0,14 µg/mL), bem como a catequina, quercetina e 

o ácido gálico (CQA) (2,57 ± 0,1; 2,35 ± 0,04 e; 0,78 ± 0,11 µg/mL, respectivamente) 

apresentaram os menores valores de IC50. O ácido gálico foi a única amostra a apresentar o 

valor de IC50 menor do que o controle positivo ácido ascórbico (1,52 ± 0,05 µg/mL) (p<0,05) 

(Fig. 5C). 

 
Fig. 5 Potencial antioxidante de EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA pelos métodos ORAC (A), FRAP (B) e 
DPPH (C). EE-Ah: extrato etanólico de A. humile; Hex: fração de hexano; DCM: fração de diclorometano; AcOEt: 
fração de acetato de etila; ButOH: fração de n-butanol; e H2O: fração de água. Valores são expressos como média 
± desvio padrão. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando comparado com o controle positivo (ácido ascórbico). 
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5.6 O extrato de A. humile e suas frações orgânicas preservam grupos tióis e previnem a 

peroxidação lipídica e a produção de EROs em tecido hepático 

 

A análise do potencial antioxidante de três frações do EE-Ah e de CQA em tecido 

hepático são apresentados na Fig. 6. A atividade antioxidante das frações e de CQA foram 

comparadas com uma amostra controle de tecido hepático oxidado (THO) não tratado com as 

frações ou CQA. O tecido hepático tratado com as frações e CQA a 500 µg/mL apresentaram 

baixa peroxidação lipídica (abaixo de 40%) quando comparadas com THO (Fig. 6A). Todavia, 

concentrações menores como 50 e 5 µg/mL não apresentaram atividade relevante, exceto a 

amostra tratada com quercetina a 50 µg/mL que exibiu 42% ± 1,14 de peroxidação lipídica, 

valor estatisticamente diferente quando comparado com THO (p<0,05) (Suplementar S1). A 

diminuição de EROs também foi observada nas amostras tratadas com as frações e com CQA 

na concentração de 500 µg/mL (Fig. 6B), e em CQA a 50 µg/mL (Suplementar S2), que 

obtiveram valores de área sob a curva (ASC) estatisticamente menores quando comparadas com 

THO.  

Quanto ao potencial para preservar grupos tióis, todas as amostras tratadas com as 

frações e com CQA à concentração de 500 µg/mL apresentaram atividade relevante e 

preservaram os grupos tióis acima de 79% (Fig. 6C). As amostras tratadas com os inibidores à 

concentração de 50 e 5 µg/mL não apresentaram resultados significativos (Suplementar S3). 

Com relação a capacidade antioxidante, avaliada por meio do ensaio FRAP, as moléculas CQA 

e as frações DCM e AcOEt à concentração de 500 µg/mL apresentaram os melhores resultados 

quanto suas capacidades de inibir a oxidação do tecido hepático (p<0,0001 quando comparado 

com THO) (Fig. 6D). ButOH não obteve resultado significativo visto que a porcentagem da 

capacidade oxidante desta fração foi estatisticamente similar ao THO (Fig. 6D).  Os tratamentos 

realizados com as frações e CQA a 50 e 5 µg/mL não apresentaram resultados significativos 

(Suplementar S4). 

 



52 
 

 
 

 
Fig. 6 Avaliação das propriedades antioxidantes das frações orgânicas de A. humile e de CQA em ensaio ex vivo 
de estresse oxidativo em tecido hepático. Peroxidação lipídica (A), formação de EROs (B), concentração de grupos 
tióis (C) e capacidade antioxidante (D) foram avaliadas. As barras estão apresentadas como PBS - tecido hepático 
não oxidado; THO - tecido hepático oxidado; e demais barras - amostras THO tratadas com frações orgânicas de 
A. humile/CQA. DCM: fração de diclorometano; AcOEt: fração de acetato de etila; ButOH: fração de n-butanol; 
e CQA: catequina, quercetina e ácido gálico. Todas as amostras foram diluídas em etanol a 500 μg/mL. Os valores 
são expressos como média ± desvio padrão. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 quando 
comparado ao controle (THO). 
 

5.7 O extrato de A. humile e suas frações orgânicas não apresentam citotoxicidade em 

macrófagos RAW 264,7 

 

Para avaliar o potencial citotóxico das frações orgânicas de A. humile e das moléculas 

testadas neste estudo, macrófagos RAW 264,7 foram tratados com CQA e diferentes 

concentrações de DCM, AcOEt e ButOH, frações que apresentaram maior capacidade 

antioxidante além de promissora capacidade inibitória da enzima α-amilase e da formação de 

AGEs. Todas as frações testadas apresentaram viabilidade celular acima de 98% na 
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concentração de 10 µg/mL, enquanto CQA mostrou viabilidade celular acima de 90% na 

mesma concentração (Fig. 7). É importante ressaltar que a viabilidade celular dos tratamentos 

realizados com as frações a 10 µg/mL não apresentaram diferença significativa quando 

comparadas ao controle negativo DMEM. 

 
Fig. 7 Viabilidade celular de DCM: fração de diclorometano (A), AcOEt: fração de acetato de etila (B), ButOH: 
fração de n-butanol (C), quercetina (D), catequina e (E) ácido gálico (F). Todas as frações foram diluídas em uma 
solução de DMSO/água (1:3) a 10, 1 e 0,1 μg/mL. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. p <0,05, 
** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 quando comparado com o controle positivo (DMEM: Meio Eagle 
Modificado por Dulbecco). 
 

5.8 Análise do extrato etanólico de A. humile e de suas frações orgânicas por HPLC-ESI-

MS/MS  

 

Visto que, dentre os ensaios conduzidos, as frações DCM, AcOEt e ButOH se 

destacaram quanto suas capacidades antioxidantes além do notável potencial para inibir α-

amilase e glicação proteica (formação de AGEs), uma análise por HPLC-ESI-MS/MS foi 

conduzida de modo a identificar as moléculas bioativas responsáveis pelas atividades biológicas 

investigadas neste estudo. As moléculas foram identificadas por meio da interpretação de dados 

sobre o tempo de retenção, valores de erro, perfil de padrões de fragmentação, espectro de 

massa sequencial e informações obtidas na literatura. A Tabela 2 expõe a ocorrência das 

moléculas nas três frações de A. humile analisadas.  
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Dentre as biomoléculas encontradas, destacam-se aquelas já conhecidas pelo potencial 

antioxidante como β-criptoxantina (BURRI; LA FRANO; ZHU, 2016), glicosídeos de 

quercetina (quercetina 3-O-pentosídeo, quercetina 3-O-hexosídeo, quercetina 3,7-di-O-

glicosídeo) (ZHENG et al., 2017), glicosídeos de kaempferol (kaempferol 3-O-glicosídeo e 

kaempferol 7-O-glicosídeo) (WANG et al., 2018), luteolina 7-O-glicosídeo (SONG; PARK, 

2014), ácido gálico (KIM, 2007), catequina (GRZESIK et al., 2018) e naringenina 7-O-

glicosídeo (HAN et al., 2008). 

 

 
Fig. 8 Moléculas de importante potencial antioxidante encontradas nas frações de DCM, AcOEt e ButOH por 
HPLC-ESI-MS/MS. As moléculas destacadas em linhas retangulares representam glicosídeos de uma mesma 
molécula.



55 
 

 
 

Tabela 2. Compostos identificados nas frações DCM, AcOEt e ButOH do extrato etanólico das folhas de A. humile por HPLC-ESI-MS/MS (modo negativo de ionização). 

Compostos sugeridos 
Tempo de 
retenção 

(min) 

Fórmula [M-
H]- 

 

Massa 
molecular 

exata 

Massa 
calculada 

para [M-H]- 

m/z de 
[M-H]- 

Erro 
(ppm) 

m/z para fragmentos 
de 

[M-H]- 
Referências 

Fração de diclorometano (DCM)         
Catequina 0.817 C15H14O6 290.08 289.0578 289.0567 -3.78 207.1235; 165.5584 (MITTAL et 

al., 2013) 
Ácido gálico 1.588 C7H6O5 170.02 169.0149 169.0148 -0.59 125.0262; 107.0091 (SINGH et al., 

2016) 
Kaempferol-3-O-glicosídeo-7-
rhamnosídeo 
 

1.857 C27H30O15 594.16 593.1321 593.1328 1.18 285.0435 (IBRAHIM et 
al., 2015) 

Kaempferol-3,7-dirhamnosídeo 3.047 C27H30O14 578.16 577.1366 577.1369 0.52 285.0794 (IBRAHIM et 
al., 2015) 

Procianidina B2 3.047 C30H26O12 578.14 577.1366 577.1369 0.52 451.0982; 407.0771; 
289.0751; 243.0729; 
125.0243 

(FRANCO et 
al., 2019a) 

Isoquercitrina 6.267 C21H20O12 464.10 463.0905 463.0905 0.00 301.0363; 300.0281; 
271.0265; 255.0282; 
178.9976; 151.0055 

(IBRAHIM et 
al., 2015) 

Quercetina-3-O-pentosídeo 6.401 C20H18O11 434.08 433.0798 433.0798 0.00 301.0371; 300.0290; 
271.0247; 255.0335; 
178.9995; 151.0083 

(CUNHA et 
al., 2017) 

Kaempferol-3-O-glicosídeo 6.669 C21H20O11 448.10 447.0954 447.0954 0.00 285.0387 (CUNHA et 
al., 2017) 

Luteolina-7-O-glicosídeo 6.669 C21H20O11 448.10 447.0954 447.0954 0.00 327.0569; 284.0351; 
355.0346; 243.0457; 
241.2000 

(IBRAHIM et 
al., 2015) 

Quercetina-3,7-di-O-glicosídeo 6.937 C27H30O17 626.15 625.1243 625.1244 0.16 301.0199; 463.0987 (IBRAHIM et 
al., 2015) 

β-Criptoxantina 8.832 C40H56O 552.43 551.0817 551.0814 - 0.54 480,0473; 430,9392 (DE ABREU 
et al., 2013) 

Fração de acetato de etila (AcOEt)         
Ácido protocatecuico  1.238 C7H6O4 154.02 153.0342 153.0346 2.58 127.3623; 109.4078 (SINGH et al., 

2016) 
Ácido gálico 2.010 C7H6O5 170.02 169.0135 169.0137 1.18 125.0256; 107.0213 (SINGH et al., 

2016) 
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Miricetina 3-O-hexosídeo 5.720 C21H20O13 480.09 479.0824 479.0844 4.17 316.0195, 270.0219, 
232.5550, 178.9982, 
151.0033 

(CUNHA et 
al., 2017) 

Quercetina 3-O-hexosídeo 6.270 C21H20O12 464.10 463.0874 463.0868 -1.30 334.2322, 301.0353, 
300.0250, 285.5252, 
271.0247 

(CUNHA et 
al., 2017) 

Kaempferol-7-O-glicosídeo 6.680 C21H20O11 448.10 447.0929 447.0934 1.12 343.0559, 327.0539, 
300.0264, 284.0321, 
255.0319, 227.0206, 
199.0348 

(IBRAHIM et 
al., 2015) 

Fração de n-butanol (ButOH)         
Ácido gálico 1.571 C7H6O5 170.02 169.0132 169.0131 -0.59 125.0234; 107.0117 (SINGH et al., 

2016) 
Ácido anacárdico 2.626 C22H36O3 348.26 345.0811 345.0825 4.06 301.0834 (CUNHA et 

al., 2017) 
Metil-galato 3.717 C8H8O5 184.04 183.0286 183.0292 3.28 168.0047; 124.0149 (SINGH et al., 

2016) 
Miricetina-3-O-hexosídeo 5.729 C21H20O13 480.09 479.0807 479.0840 3.55 317.0253; 316.0190; 

287.0183; 271.0245; 
178.9957 

(CUNHA et 
al., 2017) 

Isoquercetrina 6.266 C21H20O12 464.10 463.0867 463.0872 1.08 301.0322; 300.0261; 
271.0244; 255.0157; 
178.9957; 150.9978 

(IBRAHIM et 
al., 2015) 

Ácido elágico hexosídeo 6.266 C20H16O13 464.06 463.0867 463.0867 0.00 300.0261 (SINGH et al., 
2016) 

Naringenina-7-O-glicosídeo 6.400 C21H22O10 434.12 433.0760 433.0759 -0.23 271.0238; 150.9999 (CUNHA et 
al., 2017) 

Kaempferol-7-O-glicosídeo 6.852 C21H20O11 448.10 447.0904 477.0942 7.96 327.0271; 284.0395; 
255.2312; 227.0424 

(IBRAHIM et 
al., 2015) 
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6 DISCUSSÃO 

 

Na busca por produtos naturais para tratamento de doenças como o DMT2, se 

destacam aqueles que não são citotóxicos e que possuem componentes capazes de impedir a 

formação de produtos glicados e inibir processos oxidativos e a produção de espécies reativas 

(BINDU; NARENDHIRAKANNAN, 2019; DUTRA et al., 2016). Além disso, compostos que 

atuam na redução da atividade de enzimas envolvidas na digestão de carboidratos representam 

alternativas viáveis para o desenvolvimento de novas terapias que contribuam para o controle 

do DMT2 e de suas complicações (ABBAS et al., 2019). A vista disso, o presente estudo, por 

meio de ensaios in vitro e ex vivo, avaliou as propriedades antidiabéticas do extrato etanólico 

das folhas de A. humile, suas frações orgânicas e três moléculas identificadas nas frações 

(catequina, quercetina e ácido gálico). Para isso, os constituintes das amostras foram 

identificados e desafiados quanto aos seus potenciais antioxidantes e suas capacidades para 

inibir a formação de AGEs e as enzimas α-amilase e α-glicosidase. Além disso, o potencial 

protetor contra estresse oxidativo em tecido hepático e o potencial citotóxico foram avaliados 

nas três melhores frações e em CQA. 

Os compostos fenólicos, metabólitos especializados encontrados majoritariamente em 

plantas (BABBAR et al., 2014), desempenham um papel preponderante no tratamento de 

numerosas doenças metabólicas visto que estas moléculas detêm propriedades antioxidante 

(KASOTE et al., 2015), antiglicante (ASGHARPOUR DIL; RANJKESH; GOODARZI, 2019), 

além de potencial para inibir enzimas tais como α-amilase e α-glicosidase (GONCALVES et 

al., 2017). A análise fitoquímica do EE-Ah e de suas frações orgânicas evidenciaram a presença 

expressiva de polifenóis, principalmente nas frações DCM, AcOEt e ButOH (Tabela 1). Além 

disso, a análise das frações por HPLC-ESI-MS/MS revelou a presença de 11 biomoléculas em 

DCM, 5 biomoléculas em AcOEt e 8 biomoléculas em ButOH (Tabela 2). Algumas das 

moléculas encontradas nas frações do EE-Ah possuem papel de destaque, visto que apresentam 

notório potencial antioxidante como a catequina (HE et al., 2018), quercetina (CRUZ-ZÚÑIGA 

et al., 2016; XU et al., 2019), ácido gálico (BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015), 

kaempferol (WANG et al., 2018) e naringenina (ZAIDUN; THENT; LATIFF, 2018). Além 

disso, na fração ButOH foi verificada a presença do ácido anacárdico, um composto fenólico 

comumente encontrado em espécies do gênero Anacardium e que tem se mostrado de grande 

interesse para o tratamento de doenças dado seu potencial antioxidante (KUBO et al., 2006), 
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antitumoral (HUANG et al., 2014), bactericida (KUBO; NIHEI; TSUJIMOTO, 2003), 

gastroprotetor (MORAIS et al., 2010) e inibidor de lipoxigenase (HA; KUBO, 2005). 

A utilização de polifenóis para o tratamento do DMT2 e de suas complicações têm 

sido amplamente discutida na literatura. Segundo Nyambe-Silavwe e outros (2015), a 

capacidade destas moléculas de inibir enzimas digestivas como α-amilase e α-glicosidase é 

devido sua estrutura química, principalmente pela posição e quantidade de grupos hidroxila 

(OH-). Além disso, polifenóis como quercetina e seus glicosídeos, miricetina, naringenina e 

kaempferol, encontrados em EE-Ah e suas frações orgânicas, apresentam características como 

estrutura flexível, natureza hidrofóbica, além da capacidade de doar e receber prótons de 

hidrogênio, o que favorece o potencial inibitório enzimático destas moléculas (RASOULI et 

al., 2017). Nesse sentido, os compostos fenólicos encontrados nas frações orgânicas de EE-Ah, 

podem estar relacionados com sua notória habilidade para inibir a enzima α-amilase. Apesar de 

o potencial de A. humile para inibir a α-amilase ter sido sugerida por Urzêda e outros (2013) 

em um estudo que utilizou modelo de ratos com diabetes induzida por aloxana, este é o primeiro 

trabalho que utiliza ensaio enzimático para elucidar o potencial de A. humile para inibir a α-

amilase. 

Diversos trabalhos defendem que o desenvolvimento do DMT2 está relacionado com 

fatores como o aumento da produção de EROs e do estresse oxidativo, assim como a degradação 

oxidativa de proteínas glicadas (YAMAGISHI et al., 2015; YAN, 2014). EE-Ah, suas frações 

orgânicas e especialmente CQA apresentaram notória atividade scavenger e quenching de 

EROs e produtos glicados. Segundo Sarian e outros (2017), a capacidade antioxidante atribuída 

a certos compostos fenólicos se deve à presença de grupos hidroxila que são fonte de átomos 

de hidrogênio capazes de atuar na neutralização de espécies radicais. Moléculas presentes nas 

frações do EE-Ah como catequina, epicatequina, quercetina e kaempferol têm como 

característica estrutural a presença de cinco grupos hidroxila, atributo que fazem desses 

compostos fenólicos ótimos scavengers de radicais livres (SARIAN et al., 2017) e, desse modo, 

pode explicar a atividade antioxidante observada em EE-Ah e em suas frações orgânicas. Além 

disso, a estrutura orto-hidroxil (catecol) presente na catequina e quercetina possui papel 

fundamental no alto potencial antioxidante apresentado por estas moléculas (DE LA CRUZ et 

al., 2015; POVIE et al., 2010). O presente estudo também evidenciou o potencial antioxidante 

do ácido gálico nos testes in vitro e ex vivo conduzidos (Fig. 5 e 6). Tais resultados corroboram 

estudos anteriores que demonstraram alto potencial antioxidante, antiglicante, anti-inflamatório 
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e antidiabético do composto fenólico (ASNAASHARI; FARHOOSH; SHARIF, 2014; 

BENSAAD et al., 2017; KOPJAR et al., 2016; VARIYA; BAKRANIA; PATEL, 2019). 

É importante ressaltar que os flavonoides quercetina, kaempferol, luteolina, miricetina 

e naringenina foram identificadas na forma glicosilada nas frações de A. humile (Tabela 2). 

Segundo Nuutila, Kammiovirta e Oksman-Caldentey (2002), os flavonoides se encontram na 

natureza principalmente na forma de derivados conjugados de açúcar. Devido à natureza 

hidrofílica das frações da molécula de açúcar, os glicosídeos de flavonoides apresentam maior 

solubilidade em água. Além disso, o glicosídeo também influencia no potencial antioxidante 

dos flavonoides (JEEVITHA et al., 2016; PRAVEENA et al., 2014). Os glicosídeos de 

quercetina são os flavonoides como maior presença em frutas e vegetais (WILLIAMSON et al., 

2000; HERTOG et al., 1993), e apresentam grande potencial scavenging de radicais livres 

(JEEVITHA et al., 2016). Segundo Jeevitha e outros (2016), três características presentes na 

estrutura destes glicosídeos são importantes para a atividade scavenger, como a presença da 

porção 3’,4’ dihidroxi no anel B, ligação dupla em combinação com a função 4-oxo no anel C, 

e presença dos grupos 3 e 5-hidroxila. Evidências experimentais sugerem que a glicosilação da 

quercetina atua no aumento do potencial antioxidante e anti-inflamatório do flavonoide 

(LEGAULT et al., 2011). Praveena e outros (2014) demonstraram que a luteolina apresenta 

atividade antioxidante inferior quando comparada com um de seus glicosídeos, a orientina. Os 

autores propõem que a presença do açúcar diminui a carga negativa no átomo de oxigênio em 

C-3, o que favorece o potencial antioxidante da molécula. Okoth e outros (2013) mostraram 

que glicosídeos da miricetina apresentam maior capacidade scavenging do radical DPPH 

quando comparado com a miricetina. No entanto, apesar de alguns estudos apontarem que a 

glicosilação aumenta a capacidade scavenger de flavonoides, os dados ainda são insuficientes 

para concluir sobre a influência da glicosilação na capacidade antioxidante (XIAO, CHEN e 

CAO, 2014). 

Além do potencial antioxidante, a atividade antiglicante de certos compostos os tornam 

altamente efetivos no tratamento do DMT2 (DURAISAMY et al., 2003). Nesse sentido, a 

capacidade antiglicante do EE-Ah, suas frações orgânicas e CQA foi avaliada por meio de 

quatro diferentes métodos, utilizando BSA, arginina e lisina como alvos da glicação. O ensaio 

de BSA/FRU foi inicialmente conduzido visto que este método permite analisar todos os 

estágios e aminoácidos alvos da glicação proteica (WANG et al., 2011). Já os ensaios de 

BSA/MGO e ARG/MGO permitem verificar a habilidade das amostras de reduzir os estágios 

intermediários da glicação proteica e prevenir a ligação do metilglioxal com o aminoácido 
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arginina, respectivamente (WANG et al., 2011). Um ensaio utilizando lisina e MGO também 

foi conduzido com o objetivo de verificar a inibição da formação de AGEs derivados de lisina, 

como o Nɛ-(carboxietil)lisina (CEL) e Nɛ-(carboximetil)lisina (CML) formados pela reação 

entre MGO e o aminoácido (ZHOU et al., 2015). 

O ensaio de BSA/FRU evidenciou considerável potencial antiglicante do EE-Ah e de 

suas frações orgânicas, especialmente em DCM, AcOEt e Hex. Quanto às moléculas CQA, 

quercetina e catequina exibiram os melhores resultados (Fig. 4). Nos ensaios onde MGO foi 

empregado como agente glicante (BSA/MGO, ARG/MGO e LYS/MGO), EE-Ah, suas frações 

orgânicas e CQA obtiveram resultados menos significativos e com valores de IC50 mais 

elevados quando comparados com o ensaio de BSA/FRU. Este resultado é justificado pela 

elevada reatividade do MGO quando comparado com açúcares como frutose e glicose 

(THORNALLEY, 2005). Além disso, o composto dicarbonílico MGO possui alta capacidade 

para reagir com grupos amina e favorecer a formação de cross-links entre proteínas (WU; YEN, 

2005).  

Os polifenóis e flavonoides têm se mostrado potenciais inibidores da glicação proteica 

e da consequente formação de AGEs (YEH et al., 2017). Estudos defendem que esta 

propriedade está relacionada com o potencial antioxidante encontrado nestas moléculas, suas 

capacidades metal-quelante e de MGO trapping (captura de MGO), além da habilidade para 

bloquear o receptor para os produtos finais de glicação proteica (RAGE) (CHEN; VIRK; 

CHEN, 2016; TAN et al., 2008; YEH et al., 2017). Tais informações podem explicar a notável 

capacidade antiglicante expressas por DCM e AcOEt, visto que estas frações apresentaram a 

maior concentração de flavonoides (Tabela 1). 

Dentre as moléculas testadas neste estudo, o ácido gálico apresentou importante 

potencial antiglicante, principalmente no ensaio BSA/FRU. Apesar de as características que 

explicam o potencial antiglicante deste composto fenólico serem ainda inconclusivas (WU et 

al., 2010), a presença de diversos grupos hidroxil na estrutura dos ácidos fenólicos, bem como 

a atividade de MGO trapping dessas moléculas podem explicar seu potencial para inibir a 

glicação proteica (YEH et al., 2017). Além disso, em um estudo conduzido por Wu e Yen 

(2005), a capacidade antiglicante de 10 flavonoides de fontes naturais foram investigados e os 

resultados apontaram que a quercetina e a luteolina possuem alto potencial para inibir a 

formação de AGEs em todos os estágios da glicação proteica. Este resultado corrobora os 

achados deste estudo e pode explicar o potencial antiglicante observado nas frações DCM e 

AcOEt. 
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O fígado é um dos órgãos mais suscetíveis a danos teciduais causados por estresse 

oxidativo induzido por hiperglicemia (MANNA et al., 2010; MOHAMED et al., 2016). Além 

dos danos causados por EROs no tecido hepático, como alterações moleculares em lipídios, 

proteínas e carboidratos, a produção excessiva de espécies reativas de oxigênio pode induzir a 

apoptose de hepatócitos e liberar componentes pró-inflamatórios que, no que lhes concerne, 

desencadeiam um aumento da infiltração de leucócitos no tecido (MOHAMED et al., 2016). 

Alguns autores propõem que esses processos podem ocasionar danos substanciais no tecido 

hepático (OKAJIMA et al., 2002; SELZNER et al., 2003). Apesar da existência de diversos 

antioxidantes endógenos no fígado, como a catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e 

enzimas da família glutationa (GSH), o estado hiperglicêmico em indivíduos diabéticos pode 

diminuir a atividade de SOD e CAT, promovendo o aumento de EROs e contribuindo para o 

dano tecidual hepático (MOHAMED et al., 2016; PARVEEN et al., 2010). 

Os resultados obtidos a partir dos ensaios utilizando homogeneizado de tecido hepático 

evidenciaram a capacidade de CQA e das frações DCM, AcOEt e ButOH de proteger contra 

oxidação ex-vivo, promover atividade antioxidante, além de reduzir a peroxidação lipídica, a 

oxidação de grupos tióis e a produção de EROs (Fig. 6). De acordo com El-Beshbishy e outros 

(2011), o efeito protetivo de alguns extratos de plantas contra dano tecidual hepático é devido 

à presença de compostos tais como flavonoides, polifenóis e antocianidinas, o que pode 

justificar a capacidade protetiva exibida nas três frações do EE-Ah testadas. Ademais, alguns 

estudos evidenciaram o potencial de polifenóis como catequina (MAHMOODI et al., 2020), 

quercetina (YANG et al., 2019) e ácido gálico (LIU et al., 2019) no tratamento e prevenção de 

doenças associadas ao diabetes, como a doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), 

bem como na diminuição da resistência à insulina (ABENAVOLI et al., 2017; CHEN et al., 

2017; VAN DE WIER et al., 2017). Como mostrado na Fig. 6A e 6B, as três frações e CQA 

promoveram a diminuição da peroxidação lipídica e da produção de EROs. Segundo Su e outros 

(2019), espécies reativas de oxigênio podem reagir com ácidos graxos da membrana plasmática 

e promover a peroxidação lipídica. Nesse contexto, a diminuição da produção de EROs, 

suscitada pelas frações do EE-Ah e CQA, pode ter promovido a atenuação da peroxidação 

lipídica explicitada na Fig. 6A. 

Uma característica de crucial importância quando se estuda produtos naturais para 

tratamento e gerenciamento de doenças é a potencial citotoxicidade do extrato, fração ou 

composto analisado. A vista disso, um teste de toxicidade em macrófagos murinos foi 

conduzido utilizando a moléculas CQA e as frações DCM, AcOEt e ButOH. O ensaio MTT é 
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um indicador sensível e confiável da atividade metabólica celular. Este método baseia-se na 

redução do MTT, de coloração amarela, por desidrogenases mitocondriais, formando como 

produto o formazan, de coloração violeta (PRATAVALE; DANDEKAR; JAIN, 2012). Como 

evidenciado na Fig. 7, as três frações do EE-Ah, bem como CQA apresentaram pouca ou 

nenhuma citotoxicidade em macrófagos RAW 264,7.
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7 CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, pôde-se concluir que o extrato 

etanólico das folhas de A. humile, suas frações orgânicas e as moléculas CQA apresentam 

expressivas capacidades antioxidante e antiglicante, além de potencial para inibir a enzima α-

amilase. Também, as amostras testadas neste estudo apresentaram pouca ou nenhuma 

citotoxicidade em macrófagos de camundongo. O presente estudo contribui para o 

conhecimento das propriedades biológicas e do potencial medicinal das folhas de A. humile, 

promovendo um melhor entendimento sobre a possibilidade do uso desta planta para controlar 

a hiperglicemia pós-prandial, bem como inibir processos oxidativos e de glicação proteica em 

DMT2. Ademais, este estudo, além de reconhecer e valorizar o saber popular e o Cerrado 

brasileiro, levantam possibilidades para futuros estudos que empreguem modelos in vivo que 

possam contribuir com os dados expostos neste trabalho quanto ao uso de EE-Ah, 

principalmente das frações DCM  AcOEt e ButOH, como ferramentas complementares para o 

controle da hiperglicemia e do estresse oxidativo.
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APÊNDICE A - MATERIAL SUPLEMENTAR 
 

 
Suplementar S1. Avaliação da inibição da peroxidação lipídica pelas frações DCM, AcOEt e ButOH, e CQA no 
tecido hepático. PBS: tecido hepático não oxidado; THO: tecido hepático oxidado; DCM: diclorometano; AcOEt: 
acetato de etila e ButOH: n-butanol. Todas as amostras foram diluídas em etanol nas concentrações de 500, 50 e 
5 μg / mL. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa 
(p <0,05). 
 

 
Suplementar S2. Avaliação da inibição da produção de EROs pelas frações DCM, AcOEt e ButOH, e CQA no 
tecido hepático. PBS: tecido hepático não oxidado; THO: tecido hepático oxidado; DCM: diclorometano; AcOEt: 
acetato de etila e ButOH: n-butanol. Todas as amostras foram diluídas em etanol nas concentrações de 500, 50 e 
5 μg / mL. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa 
(p <0,05). 
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Suplementar S3. Avaliação da preservação dos grupos tióis pelas frações DCM, AcOEt e ButOH, e CQA no 
tecido hepático. PBS: tecido hepático não oxidado; THO: tecido hepático oxidado; DCM: diclorometano; AcOEt: 
acetato de etila e ButOH: n-butanol. Todas as amostras foram diluídas em etanol nas concentrações de 500, 50 e 
5 μg / mL. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa 
(p <0,05). 
 

 
Suplementar S4. Avaliação da atividade antioxidante (método FRAP) das frações DCM, AcOEt e ButOH e CQA 
no tecido hepático. PBS: tecido hepático não oxidado; THO: tecido hepático oxidado; DCM: diclorometano; 
AcOEt: acetato de etila e ButOH: n-butanol. Todas as amostras foram diluídas em etanol nas concentrações de 
500, 50 e 5 μg / mL. Os valores são expressos como média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença 
significativa (p <0,05). 
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Suplementar S5. Cromatograma da fração de diclorometano (DCM) do extrato etanólico das folhas de 
Anacardium humile obtido por HPLC-ESI-MS/MS (modo negativo). 
 

 
Suplementar S6. HPLC-ESI-MS/MS de β-criptoxantina presente na fração de diclorometano (m/z 553 [M-H]-). 

 

Suplementar S7. HPLC-ESI-MS/MS de quercetina 3-O-pentosídeo presente na fração de diclorometano (m/z 433 
[M-H]-). 
 

Suplementar S8. HPLC-ESI-MS/MS de kaempferol-3-O-glicosídeo presente na fração de diclorometano (m/z 
447 [M-H]-). 
 

Suplementar S9. HPLC-ESI-MS/MS de quercetina-3,7-di-O-glicosídeo presente na fração de diclorometano (m/z 
625 [M-H]-). 
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Suplementar S10. HPLC-ESI-MS/MS de luteolina-7-O-glicosídeo presente na fração de diclorometano (m/z 447 
[M-H]-). 
 

Suplementar S11. HPLC-ESI-MS/MS de isoquercetrina presente na fração de diclorometano (m/z 463 [M-H]-). 

 

Suplementar S12. HPLC-ESI-MS/MS de kaempferol-3,7-dirhamniosídeo (kampferitrina) presente na fração de 
diclorometano (m/z 577 [M-H]-). 
 

Suplementar S13. HPLC-ESI-MS/MS de kaempferol-3-O-glicosídeo-7-ramnosídeo presente na fração de 
diclorometano (m/z 593 [M-H]-). 
 

Suplementar S14. HPLC-ESI-MS/MS de procianidina B2 presente na fração de diclorometano (m/z 577 [M-H]-

). 
 

Suplementar S15. HPLC-ESI-MS/MS de ácido gálico presente na fração de diclorometano (m/z 169 [M-H]-). 
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Suplementar S16. HPLC-ESI-MS/MS de catequina presente na fração de diclorometano (m/z 291 [M-H]-). 

 

 
Suplementar S17. Cromatograma da fração de acetato de etila (AcOEt) do extrato etanólico das folhas de 
Anacardium humile obtido por HPLC-ESI-MS/MS (modo negativo). 
 

 
Suplementar S18. HPLC-ESI-MS/MS de kamepferol-7-O-glicosídeo presente na fração de acetato de etila (m/z 
447 [M-H]-). 
 

 
Suplementar S19. HPLC-ESI-MS/MS de miricetina-3-O-hexosídeo presente na fração de acetato de etila (m/z 
479 [M-H]-). 
 

 
Suplementar S20. HPLC-ESI-MS/MS de quercetina-3-O-hexosídeo presente na fração de acetato de etila (m/z 
463 [M-H]-). 
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Suplementar S21. HPLC-ESI-MS/MS do ácido gálico presente na fração de acetato de etila (m/z 169 [M-H]-). 

 

 
Suplementar S22. HPLC-ESI-MS/MS do ácido protocatecuico presente na fração de acetato de etila (m/z 175 
[M-H]-). 
 

 
Suplementar S23. Cromatograma da fração de n-butanol (ButOH) do extrato etanólico das folhas de Anacardium 
humile obtido por HPLC-ESI-MS/MS (modo negativo). 
 

 
Suplementar S24. HPLC-ESI-MS/MS do kaempferol-7-O-glicosídeo presente na fração de n-butanol (m/z 447 
[M-H]-). 
 

 
Suplementar S25. HPLC-ESI-MS/MS da isoquercetrina presente na fração de n-butanol (m/z 463 [M-H]-). 
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Suplementar S26. HPLC-ESI-MS/MS da miricetina-3-O-hexosídeo presente na fração de n-butanol (m/z 479 [M-
H]-). 
 

/ 
Suplementar S27. HPLC-ESI-MS/MS de narigenina-7-O-glicosídeo presente na fração de n-butanol (m/z 433 
[M-H]-). 
 

 
Suplementar S28. HPLC-ESI-MS/MS do ácido anacárdico presente na fração de n-butanol (m/z 345 [M-H]-). 
 

 
Suplementar S29. HPLC-ESI-MS/MS de ácido gálico presente na fração de n-butanol (m/z 169 [M-H]-). 

 

 
Suplementar S30. HPLC-ESI-MS/MS do hexosídeo de ácido elágico presente na fração de n-butanol (m/z 463 
[M-H]-). 
 

 
Suplementar S31. HPLC-ESI-MS/MS de galato de metila presente na fração de n-butanol (m/z 463 [M-H]-). 
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