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RESUMO

Enzimas como a amilase sdo responsaveis pelo processamento de carboidratos originarios da
dieta, agindo na quebra do amido e na absor¢do de monossacarideos pelos enterécitos. Dessa
forma, inibidores dessas enzimas, presentes em plantas, oferecem uma estratégia promissora
para o controle da hiperglicemia associada ao diabetes tipo 2, obesidade e hipertensdo através
da reducédo da quebra do amido e da absor¢éo da glicose no intestino. Ainda, a lipase pancreética
esta envolvida no metabolismo de lipidios e apresenta-se também como interessante alvo de
inibidores, uma vez que sua inibicdo promove reducdo na absorcéo de triglicerideos da dieta,
ocasionando diminuicdo do aproveitamento calérico e perda de peso e demais parametros
metabdlicos. Atualmente, nota-se uma preocupacao mundial a respeito da alimentacdo na
manutencédo a salde e a prevenc¢do de comorbidades. Dados da Organizacdo Mundial de Saude
mostram que 2/3 da populacdo mundial esta acima do peso ou ja sdo consideradas obesas,
sendo um grande desafio para os programas de saude publica. Com isso, surge a necessidade
de novas fontes de tratamentos alternativos, reduzindo os altos custos para os cofres publicos.
Plantas com potencial medicinal sdo utilizadas por aproximadamente 80% da populacdo e sua
diversidade metabdlica justifica a busca por novas terapias baseadas em compostos de origem
natural. Deste modo, o uso de plantas esta cada vez mais difundido na literatura como tratamento
complementar de diabetes e obesidade por apresentar potente atividade inibidora de lipase e
amilase. Assim, este projeto visou o rastreamento in vitro de inibidores de lipase e amilase em
extratos padronizados de plantas selecionadas, Terminalia catappa L. (Combretaceae),
Byrsonima intermedia A. Juss. (Malpighiaceae), Serjania marginata Casar. (Sapindaceae) e
Rhizophora mangle (Rhizophoraceae), quanto ao seu potencial de alterar a absorcdo de
nutrientes. A partir dos resultados, pode-se verificar, que mesmo de forma ténue quando
comparado ao inibidor comercial, com concentracgéo inibitoria (IC50) de 742 ug/mL para o extrato
de Byrsonima intermedia, 805 ug/mL para o extrato de Serjania marginata, 803 ug/mL para o
extrato de Rhizophora mangle e apenas o extrato de Terminalia catappa neste ensaio ndo
apresentou atividade inibitéria. Ao verificar a curva de inibicdo de a-amilase, observou-se que
0s extratos apresentaram potente potencial inibidor com um IC50 de 24,5 ug/mL para o extrato
de Byrsonima intermedia, 19 ug/mL para o extrato de Rhizophora mangle, 0,74 ug/mL para o
extrato de Terminalia catappa e 0,13ug/mL para o extrato de Serjania marginata, esses dois
ultimos demostrando maior potencial inibidor. Deste modo, é possivel sugerir sobre o carater
antinutricional dos extratos.

Palavras-Chave: Extratos Padronizados. Inibidores. Amilase. Lipase.
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ABSTRACT

Enzymes such as amylase are responsible for processing carbohydrates from the diet, acting on
the breakdown of starch and the absorption of monosaccharides by enterocytes. Thus, inhibitors
of these enzymes, present in plants, offer a promising strategy for the control of hyperglycemia
associated with type 2 diabetes, obesity and hypertension by reducing the breakdown of starch
and the absorption of glucose in the intestine. Furthermore, pancreatic lipase is involved in lipid
metabolism and is also an interesting target for inhibitors, since its inhibition promotes a reduction
in the absorption of triglycerides from the diet, causing a decrease in caloric utilization and weight
loss. Currently, there is a worldwide concern regarding food in maintaining health and preventing
comorbidities. Data from the World Health Organization show that 2/3 of the world population is
overweight or already considered obese, being a major challenge for public health programs. As
a result, there is a need for new sources of alternative treatments, reducing the high costs for
public coffers. Plants with medicinal potential are used by approximately 80% of the population
and their metabolic diversity justifies the search for new therapies based on compounds of natural
origin. Thus, the use of plants is increasingly widespread in the literature as a complementary
treatment for diabetes and obesity as it has a potent lipase and amylase inhibitory activity. Thus,
this project aimed at the in vitro screening of lipase and amylase inhibitors in standardized extracts
from selected plants, Terminalia catappa L. (Combretaceae), Byrsonima intermedia A. Juss.
(Malpighiaceae), Serjania marginata Casar. (Sapindaceae) and Rhizophora mangle, regarding
their potential to alter the absorption of nutrients and their possible anti-obesogenic character.
From the results, it can be seen that even in a tenuous way when compared to the commercial
inhibitor, with an inhibitory concentration (IC50) of 742 ug / mL for the extract of Byrsonima
intermedia, 805 ug / mL for the extract of Serjania marginata, 803ug / mL for Rhizophora mangle
extract and only Terminalia catappa extract in this assay did not show inhibitory activity. When
verifying the a-amylase inhibition curve, it was observed that the extracts showed a potent
inhibitory potential with an IC50 of 24,5 ug / mL for Byrsonima intermedia extract, 19 ug / mL for
Rhizophora mangle extract, 0,74 ug / mL for Terminalia catappa extract and 0,13ug / mL for
Serjania marginata extract, the latter two showing greater inhibitory potential. In this way, it is
possible to infer about the antinutritional character of the extracts.

Key Words: Standardized Extracts. Inhibitors. Amylase. Lipase.
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1. INTRODUCAO

1.1 Metabolismo de carboidratos

O metabolismo de carboidratos representa o centro de metabolismo energético e € a fonte
primaria de energia do corpo humano, seu processo digestivo tem origem na boca apos a
ingestao do alimento, que através da acdo mecéanica da mastigacéo e a liberacdo da enzima
agamilase salivar se inicia o processo de degeneracdo dos carboidratos a partir do rompimento
das ligacdes glicosidicas a1-4. No estdbmago ndo ha a acédo da a-amilase salivar, que por sua
vez se desnatura com a alteracdo de pH devido a liberacdo de suco gastrico. Ao chegar no
pancreas, a enzima a-amilase pancreatica dara continuidade a digestdo. A mucosa gastrica ira
produzir enzimas especificas que irdo digerir os trissacarideos e dissacarideos. Assim, o
processo digestivo ird gerar os monossacarideos, principalmente a glicose, frutose e galactose,
gue sdo absorvidos pelas células intestinais por meio de transporte ativo ou difusdo simples
(MOTTA, 2009).

1.1.1 a-amilase

Amilases s&o enzimas importantes que catalisam a hidrélise da amilopectina, amilose e do
glicogénio em maltose e dextrinas, ou seja, sdo fundamentais no processo de digestdo, cuja
funcdo consiste na quebra de aclcares. A ingestao de carboidratos ativa o funcionamento da
amilase, o qual se inicia com o estimulo as glandulas salivares. A enzima na saliva é capaz de
transformar fontes de amido em maltose e glicose. Mas é somente a amilase produzida no
pancreas que consegue quebrar o amido em unidades redutoras. Na saliva encontra-se uma
forma de a-amilase denominada ptialina e no pancreas, a amilase pancreética. Sendo uma
enzima da classe das hidrolases que atua de forma extracelular para clivar o amido e o glicogénio

gue sao os principais componentes ingeridos na dieta (MOTTA, 2009) (FIGURA 1).

Séao enzimas degradantes no qual se divide em dois grupos, enzimas denominadas de
branching, que especificamente hidrolisam 1,6 acoplamentos entre cadeias, e as enzimas que
guebram os 1,4 acoplamentos entre unidades de glicose das cadeias diretas. Este ultimo grupo

por sua vez consiste em endoenzimas que partem os lacos de forma ao acaso, em pontos ao
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longo das cadeias, e exoenzimas que partem pontos especificos nos fins de cadeia (MOTTA,
2009).

a-Amilase

Carboidratos

a-Amilase

»
e
»
FIGURA 1. Digestao de carboidratos e agao enzimatica a-amilase. Fonte: Bioquimica llustrada. 3a ed.
CHAMPE, P.G., HARVEY, R.A. pg 105.

1.2 Metabolismo de lipideos

O metabolismo dos lipidios ocorre no figado, que por sua vez sdo provenientes de duas
fontes distintas: dos alimentos ingeridos e da reserva organica que se encontra no tecido
adiposo. O armazenamento de acidos graxos na forma de triacilglicerideo é o mais eficiente e
guantitativamente mais importante. Quando necessario, horménios séo sinalizados afim de suprir
a necessidade metabdlica, promovendo-se a liberacio destes TG’s com o objetivo de converté-
los em &cidos graxos livres, 0s quais serdo oxidados para produzir energia. No entanto, outras
formas de lipidios fazem parte da dieta diaria, como os fosfolipidios, o colesterol e as vitaminas
lipossolaveis (MOTTA, 2009).

E no duodeno, a primeira porc¢&o do intestino delgado, sob a acio da bile que é constituida
por sais biliares, produzida no figado e transportada pelo canal colédoco até o duodeno, que 0s
lipidios da dieta sdo emulsionados. Estas particulas ativam as lipases pancreaticas, enzimas

responsaveis pela digestao de lipidios (MOTTA, 2009).
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1.2.1 Lipase pancreatica

Produzida pelo pancreas a lipase pancreatica € uma enzima responsavel pela quebra dos
lipidios em substancias simples (acido graxo + glicerol (alcool). As enzimas encontram-se no
suco pancreético, atuando apenas em pH alcalino (8 a 8,5) que é garantido pelo bicarbonato de
sédio (NaHCOs) que também se encontra no suco. As lipases quebram os lipidios em acidos
graxos livres e monoglicerideos, catalisando a hidrélise dos TG’s com a formacdo de dois
monoglicéridos e dois acidos graxos. Os acidos graxos sao 0s principais mecanismos de
producéo de energia. A secrec¢do da lipase é estimulada pela secretina que € liberada pela acidez
do quimo no duodeno (FIGURA 02).

Esta enzima é liberada juntamente com a colipase, uma enzima que impede a inibicdo que
0s sais biliares causam na lipase pancreéatica, através do deslocamento dessa e da re-interacédo

da lipase na interface lipidio-agua (LI et al., 2020).
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FIGURA 2: Digestéo de lipideos e a¢do enzimatica lipase pancreética. Fonte: Bioquimica llustrada. 3a
ed. CHAMPE, P.G., HARVEY, R.A. pg 183.

1.3 Balancgo energético

Quando a quantidade de energia (calorias) ingerida através dos alimentos € maior do que

aguela que o organismo gasta com seu metabolismo basal somado as atividades fisicas diarias
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diz-se que ha um balango energético positivo e a pessoa acumula gordura corpérea. Caso isso
ocorra por um periodo longo de tempo, instala-se 0 sobrepeso e a obesidade em casos extremos.

O sobrepeso e a obesidade s&o considerados os principais fatores de risco para doencas
como diabetes do tipo 2, doencgas coronarianas, disturbios respiratérios no sono estando também
relaciona-se a resposta inflamatoria e inUmeros tipos de cancer, como o de figado, estdbmago,
pancreas, vesicula, ovario, tireoide e sangue (referéncia). Nos ultimos 35 anos, o nimero de
obesos mais que dobrou em todo o mundo tornando-se um desafio para a 0os programas de
saude publica (WHO, 2016).

A projecao € de que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de individuos estejam com excesso de
peso, sendo mais de 700 milh6es com obesidade. J& o numero de criangas com sobrepeso e
obesidade pode chegar a 75 milhdes caso nada seja feito — incluindo 427 mil criancas com pré-
diabetes, 1 milhdo com hipertenséo arterial e 1,4 milhdo com aumento do acimulo de gordura
no figado (LABOISSIERE, 2018).

As transicOes demogréafica, epidemiolégica e nutricional influenciaram no fenbmeno da
pandemia de obesidade. Outro fator contribuinte sdo os habitos de vida da sociedade moderna
(SWINBURN et al., 2011).

1.4 Numero de mortes por fator de risco no Mundo em 2017

De acordo com o estudo Global Burden of Disease, cerca de 17 milh6es de pessoas
morreram prematuramente em 2017 como resultado dos altos niveis de glicemia no sangue e
dislipidemias. Sendo a obesidade o quinto maior fator de risco para mortes prematuras em todo

o mundo, como mostrado na FIGURA 3.
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Ntimero de mortes por [ator de risco Ourerid
Ndmero total anual de mortes por fator de risco, medido em todas as faixas etadrias e ambos 0s sexos. ==

High blood pressure |G 10 -4 million
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¢ 0
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FIGURA 3: Numero de mortes por fator de risco no Mundo em 2017 - Disponivel em:
<https://ourworldindata.org/obesity> Acesso em: 24/01/2020.

No Brasil, a prevaléncia de obesidade na populacdo acima de 18 anos residente nas
capitais apresentou importante aumento, de 12% em 2006 para 20% em 2018. Ou seja, um
crescimento de 60% em uma década. Uma projecdo feita pelo Ministério da Saude em 2019

mostra uma tendéncia a um aumento anual de 0,83% (FIGURA 4).

20,7

18,2 et 19,8

17,4 18,7
12,1 16,5
11,8
11,4

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Total =——Masculino =——Feminino

FIGURA 4: Prevaléncia de obesidade no Brasil 2006-2018. Disponivel em:

<http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2019/novembro/04/ApresentacaoWanderson-
Vigitel.pdf> Acesso em: 24/01/2020. Pg 6

Pesquisadores da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) realizaram um estudo

sobre os custos médicos das doengas associadas ao sobrepeso no Sistema Unico de Saude
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(SUS). Um total de R$ 3,65 bilhdes sdo gastos anualmente com atendimentos ambulatoriais e
hospitalares decorrentes dessas doencas (cancer, doencas cardiovasculares, diabetes,
osteoartrose). Utilizando o método do risco atribuivel, pode-se estimar qual o percentual dessas
doencas € decorrente da presenca de sobrepeso ou obesidade. Do total gasto pelo SUS, cerca
de 10% seriam atribuiveis exclusivamente a obesidade como fator de risco. Deter o crescimento
da obesidade constitui uma das metas do Plano Global de DCNT (2013-2020) e do Plano de
Enfrentamento de doencas crbnicas ndo trasmissiveis no Brasil (2011-2022). No contexto do
Sistema Unico de Sautde (hospitais publicos), os custos diretos estimados de doencas
relacionadas ao sobrepeso / obesidade em atendimento ambulatorial e hospitalar com base nos
dados de 2008 a 2010 eram de US $ 2,1 bilhdes anualmente (valores do ano de 2010), 68,4%
atribuiveis a hospitalizacdes e o restante devido a procedimentos ambulatoriais (BAHIA et al.,
2012).

Os maiores custos de atendimento ambulatorial e hospitalar em ambos os sexos foram
devidos a doencas cardiovasculares (US $ 747 milhdes), seguidos por neoplasias relacionadas
ao sobrepeso e obesidade (US $ 299,8 milhdes), asma (US $ 34 milhdes), diabetes tipo 2 (US $
3,7 milhdes) e osteoartrite (US $ 3,9 milhdes). Os autores estimaram que esses custos diretos
eram uma subestimacéo consideravel do verdadeiro 6nus do sobrepeso / obesidade no Brasil,
gue incluiria gastos privados de salde, bem como custos indiretos devido a perda de

produtividade, morte prematura e atendimento domiciliar (BAHIA et al., 2012).

Dado o aumento previsto da obesidade no Brasil, projeta-se que pelo menos o dobro da
doenca coronariana, acidente vascular cerebral, hipertenséo, cancer, osteoartrite e diabetes até
2050, com a duplicacdo concomitante nos custos com saude, de US $ 5,8 bilhdes em 2010 para
US $ 10,1 bilhdes por ano - totalizando US $ 330 bilh6es em 40 anos (valores do ano de 2010).
Estima-se que uma reducgdo de 5% no IMC médio em toda a populagdo possa economizar ao
Brasil cerca de US $ 57 bilhdes nesse periodo (RTVELADZE et al., 2013).

1.5 Tratamento para hiperglicémia e dislipidemias

Um importante alvo no tratamento das comorbidades associadas ao sobrepeso inclui o
desenvolvimento de inibidores de digestdo ou de absorcao de nutrientes que reduzem o aporte
cal6rico em nivel intestinal. Desta forma, alvos em nivel moleculares como enzimas e receptores

vem sendo estudados para a obtencdo de medicamentos cujo o mecanismo de acéo se baseia
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na inibicdo enzimética que ocasiona altera¢des benéficas no metabolismo glicémico e lipidico e,
consequentemente permitindo o uso no tratamento e controle de doencas como a hiperglicemia
no diabetes do tipo 2 e as dislipidemias (MONTANARI; BOLZANI, 2001; VIEGAS JR; BOLZANI,
BARREIRO, 2006; YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

As enzimas a-amilase e a-glicosidases sdo responsaveis pela quebra de carboidratos
provenientes da dieta, 0 amido e assim auxiliando na absor¢cdo de mono e dissacarideos pelos
enterécitos (GUYTON & HALL 2002). Neste mesmo ambito, a lipase, enzima importante no
metabolismo de lipidios, apresenta-se também como promissor alvo de inibidores, uma vez que
promove reducdo na absorcdo de triglicerideos da dieta, ocasionando diminuicdo do
aproveitamento calérico e facilitando a perda de peso. Cerca de 2 a 6% dos custos de saude de
sistemas publicos em diferentes paises desenvolvidos estdo sendo direcionados a compostos
gue reduzem os lipideos séricos (BUSTANJI et al., 2011). O farmaco orlistat € um inibidor de
lipase pancreatico amplamente prescrito para auxiliar na perda de peso em adultos e criancas
(CHAO; WADDEN; BERKOWITZ, 2018; CHUKIR et al., 2018).

Embora haja sua prescricdo 0 mesmo apresenta uma série de efeitos colaterais. As
reacdes adversas sdo, em sua absoluta maioria, de natureza gastrintestinal e relacionada ao
préprio efeito farmacoldgico ao evitar a absor¢cao de parte da gordura ingerida na dieta. Reagfes
muito comuns sao perdas ou evacuacdes oleosas, flatuléncia com perdas oleosas, urgéncia para
evacuar, aumento das evacuacgfes, desconforto/dor abdominal, flatuléncia, fezes liquidas,
infeccdes do trato respiratdrio superior, gripe, cefaleia e hipoglicemia (YANOVSKI; YANOVSKI,
2014). Em maiores agravos podem levar a incontinéncia fecal, fezes amolecidas, desconforto/dor
retal, distlrbios dentais ou gengivais, infec¢cdes do trato respiratorio inferior, irregularidades
menstruais, ansiedade, fadiga, infeccdo urinaria e distensdo abdominal e isso justificaria a

procura por novas intervencdes (KHERA et al., 2016).

1.6 Uso de plantas para fins terapéuticos

O uso de plantas tém sido empregado com finalidades terapéuticas ha séculos pela
humanidade. Ao redor do mundo milhares de produtos de origem vegetal sdo utilizados nas mais
variadas formas como: cataplasmas, infusdo, macerado, filtrado, tinturas, pomadas, xarope,
capsulas e na forma in natura. Um dos principais componentes quimicos presentes em plantas,

0s compostos fendlicos cuja estrutura comum, interage com as proteinas formando complexos,
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possivelmente inibindo algumas enzimas (SALUNKHE, 1990). Atualmente, estdo disponiveis
diversos produtos que auxiliam no controle de peso, incluindo preparos farmacoldgicos e
suplementos dietéticos que tem por objetivo restringir a absorcdo de energia e promover a perda
de peso, sendo a maioria constituida de extratos vegetais (BONIGLIA et al., 2008).

No Brasil, alguns trabalhos mostram que a populacdo denomina algumas plantas de
insulina e as utiliza regulamente visando o controle glicémico inclusive por gestantes, como a
Bauhinia forficata popularmente conhecida como pata-de-vaca, Ricinus communis L. também
conhecida como mamona e Salvia offcinalis L., salvia (DAMASCENO et al., 2017; TROJAN-
RODRIGUES et al., 2012; VOLPATO et al., 2008).

O extrato aquoso do Hibiscus sabdarrifa rico em flavondide antocianina apresenta potente
atividade inibidora de lipase, enquanto o extrato aquoso de Tamarindus indica potente atividade
inibidora de -amilase, pdssivelmente pela presenca de flavonéides quercetina reconhecidos como
hipoglicemiantes (BUCHHOLZ; MELZIG, 2016).

Neste projeto, plantas presentes em territorio nacional (extratos padronizados e

caracterizados) foram avaliadas quanto a capacidade de alterar a absor¢cdo de nutrientes.

As plantas selecionadas representadas na FIGURA 05 foram: Terminalia catappa L.
(Combretaceae), Byrsonima intermedia A. Juss. (Malpighiaceae), Serjania marginata Casar.
(Sapindaceae), Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae) por ja terem os extratos caracterizados
guimicamente e serem de manejo biosustentavel (DE FARIA et al., 2012; MININEL et al., 2014;
PERICO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2017; SANTOS et al., 2012).

I
G SN .
rmedia  Serjania marginata  Rhizophora mangle

FIGURA 5: Plantas que foram utilizadas: Terminalia catappa L. (Combretaceae), Byrsonima intermedia
A. Juss. (Malpighiaceae), Serjania marginata Casar. (Sapindaceae) e Rhizophora mangle L.
(Rhizophoraceae). Fonte: Acervo pessoal.

1 ..;'

Terminalia catappa  Byrsonimainte
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1.6.1 Terminalia catappa L. (Combretaceae)

A espécie Terminalia catappa é pertencente a familia Combretaceae (FIGURA 06).
Originaria da india, no Brasil, esta espécie é popularmente conhecida como amendoeira-da-praia,
cuca e chapéu de sol e sua distribuicdo ocorre em paises de clima tropical e subtropical,
principalmente em regides costeiras devido a sua caracteristica de adaptabilidade em regides
com presenca de ventos e salinidade (THOMSON, 2006). Sua principal utilizacdo em territorio
nacional € na ornamentacdo de ruas e avenidas. A literatura aponta ainda que os extratos de
diferentes 6rgdos de Terminalia catappa (folhas, frutos e cascas) apresentam diversas atividades
biolégicas, como: antimicrobiana e antifingica (FYHRQUIST et al., 2002), antioxidante (CHEN;
LI, 2006; MASUDA et al., 1999), inibidora da transcriptase reversa do virus HIV (TAN et al.,
1991), anti-inflamatéria (FAN et al., 2004), hepatoprotetora (CHEN et al., 2000; FAN et al., 2004;
LIN et al., 1997) e antidiabética (NAGAPPA et al., 2003).

Estudos fitoquimicos dessa planta constataram a presenca de compostos polifenélicos no
extrato das folhas, entre essas substancias se destacam os triterpendides e taninos hidrolisaveis
como: punicalagina, punicalina, acido chebulagico, geranina, acido gélico, elagico, entre outros
(KINOSHITA et al., 2007). Estes compostos se destacam principalmente, por sua atividade
antioxidante, e por isso, se tornam importantes para a prevencao e terapia de doencas, como
cancer, doencas degenerativas e inflamatdrias. Os taninos, que se encontram entre esses
compostos, apresentam estrutura quimica variada, porém possuem em comum seu carater
adstringente (VELAYUTHAM; SANKARADOSS; AHAMED, 2012).

Alguns trabalhos tém mostrado o aspecto antinutricional de cultivares com altos teores de
taninos e sua resisténcia a pragas. Muitas espécies produtoras de taninos sdo usadas na
medicina popular para diferentes finalidades e sdo considerados nutricionalmente indesejaveis
porque precipitam proteinas, inibem enzimas digestivas e afetam a utilizacdo de vitaminas e
minerais (MONTEIRO et al., 2005).

Ainda, varias espécies de Terminalia tém sido estudadas quanto as suas propriedades anti-
obesogénicas. Extratos obtidos de casca da Terminalia paniculatta mostraram a capacidade de
reduzir o peso corporal e melhorar o controle glicémico de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica, sugerindo um efeito antiadipogénico e antiobesogénico (MOPURI et al., 2015).
Terminalia chebula e Terminalia arjuna sao plantas da medicina ayurvedica empregadas como
antiobesogénicas seguras (GUJARATHI et al., 2014).
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FIGURA 6: Terminalia catappa L. (Combretaceae). Fonte: <https://commons.wikimedia.org/w
iki/File:Terminalia_catappa_-_Indian_Badam_04.JPG>. Acesso em: 12/11/2019.

1.6.2 Byrsonima intermedia A. Juss. (Malpighiaceae)

Espécies pertencentes ao género Byrsonima vem sendo extensamente utilizada em
estudos farmacolégicos. A Byrsonima crassifolia (FIGURA 07) é tradicionalmente utilizada no
tratamento de diabetes no México e seu extrato hexanico mostrou grande capacidade de controlar
a glicemia em modelos experimentais de diabetes tipo 1 (GUTIERREZ; FLORES, 2014; PEREZ-
GUTIERREZ et al., 2010).

No Cerrado brasileiro, encontra-se a muricipequeno, Byrsonima intermedia A. Juss.
Estudos etnofarmacoldgicos demonstraram o uso tradicional de diferentes partes da planta para
o tratamento de disenteria e diarreia, dor de estbmago, asma, infec¢bes de pele, tuberculose,
febre e como diurético (MOREIRA et al., 2011; ORLANDI et al., 2011).


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Terminalia_catappa_-_Indian_Badam_04.JPG
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Terminalia_catappa_-_Indian_Badam_04.JPG
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O perfil fitoquimico desta espécie indica a presenca de proantocianidinas oligoméricas e
flavondides (SANNOMIYA et al., 2005; SANNOMIYA et al., 2004). Estudos farmacoldgicos de B.
intermedia ja caracterizaram esses fortes efeitos anti-inflamatérios da planta (ORLANDI et al,
2011) e cicatrizante gastrico (SANTOS et al., 2012).

FIGURA 7: Byrsonima intermedia A. Juss. (Malpighiaceae). Fonte: imagem cedida por Leoanardo Noboru
Seito, 2008

1.6.3 Serjania marginata Casar. (Sapindaceae)

A Serjania marginata Casar (FIGURA 08), conhecida popularmente como cipd-uva e
cipotimbd, é uma planta nativa do Brasil, Paraguai, Bolivia e Argentina. No Brasil, foi registrada
sua presenca na mata decidua, em campo inundavel e na regido chaguenha do Mato Grosso do
Sul, em 18 fragmentos florestais no noroeste do Estado de Sao Paulo e na floresta densa do
Estado de Pernambuco (GUARIM NETO; SANTANA; SILVA, 2000). Diferentes espécies de
Serjania e alguns dos seus compostos isolados tém atividades analgésica, antibacteriana,

antifingica, moluscicida, anti-inflamatoria, antinociceptiva, dentre outra (DI STASI et al., 1988).

No entanto, h4 poucos relatos encontradas na literatura sobre o uso medicinal da S.
marginata. Um estudo que realizou a caracteriza¢é@o do extrato de S. marginata (HEREDIAVIEIRA
et al., 2015) evidenciou a presenca de flavonoides e compostos fenolicos como, saponinas

glicosiladas, flavonoides, taninos, isoprendides, polifendis, triterpenos, diterpenos, lecitinas e
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hidrogéis (DA SILVA MOREIRA et al., 2019; DO CARMO OTA et al., 2019; HEREDIA-VIEIRA
et al.,, 2015; PERICO et al.,, 2015). Compostos fendlicos, como flavonoides e taninos,
apresentam propriedades analgésica, anti- inflamatdria, antioxidante, como ja citado, sendo
estas, relacionadas a doencas como o cancer e problemas cardiovasculares (AMAROWICZ;
DYKES; PEGG, 2008). Os taninos podem também inativar enzimas digestivas e criar complexos
de taninos e proteinas vegetais dificeis de serem digeridos (BARBOSA, 2015; MCKAY et al.,
2015).

FIGURA 8: Serjania marginata Casar. (Sapindaceae) - Fonte: Toxicological safety evaluation in acute and
28-day studies of aqueous extract from Serjania marginata Casar. (Sapindaceae) leaves in rats, 2019.

1.6.4 Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae)
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A Rhizophora mangle L. pertence a familia Rhizophoraceae, também conhecido
Manguevermelho e sapateiro, € uma espécie tipica de manguezal (FIGURA 09). O nome da
arvore € assim dado pois, quando sua casca é raspada, apresenta uma coloracdo avermelhada
tipica da espécie sendo uma das espécies mais importantes no litoral brasileiro e um dos biomas

mais representativos.

Este ecossistema € caracterizado como um ambiente de transicdo entre ecossistemas
terrestres e aquaticos. As plantas de mangue séo fontes potenciais de compostos biologicamente
ativos e tém ampla aplicacdo em praticas etnofarmacolégicas. Os compostos fendlicos sao a
principal fonte de fitoquimicos encontrados nessas plantas de regifes estuarias, especialmente
taninos condensados, suas cascas sdo compostas por proantocianidinas (PAs), oligdbmeros e
polimeros do flavan-3-ol, que possuem alta atividade antioxidante e anti-inflamatéria. Um estudo
cujo extrato acetbnico de R. mangle foi utilizado como tratamento para diabetes do tipo 2 em
camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica mostrou que o extrato foi capaz de atenuar
niveis glicémicos, insulinicos, também diminuindo a esteatose hepatica e a expressao de mRNA
hepéatico de CD36 podendo ser um coadjuvante no tratamento da obesidade e suas
comorbidades (DE-FARIA et al., 2012; DE SOUZA MESQUITA et al., 2018).

FIGURA 9: Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae). Fonte: IFFSC, Douglas Meyer, 2010
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1.7 Justificativa

A auséncia de farmacos antinutricionais para tratamento de hiperglicémia e dislipidemias
com reduzidos efeitos colaterais traz a tona a necessidade pela busca de novos compostos que
possilitem melhores efeitos farmacoldgicos uma vez que as comorbidades associadas ao
aumento de peso crescem na populacdo. Produtos naturais, como os vegetais, garantem uma
grande diversidade de compostos, 0 que justifica a exploracdo de plantas para buscar novas
possibilidadads terapeuticas. Todas as espécies apontadas apresentam potencial farmacoldgico
frente a diversas doencas, deste modo, uma triagem das plantas selecionadas pode revelar
extratos com grande potencial de uso para o controle glicémico e lipémico e consequentemente
contribuir para o controle da obesidade e de suas comorbidades que tem onerado o sistema
publico de saude brasileiro e reduzido a qualidade de vida e tempo de vida de consideravel

parcela da populacdo, ndo sé brasileira
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de extratos padronizados de plantas brasileiras quanto a capacidade de

inibir enzimas em modelos experimentais in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

v' Avaliar a atividade inibidora de lipase pancreéatica;

v'Avaliar a atividade inibidora de a-amilase.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Extratos padronizados das plantas

Os extratos padronizados (hidroalcodlicos) foram obtidos e fornecidos pelo Prof. Wagner
Villegas da Unesp — campus Sé&o Vicente. Foram utilizadas cascas de Rhizophora mangle e
folhas de Byrsonima intermedia, Terminalia catappa e Serjania marginata para obtencédo dos

extratos.

3.2 Ensaio de atividade da lipase pancreatica in vitro

A atividade de lipase foi determinada medindo a liberacdo de p-nitrofenol a partir de
palmitato de p-nitrofenil (p-NPP) utilizando um método espectrofotométrico a 410 nm (SOUZA,
2009). A enzima lipase pancreatica suina (Sigma-Aldrich, USA) foi preparada em tampéao Tris-
HCI 0,05M. O p-nitrofenil (substrato da lipase) foi dissolvido em Triton-X 100 0,5%, a 37°C. Para
cada reacdo, 100 mL de enzima, 50 mL de agua e 50 mL e substrato foram incubados em

diferentes tempos.

Controles sem enzima (branco) foram realizados. O produto da reacdo p- nitrofenol, o
pnitrofenolpalmitato foi quantificado em leitor de absorbancia (410 nm). Os extratos foram
adicionados previamente a enzima por 10 minutos em diferentes concentracdes. O farmaco
Orlistat foi utilizado como controle positivo. Cada experimento foi realizado em triplicata e a

inibicdo foi expressa em porcentagem e IC 50 calculada usando GraphPad Prism Software.

3.3 Ensaio de atividade de a-amilase in vitro

Para a determinacdo da atividade de a-amilase foi utilizado o método proposto por
NOELTING; BERNFELD (1948), no qual a solu¢cdo de amido 1% foi utilizada como substrato
preparada em tampado Tris 0,05 mol.L-1, pH 7,0 acrescido de NaCl 38 mMol.L* e CaCI2 0,1
mMol.L™.
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Para o ensaio 100 pyL de enzima e 100 pyL do substrato foramincubados por 20 min e a
reacao interrompida adicionando 200 yL do reagente acido 3,5 dinitrosalicilico. Em seguida o
produto formado foi lido em espectrofotdmetro a 540 nm. Para calcular a atividade, foi feita uma
curva padrdo com glicose, o farmaco Acarbose foi usado como controle positivo e cada
experimento foi realizado em ftriplicata. A inibicdo de a-amilase foi expressa em porcentagem e
IC50 calculada usando GraphPad Prism Software.

3.4 Andlise dos dados

Os resultados foram expressos em média, acompanhados do respectivo erro padréo da

média (EPM). Os dados foram apresentados como porcentagem de inibicdo (IC50).
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4. RESULTADOS

4.1 Ensaio inibicao de lipase pancreatica

4.1.1 Curva de p-Np e inibidor padrédo conhecido (Orlistat)

Na FIGURA 10 (a) podemos observar a curva de p-NP produto da reacdo enzimatica,
realizada juntamente com a curva padrdo do farmaco Orlistat (FIGURA 10 (b)). Estes resultados
nos permitiram validar o protocolo experimental utilizado como referéncia para os ensaios
posteriores, no qual o famarco Orlistat apresentou potente capacidade inibitéria da enzima lipase

pancreéatica com um IC50 de 6.0 ug/mL.

a)p-NP b) O rlistat
4- 100
£
c 80 /
0 o —°
Q o @ L 4
<
= 'S 60
© ©
= )
° 2
c (=
«© = 40
2 ®
=
)
(]
a 20
<
0 T T 1 oe T T T T 1

0.00 0.05 0.10 0.15 0 20 40 60 80 100[Img/mi ug/ml

FIGURA 10: Curva de p-nitrofenol (p-NP) (a), produto resultante da agdo enzimética da lipase pancreética
em contato com o substrato palmitato de p-nitrofenil (p-NPP) e curva de inibidor padrao conhecido, farmaco
Orlistat (b). Cada ponto da curva representa uma concentracao (realizada em quadriplicata).

4.1.2 Curvas de inibicéo de lipase pancreéatica com os extratos de plantas

Na FIGURA 11 podemos observar as curvas de inibicdo para o ensaio de lipase pancreética
0 gual os extratos apresentaram um IC 50 de: 742 ug/mL para o extrato de Byrsonima intermedia
(a), 805 ug/mL para o extrato de Serjania marginata (c), 803 ug/mL para o extrato de Rhizophora
mangle e apenas o0 extrato de Terminalia catappa neste ensaio ndo apresentou atividade

inibitoria.
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FIGURA 11: Porcentagens de inibicdo de extratos em ensaio de lipase pancreatica para os extratos
utilizados expressos em IC50. Cada ponto da curva representa uma concentracdo (realizada em
guadriplicata).

4.2 Ensaio inibicao de a-amilase

4.2.1 Curva padréo de glicose e inibidor Acarbose

Assim como no ensaio de lipase pancreatica, no ensaio de inibicdo da enzima a-amilase
também foi realizado como observado na FIGURA 12 (a) uma curva de inibidor padréo conhecido,
com o farmaco Acarbose gque neste ensaio apresentou um IC50 de 5.2 ug/mL apresentando
potente potencial inibidor enzimético. Na FIGURA 12 (b) podemos visualizar uma curva de glicose

para posterior analise comparativa.
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FIGURA 12: Curva padrdo de Acarbose (a) e curva de glicose (b) para andlise comparativa de inibicdo de
a-amilase. Cada ponto da curva representa uma concentracao (realizada em quadriplicata).

4.2.2 Curvas de inibicdo de a-amilase com os extratos de plantas

Na FIGURA 13 podemos observar as curvas de inibicdo para o ensaio de a-amilase, o qual
0s extratos apresentaram potente potencial inibidor com um IC50 de 24.5 ug/mL para o extrato
de Byrsonima intermedia (d), 19 ug/mL para o extrato de Rhizophora mangle (c), 0.74 ug/mL para
o0 extrato de Terminalia catappa e 0.13 ug/mL para o extrato de Serjania marginata (b), esses dois

se mostrando o0s extratos com maior potencial inibidor.
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FIGURA 13: Porcentagens de inibicdo para os extratos utilizados em ensaio de a-amilase em IC50. Cada
ponto da curva representa uma concentracao (realizada em quadriplicata).
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5. DISCUSSAO

Os extratos de plantas utilizados no ensaio de inibicdo de lipase pancreatica apresentaram
potencial inibitério enzimético, embora em menor poténcia quando comparado ao inibidor padréo
conhecido o farmaco Orlistat. Estes resultados podem ser atribuidos devido a forma bruta dos
mesmos, ja que estes ndo se trata de compostos isolados. Dentre os extratos utilizados a

Byrsonima intermedia foi a que apresentou um valor menor de IC50 com 742 ug/ml.

Investigagéo fitoquimica do extrato metandlico da casca de Byrsonima crassifolia levou ao
isolamento de 6 derivados galililados, confirmando a presenca da epicatequina e epicatequina
galato no extrato da casca de Byrsonima crassifolia (MALDINI; MONTORO; PIZZA, 2011).
Estudo realizado com o fruto de Byrsonima crassifolia como tratamento de diabetes induzida em
ratos por streptozotomicina associado a hiperlipidemia, mostrou o potente efeito anti-
hiperlipidémica do extrato em ratos atravées da diminuigdo dos niveis de colesterol, triglicerideos
e substancia reativa ao acido tiobarbiturico, parametro de peroxidacao lipidica em ratos
diabéticos induzidos por streptozotocina apés a suplementacdo com extrato. Além disso, o efeito
atenuante deste extrato foi confirmado testando a atividade da glicose -6- fosfatase no figado
(PEREZ-GUTIERREZ et al., 2010; PEREZ GUTIERREZ; MUNIZ RAMIREZ, 2013).

Para o ensaio de inibicdo de a-amilase podemos observar uma potente atividade inibidora
enzimatica, o qual todos os extratos utilizados se mostrarm promissores. Em destaque estdo os
extratos de Terminalia catappa com um IC50 de 0.74 ug/mL e 0.13 ug/mL para o extrato de

Serjania marginata, sendo mais potente que o inibidor conhecido Acarbose (IC50 6.0 ug/mL).

Um estudo que realizou a caracterizacdo do extrato de partes de Terminalia catappa
mostrou a presenca de taninos hidrolisaveis (pulicalagina e pulicanina), &cido galico e glicosideos
C-flavonéides em sua maioria, demonstrado que os taninos hidrolisaveis, também chamados
elagitaninos, sdo os principais constituintes quimicos das folhas de Terminalia catappa e que
estao ligados ao efeito antitumoral dessa planta (CHEN et al., 2000) e também relacionada as

atividades antioxidantes atribuidas a essa planta (KINOSHITA et al., 2007).

Estando entre os compostos de origem natural do grupo dos metabdlitos secundarios mais
abundantes no Reino Vegetal, os flavonoides desempenham papel importante na protecéo de
plantas contra agentes oxidativos (raios ultravioletas, poluicdo, substancias quimicas e outros).
Sua ampla acgédo bioldgica é reconhecida atual te na literatura, com efeitos que vao desde a

acdo anti-inflamatoria, antialérgica, anti-hemorragica e principalmente antioxidante. Com os
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resultados obtidos neste estudo, podemos notar uma inibigdo enzimatica de a-amilase potente
para os extratos de Terminalia catappa e Serjania marginata, visto que estas plantas possuem
em sua composicédo os flavonoides quercitina e pulicalagina os quais o papel etnofarmacoldgico
difundido apresentam a capacidade de diminuir niveis glicémicos sendo utilizado no DM2 e em
modelos experimentais de DM1 e o mesmo ja& demonstrado para Rhizophora mucronata.

Os glicosideos C flavondides, obtidos de diferentes tipos de plantas, demonstraram
também atividade antioxidante significativa, atividade anticAncer e antitumoral, atividade
hepatoprotetora, antiinflamatoria, antidiabética, antiviral, antibacteriana e antifiingica e outros
efeitos biolégicos (MA et al., 2016).

Entretanto, o tratamento para o sobrepeso e obesidade vai além da tentativa de atenuar os
niveis glicémicos séricos e de tornar a estabilizar a resisténcia insulinica no diabetes do tipo 2.
Reduzir o aporte calérico e com isso 0 acimulo de triglicerideos nos tecidos de estoque é um
dos focos primordiais para o tratamento da obesidade e consequentemente suas comorbidades.
Farmacos hipolipemiantes se baseiam em sua maioria na inibicdo competitiva de sitios de
enzimas importantes no processo de absorcdo desses lipideos e para isso o uso popular de
plantas é cada vez mais presente nas dietas atuais e nos costumes populares. Os dados obtidos
com o ensaio de lipase pancreatica nos mostram um potencial inibitdrio mesmo que ténue destes

extratos.

Outro estudo com os extratos de Terminalia paniculatta e Byrsonima crassifélia também
usados em diferentes concentracdes em animais obesos induzido por HFD apresentaram
diminuicdo de genes que regulam a adipogénese como SREPB-1, PPAR e também AMPK e
leptina (GUJARATHI; DWIVEDI; VYAS, 2014; PANDEY; GUPTA,; LAL, 2014).

Uma hip6tese para a inibicdo de lipase pancreatica observada e embora ndo tenha ocorrido
com tanta poténcia, o efeito anti-obesidade da Termindlia catappa é provavelmente devido a
reducdo da expressdo de genes lipogénicos como FAS, SREBP-1c, PPARYy e leptina e até a

regulacéo da adiponectina e AMPK-1a como descrito em outros estudos (MOPURI et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo podemos observar que 0s extratos em sua
maioria apresentam potencial inibidor das enzimas lipase e a-amilase e principalmente potencial
inibidor para a enzima a-amilase e dessa forma possivel carater antinutricional e hipoglicemiante
podendo ser utilizado como um coadjuvante para o tratamento dos altos niveis de agucar no

sangue e dislipidemias.
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