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RESUMO

Atualmente, o diabetes mellitus e a obesidade representam alguns dos
maiores problemas de saude publica. Devido ao elevado custo do tratamento
medicamentoso, a dificuldade ao acesso a tratamentos médicos e a larga tradicédo
da populacdo no uso de espécies vegetais, torna-se necessario a busca por
alternativas mais acessiveis, como inibidores das enzimas digestivas presentes em
fontes naturais, como as plantas medicinais. Um exemplo é a espécie Syzygium sp,
referenciada como potencial agente hipoglicemiante e emagrecedor. Portanto,
considerando o seu alto potencial de uso na terapia, a necessidade de mais estudos
- especialmente os relacionados a eficacia, ao mecanismo de acao hipoglicemiante
e antioxidante — e a escassez de informacdes relacionadas ao seu perfil de inibicao
das enzimas digestivas, os objetivos do trabalho foram: obter amostras de chas
comerciais de Syzygium sp, preparar extratos brutos pelo método de infusdo na
proporgao de 1:200 e realizar ensaios de inibicdo das enzimas digestivas, antes e
apo6s a exposicao a um fluido gastrico simulado; determinar a presenca de
compostos fendlicos totais, alcaldides, taninos, flavonois e flavonas e avaliar a
capacidade antioxidante; avaliar a cinética enzimatica frente aos inibidores;
investigar a presenga de inibidores de alfa-amilase nos extratos e realizar estudos
tedricos para elucidar o suposto mecanismo de inibicdo enzimatica da amilase por
reconhecidos inibidores. As amostras dos chas de Syzygium sp demonstraram
baixos percentuais de inibicdo das enzimas digestivas na diluicdo 1:200. A atividade
antioxidante foi significativa, embora os teores de compostos fendlicos totais, de
flavonois e flavonas, de alcaléides e de taninos nao foram expressivos nesta
diluicdo. A espectroscopia MALDI/ToF sugere a presenga da luteolina e o docking
molecular revelou que tanto a luteolina quanto o amido se ligam no mesmo sitio
ativo da amilase, mas de forma acompetitiva. Conclui-se que a matriz complexa dos
extratos de jambol&o seja responsavel pela variagao do perfil inibitério das amostras
e que estudos adicionais devem ser conduzidos para elucidagao da eficacia e
seguranca do uso de extratos de Syzygium sp, in vivo. Logo, considerando a
aparente falta de padronizacao das amostras, ainda nao é recomendavel seu uso

pela populagcdo para o auxilio no tratamento do diabetes e da obesidade.

Palavras — chave: Syzygium, diabetes, obesidade, enzimas digestivas.



ABSTRACT

Currently, diabetes mellitus and obesity represent some of the greatest public
health problems. Due to the high cost of drug treatment, the difficulty in accessing
medical treatments and the wide tradition of the population in the use of plant
species, it is necessary to search for more accessible alternatives, such as inhibitors
of digestive enzymes present in natural sources, such as medicinal plants. An
example is the species Syzygium sp, referred to as hypoglycemic and efficient in
weight loss. Therefore, considering its high potential for use in therapy, the need for
further studies - especially those related to efficacy, hypoglycemic and antioxidant
mechanism of action - and the scarcity of information related to its inhibition profile of
digestive enzymes, the objectives were: obtain samples of Syzygium sp commercial
teas, prepare raw extracts by the infusion method in a ratio of 1: 200 and carry out
digestion enzyme inhibition tests, before and after exposure to a simulated gastric
fluid; determine the presence of total phenolics, alkaloids, tannins, flavonols and
flavones and evaluate the antioxidant capacity; evaluate enzymatic kinetics against
inhibitors; investigate the presence of alpha-amylase inhibitors in the extracts and
carry out theoretical studies to elucidate the supposed mechanism of enzymatic
inhibition of amylase by recognized inhibitors. Syzygium sp tea samples showed low
percentages of inhibition of digestive enzymes at the 1: 200 dilution. The antioxidant
activity was significant, although the contents of total phenolic compounds, flavonoids
and flavones, alkaloids and tannins were not expressive at this dilution. MALDI/ToF
spectroscopy suggests the presence of luteolin and molecular docking revealed that
both Iuteolin and starch bind in the same active site of the amylase, but in a
competitive manner. It is concluded that the complex matrix of the jambolan extract is
responsible for the variation of the inhibitory profile of the samples and that additional
studies should be conducted to elucidate the efficacy and safety of the use of
extracts of Syzygium sp in vivo. Therefore, considering the apparent lack of
standardization of the samples, it is still not recommended its use by the population

to aid in the treatment of diabetes and obesity.

Key words: Syzygium, diabetes, obesity, digestive enzymes.
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1 INTRODUGAO

O diabetes mellitus e a obesidade representam alguns dos maiores
problemas de saude publica da atualidade. Cerca de 80% a 90% dos individuos que
desenvolvem o diabetes tipo 2 sdo obesos. O diabetes tipo 2 € um disturbio
metabdlico que tem na resisténcia a agado de insulina o seu principal fator. De
progressao lenta e silenciosa, seus prejuizos ao portador sdo inumeros e graves. O
individuo obeso apresenta um tecido adiposo aumentado e que nesse estado,
produz uma série de substancias que diminuem a capacidade do organismo captar a
glicose - liberada apds a ingestao de alimentos - e transforma-la em energia. Esta
captacdo de glicose pelas células é fundamental para que o individuo produza
energia. O diabetes tipo 2 ja atinge também criancas e adolescentes. Uma criancga
ou um adolescente que apresente predisposicdo genética pode desde cedo
apresentar certa resisténcia a insulina, que é agravada pela obesidade (Aguiar &
Manini, 2013; Araujo et al., 2013).

Devido ao alto custo do tratamento medicamentoso, a dificuldade ao acesso a
tratamentos médicos e a vasta tradigdo da populagdo no uso de espécies vegetais,
torna-se promissora a busca por alternativas mais acessiveis, como inibidores das
enzimas digestivas presentes em fontes naturais, como as plantas medicinais
(Freitas et al., 2014).

As plantas medicinais sdo uma das fontes ricas para o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos, devido a grande presengca de metabdlitos
secundarios. Estudos da diversidade metabdlica e os seus efeitos sobre diversas
doencgas por métodos in vitro serdo uteis para a descoberta de novas terapéuticas
(John et al., 2014; Widyawati et al., 2015). Um exemplo é a espécie Syzygium sp,
referenciada como potencial agente hipoglicemiante e emagrecedor (Srivastava &
Chandra, 2013; Baliga et al., 2013; Freitas et al., 2015).

Conhecido no Brasil como "jambol&ao", Syzygium sp € uma arvore pertencente
a familia Myrtaceae. Investigagbes fitoquimicas revelaram que as folhas de
Syzygium sp contém varios terpendides, alcaldides, lignanas, compostos fendlicos -
incluindo a quercetina, miricetina, sitosterol - e acido betulinico. Além disso, Karthic

et al. (2008) trabalhando com extratos aquosos de sementes de Syzygium cumini,
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identificaram o acido betulinico e a luteolina como os principais inibidores da alfa-
amilase pancreatica.

Os usos medicinais de Syzygium sp foram reconhecidos em diferentes
sistemas de medicina popular tradicional, sendo uma das plantas mais usadas no
mundo para o tratamento da diabetes. Além disso, esta espécie tem sido usada para
o tratamento de leishmaniose, doengas causadas por bactérias, fungos e virus,
inflamacao, diarreia cronica e intestinal e ulceras do trato geniturinario. Estudos
também demonstraram que o jamboldo tem propriedades anti-alérgica, anti-
hiperglicémica, anti-hiperlipidémica e antioxidante (Rodrigues et al., 2014; Chagas et
al., 2015).

Nesse contexto, o Ministério da Saude, em 2009, incluiu Syzygium sp na lista
da RENISUS (Relacado Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS), com o
objetivo de orientar e direcionar pesquisas com espécies vegetais potencialmente
promissoras para uso terapéutico, mas que ainda precisam de estudos mais
conclusivos, para que possam ser usadas pela populagao de forma segura e eficaz
no tratamento das principais doengas do pais (Ministério da Saude, 2009).

Logo, considerando o seu grande potencial de uso na terapia, a necessidade
de mais estudos - especialmente os relacionados a eficacia, ao mecanismo de acao
hipoglicemiante e antioxidante — e a escassez de informagdes relacionadas ao seu
perfil de inibicdo das enzimas digestivas, os objetivos do trabalho foram: (1) obter
amostras de chas comerciais de Syzygium sp e preparar extratos brutos pelo
método de infusdo na propor¢cdo de 1:200 simulando o seu uso doméstico; (2)
utilizar esses extratos para realizar ensaios de inibigdo das enzimas digestivas,
antes e apds a exposicao a um fluido gastrico simulado; (3) determinar a presenca
de fendlicos totais, alcaldides, taninos, flavondis e flavonas; (4) avaliar a capacidade
antioxidante; (5) realizar ensaios para avaliagdo da cinética enzimatica frente aos
inibidores; (6) investigar a presenca de reconhecidos inibidores de alfa-amilase nos
extratos, por espectrometria MALDI/TOF e (7) realizar estudos tedricos para elucidar

0 suposto mecanismo de inibicdo enzimatica da amilase por reconhecidos inibidores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes

O diabetes mellitus € um grupo de doencas caracterizado por concentragcées
sanguineas elevadas de glicose resultantes de defeitos na secrecdo de insulina,
acdo da insulina ou ambos. Podem também estar presentes anormalidades no
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. O organismo de individuos
diabéticos ndo produz ou ndo responde a insulina, um horménio produzido pelas
células B do pancreas necessario para o0 uso ou armazenamento dos combustiveis
corporais. Na auséncia de agao efetiva da insulina, um quadro de hiperglicemia se
instala (glicose sanguinea elevada), podendo levar a complicagdes sérias € morte
prematura. No entanto, os individuos diabéticos podem tomar atitudes para controlar
a doenca e reduzir o risco de complicagdes, pois elevados niveis de glicemia pode
levar a doengas graves que afetam o coragdo e os vasos sanguineos, olhos, rins,
nervos e dentes. Além disso, as pessoas com diabetes também tém um maior risco
de desenvolvimento de infeccbes. Em quase todos os paises de alta renda, o
diabetes € uma das principais causas de doengas cardiovasculares, cegueira,
insuficiéncia renal e amputacdo de membros inferiores (Mahan & Escott-Stump,
2011; IDF, 2015).

Os dois principais tipos de diabetes séo o tipo 1 e o tipo 2. O diabetes tipo 1 é
também conhecido como diabetes insulinodependente, diabetes infanto-juvenil e
diabetes imunomediado. Neste tipo de diabetes a produgéo de insulina do pancreas
€ insuficiente pois suas células sofrem o que chamamos de destruicao autoimune.
Os portadores de diabetes tipo 1 necessitam de injegdes diarias de insulina para
manterem a glicose no sangue em valores normais. Ha risco de vida se as doses de
insulina ndo sao dadas diariamente. Embora ocorra em qualquer idade € mais
comum em criangas, adolescentes ou adultos jovens. Apenas 5% das pessoas com
diabetes tém esta forma da doenga. Ja o diabetes tipo 2 é também chamado de
diabetes nao insulino-dependente ou diabetes do adulto e corresponde a 90% dos
casos de diabetes. Ocorre geralmente em pessoas obesas com mais de 40 anos de
idade embora na atualidade se veja com maior frequéncia em jovens, em virtude de

maus habitos alimentares, sedentarismo e estresse da vida urbana. Neste tipo de
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diabetes a insulina esta presente, porém sua acao é dificultada, o que é conhecido
como resisténcia insulinica, uma das causas de hiperglicemia. O pancreas produz
insulina extra para compensar a resisténcia insulinica. Mas, ao longo do tempo, nao
€ capaz de manter-se e ndao pode produzir insulina suficiente para manter a sua
glicose no sangue em niveis normais. Por ser pouco sintomatico, na maioria das
vezes o diabetes tipo 2 permanece por muitos anos sem diagnéstico e sem
tratamento, o que favorece a ocorréncia de suas complicagdes oculares e cutaneas,
no coragédo (hipertensdo arterial), nos rins (nefropatia) e no cérebro (acidente
vascular cerebral) (SBD, 2015; ADA, 2015).

Atualmente, aproximadamente 415 milhdes de pessoas no mundo todo tém
diabetes, e mais de 14 milhdes no Brasil. Estimativas apontam que em 2040 este
numero chegara a 642 milhées de individuos em todo o mundo. O maior numero de
acometidos situa-se na faixa etaria entre 40 e 59 anos, sendo responsavel por
diversas comorbidades e cerca de 5 milhdes de mortes em 2015 (1 a cada 6
segundos). Do ponto de vista financeiro, pelo menos 673 milhdes de ddlares de
despesas de saude foram atribuidas ao diabetes em 2015, o que representa 12% do
total de gastos em adultos. Os principais fatores predisponentes do diabetes sao
obesidade e sobrepeso, habitos alimentares e sedentarismo (IDF, 2016).

Ha grandes evidéncias de que as mudancas de estilo de vida podem ajudar a
evitar o desenvolvimento de diabetes tipo 2. Dentre essas estdo a perda de peso,
aliada a atividade fisica regular e a habitos alimentares saudaveis, além do
tratamento medicamentoso com antibiabéticos orais. O tratamento medicamentoso
apresenta duas modalidades diferentes: a insulinoterapia e a terapia com os
hipoglicemiantes orais. Novos grupos terapéuticos como as tiazolidinedionas, os
inibidores da a-glicosidase, as sulfoniluréias de terceira geragdo, a metformina e os
analogos de insulina com acao ultra rapida encontram-se disponiveis, permitindo
opcao mais logica e condizente com mecanismo fisiopatolégico da doenga. Porém,
apesar da disponibilidade de todo esse arsenal terapéutico, podem trazer reacdes
medicamentosas adversas e um custo oneroso para pacientes em geral. Logo, a
vasta tradicdo da populacdo no uso de plantas, resulta no uso de terapias

alternativas com plantas medicinais (Negri, 2005; Araujo et al., 2013; IDF, 2015).
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2.2 Obesidade

Sobrepeso e obesidade sao definidos como o acumulo de gordura anormal ou
excessivo que podem prejudicar a saude. A causa fundamental da obesidade e
excesso de peso € um desequilibrio energético entre as calorias consumidas e as
calorias gastas. Globalmente, houve um aumento da ingestdo de alimentos
altamente energéticos que sao ricos em gordura e um aumento na inatividade fisica,
devido a natureza cada vez mais sedentaria de muitas formas de trabalho, mudando
os modos de transporte, e crescente urbanizacdo. As mudancas nos padrbes
alimentares e de atividade fisica sdo muitas vezes o resultado de mudangas
ambientais e sociais associados ao desenvolvimento e a falta de politicas de apoio
em setores como saude, agricultura, transportes, urbanismo, meio ambiente,
processamento de alimentos, distribuicdo, marketing e educagao (WHO, 2015).

Surpreendentemente no mundo atual, o excesso de peso e a obesidade estao
associados a mais mortes do que o baixo peso. A prevaléncia mundial da obesidade
mais do que dobrou entre 1980 e 2014. Em 2014, mais de 1,9 bilhdo de adultos
acima de 18 anos, estavam acima do peso (39%), dos quais mais de 600 milhdes
eram obesos (13%). Além disso, 41 milhdes de criangas com menos de 5 anos de
idade estavam acima do peso ou obesos em 2014. Anteriormente considerado um
problema de paises de rendimento elevado, o excesso de peso e obesidade estédo
agora em ascensdo em paises de baixa e média renda, especialmente em
ambientes urbanos. Nos paises em desenvolvimento com economias emergentes
(classificados pelo Banco Mundial como paises de renda média e baixa) a taxa de
aumento de sobrepeso e obesidade na infancia tem sido mais de 30% superior ao
de paises desenvolvidos. Portanto, a conjuntura atual expde um cenario de epidemia
global caracterizada como “globesidade”. Nesse sentido, a busca por novos
medicamentos e auxiliares no tratamento do diabetes e da obesidade, tem se
tornado objetivos de diversas pesquisas nos anos recentes. (WHO, 2016).

A obesidade é causa de incapacidade funcional, de reducado da qualidade de
vida, reducdo da expectativa de vida e aumento da mortalidade. Doengas cronicas,
como doenca renal, osteoartrose, cancer, diabetes mellitus tipo 2, apneia do sono,
doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, hipertensdo arterial sistémica e,
principalmente, doengas cardiovasculares (DCV), estao diretamente relacionadas

com incapacidade funcional e com a obesidade. Além disso, muitas dessas
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comorbidades também estdo diretamente associadas as DCV. Muitos estudos
epidemiolégicos tém confirmado que a perda de peso leva a melhora dessas

doencas, reduzindo os fatores de risco e a mortalidade (Melo, 2011).

2.3 Syzygium sp

O jambolao (Syzygium cumini, sinbnimos: Syzygium jambolanum ou Eugenia
Jjambolana) é uma planta da familia Myrtaceae, também conhecido, popularmente,
como jameldo, cereja, jaldo, kambol, jambu, jambul, azeitona-do-nordeste, ameixa-
roxa, azeitona, murta, baga-de-freira, guapé, jambui e azeitona-da-terra, dentre
outros nomes. A familia compreende mais de 4.620 espécies agrupados em 129
géneros. A arvore é de grande porte, podendo alcancar de 8 a 15 metros de altura,
posSsui uma casca espessa marrom-acinzentada, esfoliante e de escamas lenhosas.
As folhas sdo coriaceas, oblongo-ovaladas aelipticas ou obovadas-eliptica com 6 a
12 centimetros de comprimento. Os frutos possuem coloragao, inicialmente branca,
torna-se vermelha e posteriormente preta, quando maduros, sdo bagas. Tem um
sabor muito doce, transformando levemente adstringente quando se torna maduro
(Ross, 1999; Lorenzi & Matos, 2002; Ayyanar & Subash-Badu, 2012).

A planta foi introduzida em muitas regides tropicais como: leste e oeste da
india e da Africa, bem como o Brasil, sendo encontrada em diversos estados das
regides sudeste, nordeste e norte (Danadio et al., 1998). Também €& encontrada em
algumas regides subtropicais como Florida, Califérnia, Argélia e Israel (Mahmoud et
al., 2001; Ross, 1999). No Brasil esta planta € encontrada em grande parte nas
planicies litoraneas, nas serras e nos planaltos, e cresce muito bem em varios tipos
de solo (Gomes, 1983).

Varias espécies tém sido propostas nos ultimos anos como possuidoras de
potencial hipoglicemiante, mas a Syzygium sp (espécies do género Syzygium)
ganhou um papel de destaque entre estas, particularmente na Europa Ocidental, a
partir das trés décadas antes da descoberta da insulina. Enquanto na maioria dos
casos, existem apenas indicios das propriedades antidiabéticas da plantas
medicinais tradicionalmente utilizadas, Syzygium cumini, foi extensivamente
estudada ja no final do século XIX, apos ter sido importado das indias Ocidentais

para a Europa. No inicio de 1960 a 1970, foram notificados alguns relatérios
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preliminares sobre a atividade antidiabética de diferentes partes do jambolédo em
animais diabéticos (Ayyanar & Subash-Badu, 2012).

No Brasil, Syzygium sp foi incluida pelo Ministério da Saude, na Relagéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), cuja finalidade é
orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracéo da lista de plantas
medicinais e fitoterapicos a serem disponibilizados para uso da populagdo, com
seguranca e eficacia para o tratamento de doencas mais comuns no pais (Ministério
da Saude, 2009).

Esta planta apresenta constituintes quimicos diversos e, por meio da triagem
fitoquimica, os compostos apresentam variabilidade nas diferentes estruturas de sua
anatomia, sendo nas sementes encontrados taninos hidrolisaveis (acido galico,
elagico, corilagico), quercetina, antimelina, éleo essencial (a e B-pineno, canfeno,
mirceno, limoneno, cis- ocineno, trans-ocineno, y-terpineno, acetato de bornila, a-
copaeno, a -humuleno e candineno), materiais resinosos e glicose, nas cascas
foram encontrado acido acetil oleandlico, triterpendides, acido elagico, isoquercetina,
quercetina, canferol e miricetina, nas folhas foram encontrados acido galico,
metilgalato, canferol, miricetina, acido elagico, acido clorogénico, quercetina e
nilocitina, nos frutos foram encontradas antocianidinas e nas flores foi encontrado
acido oleandlico (Chitnis et al., 2012; Mahmoud et al., 2001; Migliato et al., 2006;
Ross, 1999).

O uso do cha tem um forte apelo cultural. No caso de plantas utilizadas para a
diabetes, isto é particularmente importante, porque os antioxidantes sado geralmente
soluveis em agua (Trojan-Rodrigues et al., 2012).

No que se refere especificamente ao seu efeito hipoglicemiante e potencial
uso no combate ao diabetes existem diversos indicios sugerindo tais acgdes
farmacoldgicas (Helmstaedter, 2008; Schoenfelder et al.,, 2010). Segundo Rizvi &
Mishra (2013), a reducao da glicose sanguinea pelo efeito de Syzygium sp pode ser
devida a um aumento da secrecdo de insulina pelo pancreas ou por inibicdo da
degradacéao de insulina. Sobre essa planta também é relatado um efeito na reducao
de lipideos evidenciado pela redu¢ao do colesterol no sangue, triglicéridos e acidos
graxos livres. Este efeito tem sido observado devido a presenca de flavondides,
saponinas, e glicosideos no extrato, diminuindo a atividade da enzima 3-HMG Co-A
redutase no figado. Adicionalmente, cabe aqui ressaltar que trabalhos preliminares

do nosso grupo de grupo de pesquisa demonstraram atividade inibitoria da alfa-
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amilase por chas comerciais de folhas de Syzygium sp, até entdo nao relatada na
literatura (Freitas et al., 2014).

Embora Syzygium sp tenha provado ser um importante fitoterapico devido as
suas propriedades medicinais, ha ainda a necessidade de mais bases cientificas
antes de usa-lo para auxilio no tratamento de doencas. Pesquisas envolvendo
modelos in vitro para estudar os efeitos de seus constituintes fitoquimicos devem ser
realizadas (Chaudary & Mukhopadhayay, 2012).

Diversos estudos demonstram a eficacia, a importancia e o potencial de uso
de inibidores de amilases, no tratamento do diabetes, obesidade e comorbidades
associadas e reforcam a necessidade da busca por novas fontes naturais desses
inibidores (Freitas et al., 2015).

Figura 1 — Jambolao (Syzygium sp) (Vizzotto, 2008).
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2.4 Enzimas digestivas

A busca crescente de métodos seguros e eficazes de tratamento para
combater o diabetes e a obesidade tem apontado o uso de plantas medicinais como
uma valiosa fonte de inibidores das enzimas digestivas, que inibem a quebra de
carboidratos complexos e gorduras no intestino. Estes inibidores exercem o seu
efeito anti-diabético por dificultarem a atividade de enzimas envolvidas na hidrélise
do amido, tais como a alfa-amilase pancreatica e a alfa-glucosidase (enzima
presente na borda em escova intestinal). A alfa-amilase catalisa a hidrélise inicial do
amido em oligossacarideos e dissacarideos, através da clivagem de ligacdes
glicosidicas entre os residuos de glicose. Inibidores de alfa-amilase podem atrasar,
eficazmente, a digestdo do amido, ou seja, retardar a formacédo e a absor¢ao de
glicose através da inibicdo das enzimas glicoliticas. Isto pode reduzir a taxa de
absorcdo de glicose na corrente sanguinea e, consequentemente, amenizar o
aumento pés-prandial de glicose plasmatica em pacientes diabéticos, podendo
induzir também alguma perda de peso (Tucci et al., 2010; Manaharan et al., 2011;
Tong et al., 2014).

Adicionalmente, inibidores de tripsina presentes nos extratos vegetais podem
ocasionar diminuicdo na digestibilidade protéica, podendo acarretar também uma
reducdo de peso (Simao et al., 2014), porém indesejavel do ponto de vista

nutricional.

2.5 Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos sao originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo. Sao formados em
condicoes de estresse como infecgoes, ferimentos, radiacbes UV, dentre outros. As
principais fontes de compostos fendlicos séo frutas citricas, como limao, laranja e
tangerina, além de outras frutas como cereja, uva, ameixa, péra, maga e mamao,
sendo encontrados em maiores quantidades na polpa que no suco da fruta. Pimenta
verde, brécolis, repolho roxo, cebola, alho e tomate também sao excelentes fontes
destes compostos. Fitoquimicos fendlicos presentes nas plantas, além de apresentar
diversas aplicagbes industriais, tem revelado efeitos benéficos a saude,

especialmente em doencgas crénicas como doencas cardiovasculares, obesidade e
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diabetes. Os fendlicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto
grau de polimerizagdo. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
agucares (glicosidios) e proteinas. Os compostos fendlicos sao incluidos na
categoria de interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencgao da
autoxidacdo e também inibem diferentes tipos de enzimas oxidantes. (Angelo &
Jorge, 2007; Etxeberria et al., 2012; Subedi et al., 2014).

Quimicamente, os fendlicos sao definidos como substancias que possuem
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais. Existem
cerca de cinco mil fendis, dentre os quais, destacam-se os flavonoides (Figura 2),
acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferéis (Angelo &
Jorge, 2007).

O
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Figura 2. Estrutura quimica dos flavonoides

De acordo com seu modo de agao, os antioxidantes fendlicos podem ser
classificados em primarios e secundarios. Os primarios atuam interrompendo a
cadeia da reacdo através da doacado de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres,
convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os
radicais livres, formando o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro
radical livre. Os antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de iniciacédo da
autoxidacdo por diferentes mecanismos que incluem complexagcdo de metais,
sequestro de oxigénio, decomposi¢cao de hidroperdxidos para formar espécie nao
radical, absorcdo da radiagc&o ultravioleta ou desativacdo de oxigénio (Angelo &
Jorge, 2007).

Muitos estudos tem encontrado uma relacdo direta entre a quantidade de

compostos fendlicos em plantas e sua capacidade de inibir enzimas digestivas,
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especialmente alfa-amilase e alfa-glicosidades, podendo assim contribuir no

tratamento do diabetes e obesidade (Etxeberria et al., 2012).

2.6 Atividade antioxidante

Antioxidante € um composto que protege o sistema biolégico contra o efeito
nocivo de processos ou reagdes que podem causar oxidagdo excessiva (que pode
levar a lesdao e morte celular). Assim, os antioxidantes tém a capacidade de
neutralizar os efeitos prejudiciais dos radicais livres dentro do nosso corpo. Se os
radicais livres formados sao deixados sem neutralizagao, eles acabariam levando a
etiologia de uma série de doencas. Estes radicais livres possuem efeitos toxicos e
benéficos. As espécies reativas de oxigénio exercem efeitos benéficos sobre as
respostas celulares e fungao imune a nivel baixo ou moderado. Eles geram estresse
oxidativo em altas concentracdes, que € um processo deletério que pode danificar a
estrutura celular e fungéo. O estresse oxidativo € um fator importante na progressao
de doencas crénicas degenerativas, incluindo doengas coronarianas, cancer e artrite
(Priya et al., 2017).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: com atividade
enzimatica e sem atividade enzimatica. Na primeira, estdo os compostos capazes de
bloquear a iniciacdo da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies
reativas ao oxigénio. Na segunda classe, estdo moléculas que interagem com as
espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacdo. Nesta classe incluem-se
os antioxidantes naturais e sintéticos como os compostos fendlicos. Este mecanismo
de acdo dos antioxidantes presentes em extratos de plantas possui um papel
importante na reducdo da oxidacdo lipidica em tecidos, vegetal e animal, pois
quando incorporado na alimentacdo humana nao conserva apenas a qualidade do
alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de patologias, como
arteriosclerose e cancer (Angelo & Jorge, 2007; Rufino et al., 2007; Mohamed et al.,
2013).

2.7 Espectrometria MALDI/ToF

lonizagao/dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI/ToF) é uma técnica
de espectrometria de massa que tem sido utilizada para a analise de alimentos e

extratos vegetais, apresentando muitas vantagens, tais como a velocidade, a
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facilidade de utilizagao e alta sensibilidade. A analise direta de um extrato é possivel
porque a técnica é tolerante a impurezas e permite a determinacao simultdnea de
massas em misturas complexas de compostos de baixo e de elevado peso
molecular. A técnica foi originalmente desenvolvida para analises de grandes
biomoléculas como proteinas. E geralmente conhecida como uma ionizagéo "suave"
que produz quase exclusivamente as espécies de ions pseudomolecular intactas
sem fragmentacdo dos mesmos no momento do evento de dessorcao (Menet et al.,
2004).

No que diz respeito ao Syzygium sp, ha relatos da presenca do flavondide
luteolina como responsavel pela inibicdo da alfa-amilase (Karthic et al., 2008).
Contudo, tal inibicao relacionada a luteolina foi detectada apenas em sementes, nao
havendo relatos de sua ocorréncia em folhas ou chas. Desta forma, a técnica de
MALDI/ToF foi utilizada para investigar a presenca da luteolina em amostras de chas

comerciais de Syzygium sp.

2.8 Calculos Teoricos

Docking molecular também chamado de acoplamento, encaixe ou
ancoramento molecular € uma ferramenta computacional que visa prever a
conformagao de um complexo formado por ligagdes intermoleculares entre duas ou
mais moléculas constituintes, neste caso podendo haver mais de um ligante ou mais
de um receptor. O receptor podera ser uma proteina ou uma molécula composta por
acidos desoxirribonucleicos (DNA) e ribonucleicos (RNA). O ligante € uma molécula
pequena ou também pode ser uma outra proteina, podendo formar uma ligagdo do
tipo Proteina-Ligante ou Proteina-Proteina. Essa previsdao conformacional mostra
através de estimativas a posi¢céo do ligante no local predito da proteina (Dias et al.,
2008).

Por meio dessa previsdo do modo de ligacao e da afinidade de ligagao de
uma molécula no sitio de ligacao do receptor, pode-se identificar onde esta o alvo de
interesse, pois, quando realizado de forma bem sucedida prevé corretamente a
posicao do ligante na sua forma nativa dentro do local de ligagcdo do receptor e as
interacbes fisico-quimicas existentes. Existem trés objetivos principais para o

docking molecular, e sao: a predicdo das possiveis posicoes de ligagdo, uma
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selegéo virtual das melhores posigdes e uma estimativa da afinidade de ligagao
entre o receptor-ligante (Jain et al., 2008).

Neste trabalho foi utilizado o AutoDock 4.2 que possui licenga livre. O
AutoDock 4.2 é composto por um conjunto de ferramentas automatizadas para a
realizacado do docking, dessa forma uma de suas caracteristicas € a de poder prever
como e de que forma pequenas moléculas, substratos ou candidatos a farmacos, se
ligam a um receptor de estrutura tridimensional conhecida. O objetivo do docking é
que possa-se obter uma modelagem estrutural precisa e uma previsao correta da
atividade funcional no alvo de interesse.

O AutoDock usa o método de Monte Carlo para simulagdo e o algoritmo
genético lamarckiano para gerar o conjunto das possiveis conformagdes existentes
do ligante. Esse algoritmo é usado com a fungédo de otimizagdo global e também
para a minimizagao de energia. Estudos de minimizagao de energia sao feitos para o
ligante, porque o ligante pode existir em diversas conformagdes diferentes, sendo
assim o mais correto é encontrar o minimo global para a energia de interagcao
receptor e ligante procurando explorar todos os graus de liberdade disponiveis para
o sistema.

A aplicagado dessa metodologia computacional para estudar a formagao de
complexos através das interagdes intermoleculares é atualmente objeto de intensa
pesquisa, pois, embora o numero de graus de liberdade do receptor e do ligante sédo
grandes mesmo ao desconsiderar a presencga explicita do solvente, € necessario
realizar aproximagdes para reduzir a dimensdo do problema e torna-lo tratavel
computacionalmente. Esta ferramenta foi desenvolvida com a finalidade de se obter
um ligante que se encaixe geometricamente e energeticamente no sitio de ligagcéo
mais aceitavel baseada em diferentes fungdes de classificagcao.

Dessa forma, foram propostos aproximacodes para flexibilidade da interacao
proteina-ligante e dentre elas podem destacar-se o docking rigido onde geralmente
tem-se uma posi¢cao do ligante fazendo interagdo com o receptor na sua forma
rigida; e o docking flexivel onde tem-se uma geometria favoravel para a interagéo
receptor-ligante e neste caso o receptor continua rigido enquanto o ligante é flexivel.
Essa flexibilidade é obtida através da troca das torgdes internas do ligante no sitio
ativo. E por ultimo, pode ser realizado o docking flexivel total onde o ligante é flexivel
por meio dos seus angulos de torcdo assim como a cadeia lateral dos residuos
dentro do sitio de ligagéo.
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Os resultados tedricos obtidos com o docking molecular se tornam cada vez
mais atraentes e relevantes para a compreensao das interagdes proteina-ligante e
sdo importantes para fundamentar os resultados experimentais, para assim, seguir

com estudos futuros para desenho racional de novos farmacos de interesse médico.
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3 MATERIAL E METODOS

As analises foram conduzidas nos Laboratdrios de: Bioquimica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e Naturais da (ICBN/UFTM), de Biofisica Tedrica do Instituto de
Ciéncias Exatas, Naturais e Educacao (ICENE/UFTM), de Engenharia de Alimentos
do Instituto de Ciéncias Tecnoldgicas e Exatas (ICTE/UFTM) - todos da

Universidade Federal do Tridngulo Mineiro.

3.1 Syzygium sp

3.1.1 Obtencgao e preparo das amostras

Cinco amostras (A, B, C, D e E) de chas de Syzygium sp foram adquiridas
comercialmente em farmacias de manipulagdo, drogarias e estabelecimentos de
venda de produtos naturais dos municipios de Juiz de Fora, Lavras e Uberaba, todos
em Minas Gerais - Brasil. A seguir, as amostras foram levadas ao Laboratério de
Bioquimica do ICBN/UFTM onde foram preparadas pelo método de infusdo (descrito

abaixo), aliquotadas e estocadas em freezer, até as analises experimentais.

3.1.1.1 Infusao

Amostras dos chas comerciais, foram imersas em agua fervente na proporgéao
de 1:200 (p/v) durante 10 minutos, simulando o uso doméstico. A seguir a mistura foi
fitrada em tecido organza e o extrato bruto obtido foi utilizado nos ensaios de

inibicdo enzimatica.

3.2 Atividade enzimatica

3.2.1 Obtengao das enzimas

Foram utilizadas as enzimas alfa-amilase pancreatica suina tipo VIB (Sigma®)

e tripsina pancreatica suina (Merck®).

3.2.2 Atividade de a-amilase



30

A atividade de a-amilase foi determinada segundo a metodologia proposta por
Noelting & Bernfeld (1948). 50 yL da amostra de extrato vegetal e 50 yL de enzima
a-amilase foram pré-incubados, por 20 minutos, em banho-maria a 37°C. O
substrato utilizado foi o amido 1% preparado em tampao Tris 0,05 mol L-1, pH 7,0
acrescido de NaCl 38 mmol L-1 e CaCl2 0,1 mmol L-1. Apos adicédo de 100 pL do
substrato, a mistura foi incubada por quatro periodos de tempo. A reacdo foi
interrompida adicionando-se 200 pL do reagente acido 3,5 dinitrosalicilico (reagente
cromogénico), levada a fervura durante cinco minutos e o produto lido em

espectrofotdbmetro a 540 nm.

3.2.3 Atividade da tripsina

A atividade da tripsina foi determinada segundo a metodologia proposta por
Erlanger (1961). 200 pyL da amostra e 200 pyL de enzima foram incubados em banho-
maria, a 37°C, por quatro periodos de tempo (15, 30, 45 e 60 min.), apds adi¢cao de
800 pL do substrato p-benzoil-D-L arginina p-nitroanilida (BApNA) preparado em
tampao TRIS 0,05 mol L-1, pH 8,2. A reacgao foi interrompida adicionando-se 200 uL
de acido acético 30% e a absorbancia do produto lida em espectrofotobmetro a 410

nm.

3.2.4 Preparo do fluido gastrico simulado

Com o objetivo de simular o processo de digestdo no estdbmago in vitro,
foram realizados os ensaios de atividades enzimaticas na presenca de um fluido
gastrico simulado. Para tal, os extratos foram incubados com o fluido gastrico
simulado preparado segundo a The United States Pharmacopeia — USP (1995), por
1 hora em banho-maria, a 37°C. Apos esse periodo, foram neutralizados com o sal

bicarbonato de sodio até pH fisiolégico e a seguir realizados os ensaios de atividade.

3.3 Cinética enzimatica da alfa-amilase

A cinética enzimatica dos inibidores de alfa-amilase foi avaliada usando as
condigdes do ensaio padrao descrito acima (atividade de alfa-amilase). Os ensaios

foram realizadas com concentragdes crescentes de substrato (10, 20, 30, 40 ,50 ,60,
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70, 80, 90 e 100 pyL amido), na auséncia e na presenga das amostras. O modo de
inibicdo foi determinado graficamente a partir da equagédo de Michaelis-Menten e
posteriormente, com base no grafico de Lineweaver-Burk, para determinagcéo dos

valores das constantes de afinidade (Km) e de inibi¢cao (Ki).

3.4 Determinagao de compostos fendlicos totais

A quantificacdo de polifendis totais foi determinada de acordo com a
metodologia de Folin-Ciocalteau modificada por Sigleton et al. (1965) usando
catequina como padrao. Para realizar a quantificagdo de polifendis a amostra foi
diluida na proporgao 1:10 (v/v) em agua destilada. Apds, em um tubo de ensaio
foram adicionados 100ul da amostra + 500ul do Reagente Folin-Ciocalteau + 400pl
de carbonato de calcio a 7,5%. A solugao foi agitada e deixada em repouso por 30
min. A medida da absorbancia foi feita em espectrofotdbmetro UV visivel a 765 nm.
Foram realizadas no minimo trés repeticdes e o resultado expresso por uma curva

de mg de catequina equivalentes, com o auxilio de uma equacgao da reta.

3.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pela capacidade das amostras em doar
hidrogénio para o 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHs+) provocando a varredura
deste radical livre e modificando a coloracado da solugdo conforme o método descrito
Yamaguchi et al. (1998). Foram realizadas no minimo trés repeticdes e o resultado

foi expresso em porcentagem.

3.6 Identificagao e quantificacao de taninos

Uma aliquota de 1 mL de extrato foi misturada a 1 mL de reagente de Folin-
Denis (20g de tungstato de sédio, 4 g de acido fosfomolibdico e 10 ml de acido
fosforico em 150 mL de agua destilada) sendo agitada vigorosamente e deixada em
repouso por 3 minutos. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de solugdo de
carbonato de sodio 8% e a mistura agitada. Apés 2 horas em repouso, a amostra foi
centrifugada a 2000 rpm e submetida a leitura espectrofotométrica do sobrenadante

a 725nm. O teor de taninos totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia
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das amostras contra uma curva de calibragcdo construida com padrbes de acido

tanico. As analises foram realizadas em triplicata (Seigler et al., 1986).

3.7 Determinacao de flavonéis e flavonas

O conteudo de flavondides presente nos extratos foi determinado através de
método colorimétrico utilizando cloreto de aluminio, que forma um complexo acido
estavel com o grupamento cetona do C4 ou hidroxil dos C3 ou Cs. Os extratos foram
ressuspendidos em etanol 80% ou DMSO e 500 pL desta solugdo foram misturados
a 1500 pL de etanol 95%, 100 uL de cloreto de aluminio 10%, 100 pL de acetato de
potassio 1M e 2800 uL de agua destilada. Apds 30 minutos a temperatura ambiente,
foi realizada a leitura espectrofotométrica em 415 nm. O conteudo de flavonois e
flavonas foi determinado por interpolagao da absorbancia das amostras contra uma
curva de calibragdo construida com diferentes concentragbes de quercetina. As

analises foram realizadas em triplicata (Chang et al., 2002).

3.8 Teste qualitativo para identificagao de alcaléides

A identificagdo de alcaléides nos extratos foi realizada segundo metodologia
descrita por Costa (2002), que utiliza os reagentes de Mayer, Bertrand, Dragendorf e
Wagner. Os extratos foram solubilizados em agua destilada ou DMSO e uma
aliquota de 2 mL foi adicionada a 15 mL de agua destilada e 0,5 mL de acido
sulfarico diluido a 10% (v/v). A mistura foi fervida por 2 minutos e apés resfriamento,
submetida a filtracdo em papel de filtro. Cerca de 50 yL das amostras foram
misturadas a 50 uL de cada reagente em vidro de reldgio para verificar a positividade

da reacao (formacao de precipitado).

3.9 Espectroscopia MALDI/ToF

As amostras formam submetidas a analises em espectrémetro de massas tipo
MALDI/ToF (lonizagcdo e Dessorgdo a Laser Assistida por Matriz), (Axima
Performance , Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo). Antes a obtengdo dos dados, o
aparelho foi previamente calibrado utilizando-se de uma mistura de 2 matrizes:

acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA — 189,17 g/mol) e acido dihidroxibenzoico
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(DHB — 154,12 g/mol). Apds a calibracdo, a amostra foi co-cristalizada com o &cido
a-ciano-4-hidroxicinamico (solugéo saturada em Acetonitrila/ Agua / 0,1% de &cido
trifluoroacético) (matriz) e depositada sobre o amostrador para a secagem a
temperatura ambiente. Os espectros foram obtidos utilizando-se o modo reflectron

positivo, com um intervalo de massas entre 10 e 1000 Da.
3.10 Estudos tedricos

As simulag¢des do Docking Molecular foram realizadas utilizando AutoDock 4.2
(Goodsell et al., 1996), e a anadlise e visualizagdo da simulagdo foi utilizado o
AutoDockTools 1.5.6 (Sanner et al., 1999). A estrutura cristalina foi obtida a partir do
Protein Data Bank (Berman et al., 2000), cujos PDBs foram para luteolina (4QYA) e
alfa-amilase (1PPI).

As coordenadas atdmicas de 1PPl foram armazenados em um arquivo
separado e as moléculas de agua foram removidos, as coordenadas atdbmicas dos
ligantes luteolina e amido também foram separados em outro arquivo. Onde para a
luteolina pegou-se somente os atomos da luteolina e para o amido foram
selecionados os atomos que compdem os trés complexos que formam o amido (DAF
— 4,6-dideoxy-4-{[(1S,5R,6S)-3-formyl-5,6-dihydroxy-4-oxocyclohex-2-en-1-ylJamino}-
alpha-Dxylo-hex-5-enopyranose, GLC — Alpha-D-Glucose, BGC — Beta-D-Glucose).

Foram gerados pelo AutoGrid uma caixa para definir os sitios do ligante com
uma dimens&o de 80 x 80 x 80 e o espacamento da grade foi de 0,375A. A posicdo
de ligagdo do ligante luteolina foi centrada nas coordenadas X -0.10, Y 45.64, Z
15.39, e para o ligante amido também usou-se as mesmas coordenadas, o
parametro algoritmo genético Lamarckian foi usado com um total de 200 corridas
para cada ligacdo. Para cada simulagado, foram utilizadas uma populagdo de 300
individuos com 27000 geragdes 25.000.000 avaliagdes de energia, rate of Crossover
0,8. A analise de agrupamento dos resultados ancorados foram realizadas utilizando
uma tolerancia desvio da raiz quadrada média dos 53,49A para a luteolina e 0,88A

para o amido.

3.11 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em ftriplicata, os dados digitados na planilha

Excel, e os resultados a analise de variancia, utilizando-se o software SISVAR.
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4 RESULTADOS

4 1Inibicdo da a-amilase

As médias das trés repeticdes das inibicdes enzimaticas da alfa-amilase e da
tripsina, antes e apds a exposicdo a um fluido gastrico simulado, das amostras de

Syzygium sp sao apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Médias’' das porcentagens de inibicdo das enzimas digestivas por extratos aquosos de Syzygium sp obtidos por

infusdo na proporgao de 1:200, antes e apds a exposigao a um fluido gastrico simulado.

A-amilase Tripsina
Amostra | Ensaio Enzimético Média £ DP Ensaio Enzimatico Média £ DP
A Antes do fluido 13,23 £ 3,29 Antes do fluido 13,47 £12,62
Apos o fluido 30,86 + 20,49 ** Apos o fluido 0,00 0,00
B Antes do fluido 13,20 + 1,86 ' Antes do fluido 6,88 +0,24
Ap6s o fluido 20,25 + 25,57 * Ap6s o fluido 0,00 +0,00*
c Antes do fluido 0,00 +0,00* Antes do fluido 9,88 +3,67
Ap6s o fluido 35,79 + 19,50 * Apos o fluido 15,45 + 11,54 &
D Antes do fluido 31,67 £ 10,93 * Antes do fluido 11,22 + 3,83
Ap6s o fluido 0,00 +0,00* Apbs o fluido 11,88 £6,43 %
E Antes do fluido 13,19 + 4,44 Antes do fluido 8,79 +1,52°
Apos o fluido 0,00 £ 0,00 * Apos o fluido 10,75 +8,05°"

"Dados sd@o a média de triplicatas + desvio padrao.

1 2
a € @ = indices diferentes representam diferenga significativa (p = 0,05) pelo teste de Scott-Knott.
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Considerando os ensaios da enzima alfa-amilase, observou-se porcentagens
variadas de inibicdo das cinco amostras, antes (0% a 31,67%) e apOs a exposi¢cao
do fluido gastrico simulado (0% a 35,79%).

Observa-se que as amostras A, B e C da alfa-amilase, apresentaram uma
tendéncia de aumento na porcentagem de inibicdo enzimatica apos a exposi¢cado do
fluido gastrico simulado. Ja as amostras D e E, apresentaram redugdo da
porcentagem de inibicao da alfa-amilase apds o contato com o fluido gastrico.

Assim, considerando os diferentes comportamentos frente a inibicdo
enzimatica, sugere-se que, embora todas as amostras sejam comercializadas como
“jambolao”, ha dificuldades de padronizacdo das matérias-primas. Ressalta-se aqui
que tais dificuldades podem estar relacionadas por exemplo a condigbes
edafoclimaticas.

Freitas et al. (2014) demonstraram que infusdes de folhas de Syzygium sp em
diferentes diluicbes (1:20, 1:50 e 1:100), apresentam elevados percentuais de
inibicdo da enzima alfa-amilase antes do fluido gastrico (acima de 90% em todas
diluigdes). Os autores sugeriram uma possivel relagéo da inibicado da amilase com a
presenca de compostos fendlicos. A exemplo destes resultados, Tong et al. (2014)
verificaram que o extrato bruto metandlico de Eugenia jambolana apresenta forte
atividade inibitéria contra a alfa-amilase (ICso= 1,1 £ 0,4 pg/ ml), superior até a
acarbose (ICso = 19,0 + 2,0 pg/ ml). Os autores atribuiram a inibigdo a presenca de
taninos hidrolisaveis que retardam a digestdo do amido, com efeitos secundarios
minimos e assim, reduzem a hiperglicemia pos-prandial em pacientes diabéticos.
Pereira et al. (2010), trabalhando com infusdes de cha verde e cha preto na diluigdo
de 1:25 verificaram inibicoes da alfa-amilase de 42,19% e 73,44%, respectivamente.
A inibicdo também foi relacionada com a presenca de compostos fendlicos nos chas.

Poongunran et al. (2016), trabalhando com folhas secas de Syzygium cumini
constataram que extratos de metanol e agua apresentaram a alta atividade inibitéria
da a-amilase (98,3 + 2,3 e 98,6 + 1,6%, respectivamente, com extratos de 1 mg/
mL). Os autores relatam que a forte inibicdo da enzima é devido a presenca de acido
oleandlico e acido ursalico, isolados a partir das folhas de Syzygium.

Os extratos de Syzygium sp na diluigdo 1:200 demonstraram menor inibicao
enzimatica em relagcao aos obtidos em outros trabalhos, provavelmente por conta da

maior diluicdo das amostras. Considerando o uso doméstico de infusdes de folhas
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de Syzygium sp, sugere-se que a diluicdo esta diretamente relacionada com o
eventual potencial hipoglicemiante.

ApoOs a exposi¢cao dos extratos a um fluido gastrico simulado, resultados
semelhantes foram obtidos por Freitas et al. (2014), trabalhando com folhas de
Syzygium sp e por Pereira et al. (2010), trabalhando com chas verde e preto. Em
ambos os casos 0s autores atribuiram a queda ou desaparecimento da inibicao a
mudancgas estruturais ou conformacionais do inibidor, provocadas pelo meio acido.
Tal hipétese sugere que embora exista um potencial hipoglicemiante dos chas de
Syzygium sp, sua passagem pelo ambiente gastrico apds a ingestao, reduziria a
acao que ocorreria posteriormente no ambiente intestinal. Contudo, ensaios
biolégicos sdo necessarios para avaliar o comportamento in vivo e corroborar ou
contrapor tal hipotese.

A propésito da variagao nas inibicbes da alfa-amilase das cinco amostras de
Sygyzium sp (de a1 até a2), Oliveira e Pereira (2015), trabalhando com chas de
insulina vegetal (Myrcia sphaerocarpa DC) observaram grande variagdo da inibicdo
desta enzima entre as cinco amostras testadas. Segundo os autores, a despeito das
amostras serem comercializadas supostamente como iguais, é preciso considerar
que tais variagdes nas porcentagens de inibicdo podem ser atribuidas a fatores
edafoclimaticos, métodos de preparacdo e possiveis contaminacbes com outras

especies.

4.2Inibicao da tripsina

Assim como na inibicdo da alfa-amilase, os resultados da tripsina
apresentaram variagdo média com valores de 6,88% a 13,47% de inibicdo antes do
fluido e de 0% até 15,45% apds o fluido gastrico simulado.

As amostras A e B da tripsina tiveram uma reducdo da porcentagem de
inibicdo apods o fluido gastrico e a amostra C, teve um aumento dessa inibi¢do. Ja a
amostra D manteve a porcentagem de inibicdo antes e apds o fluido e a amostra E
teve um discreto aumento apds a exposi¢cao do fluido gastrico simulado. A exemplo
do que foi observado para a amilase, os resultados de inibigdo da tripsina também

sugerem possiveis dificuldades de padronizagado das amostras comercializadas.
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Pereira et al. (2011), trabalhando com inibicdo de enzimas digestivas por
extratos de Hoodia gordonii, ndo detectaram inibigdo da tripsina. Ja Marques et al.
(2014), avaliando a inibigdo das enzimas digestivas por pellets de lupulo, verificaram
alta inibicdo da tripsina antes e apds a exposi¢ao do fluido gastrico simulado com
valores de 67,48% e 89,01, respectivamente.

Os inibidores de tripsina presentes nos extratos vegetais podem levar a uma
diminuigdo na digestibilidade proteica, podendo causar uma reducdo na taxa de
crescimento em animais e também uma reducdo de peso, porém indesejavel do
ponto de vista nutricional (Marques et al., 2014; Simao et al., 2012).

A passagem do extrato de Syzygium sp, pelo trato gastrointestinal poderia
causar alteragdes/deformacgdes estruturais nos inibidores devido ao pH acido do
estdbmago, inativando-os. Considerando os metabolismos protéico, glicidico e
lipidico, esse comportamento seria desejavel do ponto de vista terapéutico, para o
inibidor de tripsina, mas nao para os inibidores da alfa-amilase e lipase (Pereira et
al., 2010; Marques et al., 2014).

4.3 Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais

As médias das trés repeticdes da capacidade antioxidante e o teor de
compostos fendlicos totais presentes nas amostras de Syzygium sp foram expressos

na Tabela 2.
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TABELA 2. Capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais dos

extratos aquosos de Syzygium sp obtidos por infusao na proporgao de 1:200.

Capacidade Compostos Fenolicos Inibi¢cao da a-
Amostra Antioxidante (%) Totais (mg/L) amilase (%)
Média + DP Média * DP Média + DP

A 51,49 + 3,12 @ 29,22 + 6,45 % 13,23 + 3,29

B 67,40 + 8,23 24,55 +7,38 13,20 + 1,86
c 76,97 + 0,36 * 27,22 +1,26 ™ 0,00 + 0,00 *

D 89,00 + 2,84 41,22 + 9,43 * 31,67 + 10,93 *

E 67,24 + 0,46 ** 21,00 + 6,44 13,19+ 4,44

T2 3 4
a a,a € a =indices diferentes representam diferenga significativa (p = 0,05) pelo teste de Scott-Knott.

A porcentagem da atividade antioxidante foi obtida com médias variando de
51,49% (amostra A) a 89,00% (amostra D). Ja o teor de compostos fendlicos totais
variou de 21,00 mg/L (amostra E) a 41,22 mg/L (amostra D).

Segundo relatos da literatura, o teor de compostos fendlicos encontrado nas
plantas tem sido associado com inibicées de enzimas digestivas, especialmente alfa-
amilase e alfa-glicosidades, sugerindo um potencial auxilio no tratamento do
diabetes e obesidade. Estudos também mostram que esses polifendis possuem
bioatividade conferida as suas propriedades antioxidantes (Faria et al., 2011;
Etxeberria et al., 2012; Adefegha & Oboh, 2012).

Correlacionando a porcentagem de inibicdo da amilase com a capacidade
antioxidante e os compostos fendlicos totais, observa-se a amostra D apresentou os
maiores valores de capacidade antioxidante e fendlicos totais com a maior
porcentagem de inibicado da alfa-amilase antes do fluido gastrico. Por outro lado, a
amostra C, com a segunda maior capacidade antioxidante e a terceira na presenga
de compostos fendlico totais, ndo apresentou inibicdo contra a alfa-amilase, antes do
fluido gastrico simulado. Tais achados reforcam a hipétese de falta de padronizacao
das amostras podendo portanto, leva-las a apresentar efeitos diferentes no auxilio
do tratamento do diabetes e da obesidade.
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Adefegha & Oboh (2012) demonstraram que o extrato fendlico soluvel de
Syzygium aromaticum possui atividade inibidora de alfa-amilase e alfa-glicosidase de
forma dose-dependente. A concentracao utilizada para inibir 50% das enzimas (ICso)
foi 497,27 ug/ml e 145,07 pg/ml para alfa-amilase e alfa-glicosidase,
respectivamente. Para a atividade antioxidante, os autores avaliaram o poder redutor
do radical DPPH, obtendo ICsp= 212,53 pg/ mL. Os mesmos concluiram que as
propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos poderiam ser um possivel
mecanismo que induz os efeitos antidiabéticos da planta (Adefegha & Oboh, 2012).

Priya et al. (2017) consideram que todas as fragbes (fracdo aquosa, fracao
com hexano, fragcdo com acetato de etilo, fragdo com metanol, fragdo com 70%
metanol) das sementes de Syzygium cumini continham uma quantidade significativa
de compostos fendlicos. O teor fendlico mais alto foi exibido por fragcdo metandlica
de 70% (entre 906 £ 7,2, 808,5 + 3,9 e 864,4 + 5,6 mg GAE/g peso seco das
fracdes).

Ruan et al. (2008), avaliando a atividade antioxidante das folhas de
‘jambolao”, mostraram que o teor de fendlicos totais no extrato metandlico de
Syzygium cumini foi 610,32 + 9,03 mg/g. Para a analise do potencial antioxidante
utilizando o radical DPPH, o extrato metandlico das folhas de Syzygium cumini foi
fracionado em agua (solvente-solvente). Na concentragao de 15,63 pg/mL de DPPH,
obteve-se 91,03% de remanescente de DPPH, ao passo que nas concentracdes de
31,25 pyg/mL, 62,4 ug/mL e 125 pg/mL de DPPH, as porcentagens remanescentes
foram, respectivamente, 86,02%, 75,72% e 56,85%. Os autores sugeriram que a
atividade antioxidante dos extratos de folhas Syzygium cumini pode estar

relacionada com a presenga dos compostos fendlicos.

4.4 Determinacao de flavonodis e flavonas, identificagdo e quantificagao

de taninos e teste qualitativo para identificagao de alcaléides
A presenga de compostos bioativos nas folhas do “jambolao” supostamente
esta relacionada com seus efeitos benéficos para o organismo. Nesse sentido,
realizou-se o screening fitoquimico das amostras. A determinacédo de flavonois e
flavonas (0,047 - 0,052 mg/ml) e a identificagdo e quantificagdo de taninos (2,79 x

10° - 8,84 x10° mg) revelou baixos teores na proporgéo de 1:200, provavelmente
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devido a essa maior diluigdo das amostras. Adicionalmente, no teste qualitativo para

identificagcao de alcaldides, nao foi detectada sua presenga nas amostras (Figura 3).

Figura 3. Teste qualitativo para identificagao de alcaléides. A positividade da reagao é observada

pela formagéao de precipitado (Seta: controle positivo).

Segundo estudo realizado por Faria et al. (2011), o teor de taninos encontrado
no extrato funcional (extrato rico em antocianinas extraido das frutas do “jambolao”) -
0,2 mg TAE/100g amostra - foi inferior em comparagdo com o fruto - 3,9 mg
TAE/100g amostra. Teores elevados de taninos sdo indesejaveis em alimentos
devido ao sabor adstringente, a complexagédo com proteinas, entre outros efeitos
que estes compostos podem causar.

Etxeberria et al. (2012), em seus artigos de revisao relatam que seis grupos
de flavonoides foram categorizados: flavonas, flavanonas, flavondis, as isoflavonas,
os flavonodides e antocianidinas. Vinte e dois flavondides foram avaliados quanto a
sua atividade inibidora contra a a-glicosidase. Entre todos eles, isoflavonas e
luteolina mostrou o IC50 inferior. Além disso, a luteolina foi mais eficiente do que a
acarbose na inibicdo da alfa-amilase (IC50 de cerca de 0,5 mg/ ml). Em contraste,
em outro estudo desta revisdo, os autores concluem que os flavondides testados
nao tém o suficiente poder para atrasar ou inibir a liberagdo de glicose no trato

gastrointestinal (Etxeberria et al., 2012).
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4.5Espectroscopia MALDI/ToF

Adicionalmente foram realizadas analises em espectroscopia MALDI/ToF para
investigacao da presenca de compostos fendlicos reconhecidamente inibidores de

alfa-amilase.

Amostra 11 - CHCA - Fluido liofilizado0002, Amostra 1 - CHCA - Amostra A pulsed extraction0001, Amos
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%Int. "V 11 mVy

282.82{r858}

283.85{r840}
74.07{r851
g 282.78{r869} .. _287.80{r800} 296.73({r873}

|' I
(1 i
[ I
283801834} | |

292.49{r840}
74.08{r289} A

100 | 2[c]
50 !
283.87{r850}
0 Ikt
275 280 285 290 295
m/z

Figura 4A. Espectroscopia MALDI/ToF — Amostra A. Faixa vermelha: fluido gastrico. Faixa azul:

amostra pura. Faixa verde: amostra com fluido gastrico.
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Figura 4B. Espectroscopia MALDI/ToF — Amostra B. Faixa vermelha: fluido gastrico. Faixa azul:

amostra pura. Faixa verde: amostra com fluido gastrico.



Amostra 11 - CHCA - Fluido liofilizado0002, Amostra 5 - CHCA - Amostra C pura0001, Amostra 5 - CHCA
Shimadzu Biotech Axima Performance 2.9.3.20110624
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Figura 4C. Espectroscopia MALDI/ToF — Amostra C. Faixa vermelha: fluido gastrico. Faixa azul:

amostra pura. Faixa verde: amostra com fluido gastrico.

Amostra 11 - CHCA - Fluido liofilizado0002, Amostra 7 - CHCA - Amostra D0002, Amostra 7 - CHCA - An
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Figura 4D. Espectroscopia MALDI/ToF — Amostra D. Faixa vermelha: fluido gastrico. Faixa azul:

amostra pura. Faixa verde: amostra com fluido gastrico.
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Amostra 11 - CHCA - Fluido liofilizado0002, Amostra 9 - CHCA - Amostra E0001, Amostra 9 - CHCA - An
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Figura 4E. Espectroscopia MALDI/ToF — Amostra E. Faixa vermelha: fluido gastrico. Faixa azul:

amostra pura. Faixa verde: amostra com fluido gastrico.

Ao analisar as Figuras 4A a 4E da espectrometria MALDI/ToF dos extratos de
folhas de Syzygium sp, pode-se observar que ha presenga de um pico na regidao de
massa molar proxima a luteolina (massa molar = 286,24 g/mol) nas cinco amostras
puras. Nas amostras com fluido gastrico, o pico s6 nao foi encontrado na Amostra A.

Como demonstrado em alguns trabalhos (Karthic et al., 2008; Yan et al.,
2014), os compostos fendlicos apresentam grande inibicdo das enzimas digestivas,
levantando hipoteses de seu potencial uso no tratamento do diabetes e da
obesidade. Contudo, a maioria destes trabalhos é limitada aos ensaios de atividade
enzimatica, ndo sendo descritos os provaveis mecanismos destas inibicdes. Dentre
os fendlicos, destaca-se o flavondide luteolina, cujos potenciais inibitérios da alfa-
glicosidase e da alfa-amilase foram demonstrados (Karthic et al., 2008; Kim et al.,
2000; Yan et al., 2014). A luteolina ja foi descrita como importante inibidor de alfa-
amilase presente em sementes de Syzygium cumini (Karthic et al., 2008). Entretanto,
sua presenca em folhas de Syzygium sp, particularmente em chas comerciais, ainda
nao foi relatada.

Além da luteolina, Karthic et al. (2008) e Poongunran et al. (2016),
descreveram a presenca de outros inibidores de alfa-amilase e alfa-glicosidase nas

sementes e folhas de Syzygium cumini, respectivamente. Sdo eles: acido betulinico,
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acido ursdlico e acido oleandlico, todos com massa molar de 456,7g/mol. Porém, em
nosso estudo, ndo foram encontrados picos nesta regido em nenhuma das
amostras.

Logo, em se tratando de uma matriz complexa, embora tenha sido sugerido a
presenca da luteolina (exce¢do da amostra A com fluido), este fato pode ser o
responsavel pela variagao do perfil de inibicdo enzimatica entre as amostras, seja
por inativagao ou estimulacao; alia-se a isto a possivel falta de padronizacdo das

amostras.

4.6 Docking molecular

Para avaliar as interacbes entre a alfa-amilase pancreatica e o suposto
inibidor foi realizado o docking molecular (Figuras 6 e 7). Esta abordagem prediz a
conformacado de um ligante dentro do sitio ativo de um receptor e encontra o modo

de ligagdo com menor energia entre eles (Kang et al., 2012; Kitchen et al., 2004).

OH
OH

OH O

Figura 5. Estruturas quimicas em A: Amido e B: Luteolina.
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Figura 6. Representagdes esquematicas na forma de folhas e hélices com os respectivos possiveis
sitios de ligagao e interagao dos residuos de aminoacidos da macromolécula a-amilase (c6d. PDB:

1PPI) complexada em A e B: Luteolina (céd. PDB: 4gya) e em C e D: Amido.

Figura 7. A e C — Superficie do potencial eletrostatico do bols&o catalitico da macromolécula a-
amilase (cod. PDB: 1PPI) complexada em A: Luteolina (cod. PDB: 4qya) e em C: Amido. As regides

em azul indicam baixa densidade eletronica e as regides em vermelho indicam alta densidade

eletrénica. B e D - Representacdes esquematicas na forma de folhas e hélices da macromolécula o-
amilase (c6d. PDB: 1PPI) complexada em B: Luteolina (c6d. PDB: 4qya) e em D: Amido.
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Para a luteolina foram identificadas 3 ligacbes de hidrogénios fazendo
interagbes nos residuos de aminoacidos ILE 235, HIS 201 e HIS 299. Ja para o
amido foram identificados 4 atomos para os residuos HIS 201, LYS 200, GLN 63,
HIS 299.

De acordo com os dados obtidos, tanto o0 amido quanto a luteolina se ligam e
interagem com a enzima alfa-amilase. Pelo fato de ambos apresentarem interagdes
de hidrogénio em dois aminoacidos comuns (HIS 201 e HIS 299), e ainda se ligarem
de forma hidrofébica a enzima pelos aminoacidos TYR 62, TRP 58 e TRP 59

também em ambos, pode-se observar que se ligam no mesmo sitio de ligacao.

4.7 Cinética Enzimatica

Com relagdo ao estudo cinético, todas as amostras mostram uma inibigao

acompetitiva contra a alfa-amilase, como mostra a Tabela 3.

TABELA 3. Cinética enzimatica dos extratos aquosos de Syzygium sp obtidos

por infusdo na proporcao de 1:200.

Amostra | Vmax com Inibidor Ki Inibigao
A 0,081 1,17 Acompetitiva
B 0,323 2,78 Acompetitiva
C 0,090 0,45 Acompetitiva
D 0,296 2,86 Acompetitiva
E 0,329 3,34 Acompetitiva

Os valores de Vmax e Km obtidos foram 0,430 e 6,67, respectivamente, nos
ensaios da enzima controle realizados simultaneamente com todas as amostras.
Nesse sentido, todas as amostras apresentaram um perfil de inibicdo acompetitiva
sobre a alfa-amilase, caracterizada pela diminuicdo do Km e Vmax.

Neste tipo de inibi¢cdo, o inibidor s6 se liga ao complexo enzima-substrato. A

enzima livre ndo interage com o inibidor, ou seja, o inibidor acompetitivo liga-se
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apenas ao complexo ES da enzima originando um complexo inativo, ESI. O inibidor
nao se combina com a enzima livre. A inibicdo ndo é revertida pelo aumento na
concentragao do substrato. O resultado € a modificagdo (diminuigdo) aparente do
Km e Vmax (Motta, 2011; Nelson & Cox, 2013). Os valores de Vmax e Km obtidos

foram 0,430 e 6,67, respectivamente, para todas as amostras.

E+5§ +—— B E+P

; - & £
Sl

4 -

Figura 8. Representacao esquematica e grafico de Lineweaver-Burk para um inibidor

Nio mbida

Acompetitivo

Em trabalho realizado por Ponnusamy et al. (2011), os extratos da semente
de Syzygium cumini (extraidos em agua quente e fria) exibiram inibicdo dependente
da concentragdo (competitiva). Em contrapartida, Tong et al. (2014), demonstraram
que os taninos hidrossoluveis isolados do extrato metandlico da Eugenia jambolana
inibiram a alfa-amilase de maneira nao competitiva.

Como o docking molecular mostrou que tanto o amido quanto a luteolina se
ligam no mesmo sitio de ligagdo da alfa-amilase, era de se esperar uma inibicao
competitiva. Logo, surge a hipdétese de que existam outros compostos inibidores
presentes nos extratos aquosos de Syzygium sp. Assim, é possivel que além da
luteolina estejam presentes outros compostos inibidores ou corroborando os demais
achados, que a matriz complexa de cada extrato também seja a responsavel pela

variacao do perfil inibitério ou ainda que exista uma contaminagao da amostra.
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5 CONCLUSAO

Os extratos aquosos de Syzygium sp, obtidos por infusdo na propor¢ao de
1:200, apresentam baixos percentuais de inibicdo das enzimas digestivas, sugerindo
uma queda do potencial efeito hipoglicemiante nesta diluicdo, em relacido aos
encontrados anteriormente em menores diluicdes. Assim, considerando os
diferentes perfis de inibicdo enzimatica, sugere-se dificuldades de padronizagao das
amostras, a despeito de sua comercializagao como “jambolao”.

Embora a atividade antioxidante do cha tenha sido significativa, os teores de
compostos fendlicos, de flavondis e flavonas, de alcaldides e de taninos n&ao foram
expressivos na diluicdo de 1:200.

Os resultados de espectroscopia Maldi/ToF revelaram em todas as amostras
(exceto na Amostra A com fluido gastrico) um pico em torno de 286 na regiao de
massa (m/z), sugerindo a presenca da luteolina.

O docking molecular revelou que a luteolina e o amido se ligam no mesmo
sitio de ligacdo da enzima, mas a cinética enzimatica mostra uma inibicdo
acompetitiva, indicando que ha a presencga de outros inibidores enzimaticos. Logo, a
matriz complexa dos extrato de Syzygium sp pode também ser responsavel pela
variacao do perfil inibitério das amostras.

Estudos adicionais devem ser conduzidos para elucidacdo da eficacia e
seguranca do uso de extratos de Syzygium sp, in vivo.

Considerando a aparente falta de padronizacdo das amostras, ainda nao é
recomendavel seu uso pela populagao para o auxilio no tratamento do diabetes e da

obesidade.
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