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RESUMO

Tem sido crescente a busca por fitoterapicos com potencial antioxidantes que combatam
radicais livres e possam servir como alternativas terapéuticas no controle glicémico e
lipidico. A Amazodnia possui uma gama de espécies vegetais, no entanto apresenta até
entdo poucos estudos quanto a seus efeitos terapéuticos, principalmente nessa area de
interesse. Este projeto propds avaliar espécies vegetais presentes nesta regido quanto ao
seu potencial antioxidante e atividade de inibicdo de enzimas digestivas. Foram
investigados 65 extratos de plantas da Amazonia sobre a atividade de enzimas digestivas.
Foram também realizadas analises do potencial antioxidante pela a dosagem de inibicdo do
radical DPPH, contetdo de flavondides totais, fenois totais e atividade inibitoria das
seguintes enzimas lipase, o-amilase e a-glucosidases. O potencial redutor de DPPH,
medido em concentragdo inibitoria 50 (Clsg), revelou o melhor resultado para a casca de
Caesalpinia ferrea (27+0,27 ug/mL). Os ensaios de flavondides e fendis totais nédo
demonstraram resultados significativos em nenhuma espécie. Na atividade inibitéria
sobre as enzimas lipase e o-amilase os extratos também ndo mostraram inibicdo acima
de 50% na concentracdo de 100 pg/mL. Em relagdo a a-glucosidase de fonte animal (rato)
0 extrato Eugenia punicifolia apresentou o melhor resultado de inibicdo com Clso de
2,4+0,05 pg/ml. Em rela¢do a a-glucosidase de S.cerevisiae 0 melhor extrato de inibigdo
foi encontrado na espécie de Byrsonima japurensis (95% a 100 pug/mL) e o melhor valor de
Clso foi observado para a amostra 157-r (0,4+0,11 pg/ml). Esses resultados indicaram que
de forma geral algumas das plantas mostraram-se promissoras fontes de antioxidantes
naturais. Também algumas das espécies mostraram-se potenciais inibidores das enzimas

estudadas podendo futuramente serem exploradas do ponto de vista biotecnolégico.

Palavras-Chaves:Biodiversidade, potencial antioxidante, lipase, a-amilase, a-glucosidases.
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ABSTRACT

Knowing the growing demand for herbal medicines with potential antioxidants that fight
free radicals and alternative therapies in glycemic control and lipid, biodiversity in the
Amazon has a huge range of plant species, but has so far few studies about their
therapeutic effects, especially in this area of interest. In this sense, this project was to
investigate plant species present in this region for their potential antioxidant activity and
inhibition of enzymes digestivas.Para achieve this purpose, we investigated 65 Amazonian
plant extracts on the activity of enzymes. Analyses of the antioxidant potential for the
determination of DPPH, total flavonoids, total phenols and inhibitory activity of the
following enzymes: lipase, a-amylase and a-glucosidase (sources: the rat intestine and
S.cerevisiae). Antioxidant activity can to inhibit 50% (Clso), showed the best result on the
bark of Caesalpinia ferrea (27ug/mL). tests Flavonoids and phenolic compounds have not
shown significant results in any species. The inhibitory activity of the enzymes lipase and
a-amylase and also there were no inhibition above 50% between extracts. For a-
glucosidase source animal (mouse) Eugenia punicifolia extract showed the best result for
both inhibition (76%) as IC 50 (2.4 mg / ml). For S.cerevisiae a-glucosidase of the best
extract of inhibition was found in species of Byrsonima japurensis (95%) and improved IC
50 value was contained in the species 157-r (0.4 mg / ml). In conclusion, these results
present a view that some medicinal plants are promising sources of natural antioxidants.
Although the inhibitory effect of these extracts have been established in vitro, these results
indicate that the extract Eugenia punicifolia can potentially suppress the postprandial rise
of glucose through its inhibitory potency on a-glucosidase. Considering that natural
substances can be responsible for the protective effect against the risks of many
pathological processes, results described here will stimulate further study to evaluate the

isolated compounds of these active species.

Key Words: Biodiversity, antioxidant potential, lipase, a-amylase, a-glucosidase.
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1. INTRODUCAO

Hoje em dia, uma grande esfor¢o estd sendo gasto para encontrar antioxidantes eficazes para o
tratamento ou prevencao de radicais livres mediada por efeitos deletérios.O reino vegetal € uma boa
fonte para produzir uma ampla gama de antioxidantes naturais com propriedades farmacologicas
relacionadas a presenca de compostos fendlicos,especialmente derivados de &cidos fenolicos e
flavonoides (REITER et al.,1995).

A inibig¢do de enzimas digestivas como a-amilases, a-glucosidase e lipase pode ter uma grande
variedade de aplicacGes, por exemplo, o tratamento adjuvante de diabetes tipo Il e obesidade, com
possibilidades de reducdo dos niveis de glicemia pds-prandial, reducdo moderada e taxas de
hemoglobina glicosilada e de altos teores de gordura (KANDRA et al., 2005; RABASA-LHORET
et al., 2004; UDANI et al., 2007).

As a-amilases (E.C. 3.2.1.1) sdo endoezimas que catalisam a hidrdlise de polissacarideos, como
amido ou glicogénio em plantas, animais e microrganismos. Atuam sobre ligagdes glicosidicas a-
1,4 internas da molécula do amido, formando unidades menores de carboidratos que possam ser
completamente digeridas pelo organismo. Geralmente os inibidores ndo proteicos sdo moléculas de
baixo peso molecular, como acarbose, que possuem alta atividade inibitoria sobre a-amilase
pancreatica de porco e a-amilase pancreatica humana (DJONOQV et al., 2008; GENG et al., 2008;
MACGREGOR et al., 2001; OUDJERIOUAT et al., 2003; PEREIRA et al., 2006; WANG et al.,
2008;YOON et al., 2003).

A o-Glucosidase (EC 3.2.1.20) é uma enzima responsavel pela quebra de carboidratos em
monossacarideos absorviveis. Participa de processos bioquimicos fundamentais do metabolismo,
como processamento de oligossacarideos provenientes da alimentacdo, tornando disponiveis
unidades monossacaridicas de glicose para geracdo de glicogénio e glicoproteinas celulares
(GANEM et al., 1994; STUART et al., 2004).

A Lipase (E.C. 3.1.1.3) € uma enzima hidrolitica que atua sobre a ligacdo éster de varios
compostos, possuem a funcdo de catalisar a hidrolise de triacilglicerdis aos &cidos graxos
correspondentes e glicerol. Seus inibidores séo representados principalmente pelo farmaco Orlistat,
que se liga de maneira irreversivel no sitio ativo da lipase por meio de ligacBes covalentes
(CAMPOLARGO, 2008; COSTA, 1999; GODOI et al.,2008; SANTANIELLO et al., 1990;
THEIL, 1995).



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Diabetes e Obesidade

O controle dos niveis de glicose po6s-prandial no plasma é fundamental no tratamento do
diabetes e reducdo das complicagOes vasculares cronicas. Um dos mecanismos terapéuticos para
reduzir a hiperglicemia pos-prandial € impedir a absor¢do de carboidratos apds ingestdo de
alimentos. Estes hidratos de carbono, polissacarideos complexos principalmente, devem ser
hidrolisados por enzimas digestivas (a-amilase e a-glucosidase) para 0s monossacarideos serem
absorvidos do limen intestinal transportado atraves da corrente sanguinea. Assim, os inibidores
sintéticos da enzima, considerados para o tratamento de diabetes (Voglibose, Acarbose e Miglitol)
sdo amplamente utilizados em combinacdo com drogas que estimulam a secrecdo de resisténcia a
insulina ou diminuicéo para obter um efeito sinérgico, mostrado como uma alternativa eficaz para
prorrogar o periodo de controle (I.F.F., 2001; 1QB, 2004; YOUNG et al., 2003).

Tem sido relatado que a ingestdo maior de alimentos com energia e alto teor de gordura na
dieta leva a0 aumento da ingestdo caldrica e, portanto, promove 0 armazenamento de gordura
corporal e ganhos de peso corporal em humanos e animais.Ha muitas experiéncias para descobrir a
terapéutica para este critico problema publico de obesidade. Uma das abordagens terapéuticas para
a prevencdo obesidade estd a de retardar a absorcdo de acidos graxos pela inibicdo de lipase nos
orgéos digestivos .Uma variedade de produtos naturais, incluindo extratos e compostos isolados de
plantas, pode induzir o peso corporal, reducdo e prevencdo da obesidade induzida pela dieta.
Portanto, eles tém sido amplamente utilizada no tratamento da obesidade .Um crescente nimero de
enzimas envolvidas em vias metabdlicas dos lipideos estdo sendo identificados e
caracterizados.Eles representam um conjunto precioso de potenciais alvos terapéuticos para a
obesidade (BALLINGER et al.,2002; BRAY et al., 1998,1999; HAN et al, 2005a;MENIKOVA et
al., 2006; MORO et al., 2000; RAYALAM et al, 2008; SHI et al., 2004; YANOVSKI et al., 2002).

2.2 Potencial Antioxidante

Uma série de mecanismos antioxidantes e extracelulares é essencial para limpar
"intermedirios reativos" que sdo gerados continuamente em quase todas as células aerdbicas,
No entanto, a produgdo excessiva de radicais livres resultam no aparecimento de inimeras doengas
e acelera o envelhecimento (CRYSTAL, 1991; EL-KHATIB,1997; FREI, 1997; NIESINK et al,
1996). (HALLIWELL, 1995).
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Um grande nimero de experimentos tém sido realizados a respeito da atividade antioxidante
de diversos extratos de plantas e pds. Os resultados destes experimentos revelam que, a atividade é
devido a varios metabolitos fenolicos secundéario, especialmente compostos, por exemplo,
flavonoides e taninos.Polifenois tém sido sugerido para exercer efeitos farmacoldgicos benéficos
sobre distarbios neurolégicos, com base em observacBes in vitro, potencial anticarcinogénico,
efeitos cardioprotetores e antimutagénica ligada ao seu radical livre.Polifendis também s&o
relatados como agentes quimiopreventivos pela diminuicdo do colesterol a cerca de limitar os danos
celulares (ALGHAZEER et al., 2008; FERREIRA et al., 2002; MOOSMANN et al.,1999;PARR et
al., 2000; SANTOS-BUELGA et al., 2000).

2.3 Enzimas envolvidas no processo digestivo

2.3.1 a-amilase

a-amilases (1,4-a-glucano-glucanohidrolase) sdo endoezimas amplamente distribuidas em
microrganismos, plantas e animais que catalisam a hidrélise de polissacarideos, como amido ou
glicogénio.Essas enzimas sdo carboidrases que atuam sobre ligagdes glicosidicas a-1,4 internas da
molécula do amido, formando unidades menores de carboidratos que possam ser completamente
digeridas pelo organismo (MACGREGOR et al.,2001;DJONOV et al.,2008;WANG et
al.,2008;YOON &ROBYT,2003; PEREIRA et al.,2006;0UDJERIOUAT et al.,2003).

O ser humano produz duas formas distintas de amilases, a salivar humana (ASH) e a
pancreatica (APH), sendo ambas amplamente estudadas como indicadores importantes de distdrbios
das glandulas salivares e do pancreas. As duas formas estdo entre as mais bem caracterizadas em
relacdo a estrutura tridimensional, permitindo observar pequenas diferencas que levam a perfis de
hidrolise e inibig&o distintos (ZAJONCOVA et al., 2005).

A inibicdo dessa enzima pode ter uma grande variedade de aplicagbes, por exemplo,o
tratamento adjuvante de diabetes tipo Il e obesidade, com possibilidades de reducdo dos niveis de
glicemia pds-prandial e reducdo moderada e taxas de hemoglobina glicosilada (Hbalc).Esses efeitos
podem ocorrer devido ao retardamento da digestdo de carboidratos, que por sua vez torna mais lenta
a absorcédo de glicose (KANDRA et al.,2005; RABASA-LHORET & CHIASSON,2004;UDANI &
SINGH,2007).
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2.3.2 a-glucosidase

a-Glucosidases (E.C 3.2.1.20) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise das ligacdes
glicosidicas a-1,4 de carboidratos como os dissacarideos e oligossacarideos provenientes da
alimentacdo.Apo6s a hidrdlise do amido pela o-amilase, a maltose e as unidades menores de
oligossacarideos sdo clivadas pela a¢do da a-glucosidase, levando a producdo de glicose que
serd absorvida pelo organismo. A a-glucosidase cliva as unidades terminais deglicoseda amilose
ou amilopectina,tendo preferénciapor malto-oligossacarideos menores, liberando glicose com uma
configuracdo o (GANEM et al.,1994, ( SHINDE, et al. 2008; VAN DER MAAREL, et al. 2002).

As multiplas funcGes da enzima a-glucosidase no organismo justifica a procura por agentes
terapéuticos como potenciais inibidores para serem utilizados no tratamento de doencas como
diabetes, obesidade, infeccdes pelo HIV e tumores (LEE, et al. 2001; MELO, et al. 2006; OTA,
et al. 2009).

2.3.3. Lipase

As lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas que possuem a funcdo de catalisar a
hidrélise de triacilglicerdis liberando &cidos graxos correspondentes e glicerol. (BRACCO, 1994).

Entre os tratamentos para a obesidade, uma das estratégias mais promissoras
no esforgo para reduzir a ingestdo de energia através de mecanismos gastrointestinal, sem alterar os
mecanismos central, € o desenvolvimento de digestdo de nutrientes e inibidores da
absorcdo.Gordura na dieta ndo é diretamente absorvida pelo intestino, a menos que a gordura tenha
sido submetido a acdo da lipase pancreatica.Portanto, a lipase pancredtica € um dos mais
amplamente mecanismos estudados para determinar o potencial de produtos naturais com eficacia
como agentes anti-obesidade .Orlistat € um mecanismo de inibicdo de lipase, por meio de uma
ligacdo covalente ao sitio ativo da lipase. Embora este inibidor da lipase pancreatica é clinicamente
aprovado para tratamento da obesidade, o orlistat tem certos efeitos colaterais gastrointestinal
desagradaveis. (BIRARI et al., 2007, BALLINGER et al., 2002; HADVARYet al., 1988, 1991;
TSUJITA et al., 2006; KARAMADOUKIS et al., 2009; THURAIRAJAH et al., 2005).

12



2.4  Plantas Medicinais da Amazonia

No Brasil encontram-se cerca de 20% das 250 mil espécies medicinais catalogadas pela
Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), facilitando o aproveitamento do potencial curativo dos
vegetais para o tratamento de doencas. Na Amazonia existe grande diversidade vegetal, onde se
encontram muitas plantas com propriedades medicinais e, que durante milénios sdo utilizadas pelas
comunidades nativas (DRUMOND et al., 2004).

As plantas medicinais sempre foram objeto de estudo na tentativa de descobrir novas fontes
de obtencdo de principios ativos. Muitas plantas possuem atividades tdxicas e 0 seu uso
indiscriminado pode causar sérios problemas. Com os avancos cientificos, esta pratica milenar
perdeu espaco para 0os medicamentos sintéticos, entretanto, o alto custo destes farmacos e os efeitos
colaterais apresentados contribuiram para o ressurgimento da terapia através das plantas
(ALEMAO, 1892; SCHVARTSMAN, 1990).

13



3.0BJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a atividade antioxidante e o potencial inibitério de extratos de plantas da Amazonia

sobre a-amilase, a-glucosidase, e lipase.

3.2 Especificos

- Estudar o efeito inibitorio de extratos de plantas da Amazonia sobre a atividade da a-amilase, a-
glucosidase e lipase in vitro.

- Avaliar o potencial antioxidante de extratos de plantas da Amazénia e relacionar com a atividade
de inibi¢do das enzimas a-amilase, a-glucosidase e lipase.

-Determinar Clso dos extratos mais ativos.

14



4. METODOLOGIA

4.1. Escolha dos extratos

Foram selecionados 65 extratos secos (Tabela 1) obtidos por maceragéo de folhas, sementes,
partes aéreas, casca, caule, galhos e raizes de plantas colhidas na Amazonia. Os extratos foram
provenientes do banco de extratos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM e da
Coordenacdo de Pesquisa em Produtos Naturais (CPPN) do Instituto de Pesquisas da Amazonia
(INPA), por colaboracdo com a Dra. Cecilia Ver6nica Nunes. As 65 amostras de extratos que foram
submetidas aos testes foram identificadas por codigos. A ndo revelacdo de algumas das espécies e a
apresentacdo por codigos se deu propositalmente devido ao fato de alguns desses dados serem

objeto de pedido de patente ap6s confirmacdo das atividades em outros experimentos.

Tabela 1: Caracteristicas e processo de obtencéo dos 65 extratos de plantas da Amazonia:

nl Cadigo Familia Espécie Material Solvente
1 031 MeOH
2 162 Folha DCM
3 145 folha MeOH
4 091 Folhas MeOH
5 162 Caule H.0

6 1475 Semente H-.0

7 230 Galho MeOH
8 230 casca MeOH
9 157 Raiz MeOH
10 145 Semente MeOH
11 146 Galho H.0
12 307 galho MeOH
13 146 Galho MeOH
14 234 Casca MeOH
15 152 Folha H.O
16 230 Folha MeOH
17 0,91 Casca MeOH
18 152 Folha MeOH
19 145 Galho MeOH
20 234 Galho MeOH
21 102 Folha H.0
22 73 Casca MeOH
23 234 Folha MeOH
24 24 Galho MeOH
25 162 Folha MeOH
26 162 Galho H.0
27 157 Folhas MeOH
28 146 Folha MeOH
29 125 Partes areas H,0
30 162 Galho MeOH
31 162 Caule MeOH
32 PBP-001

33 PBP-002

34 PBP-003

15



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

PBP-004
PBP-005
PBP-006
PBP-007
PBP-008
PBP-009
PBP-010

249
249
249
249
249

Rubiaceae
Rubiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
L.Caesalpinoideae
L.Caesalpinoideae
Bignoniaceae
Celastraceae
Olacaceae
Bignoniaceae
Clusiaceae
Passifloraceae
Liliaceae
L.Papilionoideae
L.Papilionoideae
L.Papilionoideae
Malpighiaceae
Myrtaceae
Vitaceae

Calycophyllum spruceanum
Calycophyllum spruceanum
Byrsonima japurensis
Byrsonima japurensis
Caesalpinia ferrea
Caesalpinia ferrea
Arrabidea chica

Maytenus guyanensis
Ptychopetalum olacoides
Arrabidea chica

Vismia guianensis
Passiflora nitida

Smilax brasiliensis

Derris floribunda

Derris floribunda

Derris floribunda
Byrsonima japurensis
Eugenia punicifolia

Cissus sicyoides

Vagem
Casca

Galho
Folha
Galho
Folha
Folha

H20
H20/EtOH
H20
H20/EtOH

H20/EtOH
EtOH
EtOH
EtOH

MeOH
DCM
H-0
EtOH

MeOH
H.0
DCM
DCM
MeOH

Solventes: DCM: diclorometano;H20:4gua;H20/EtOH: solucdo hidroetandlica; H20:4gua; MeOH: metanol.

concentracdo fez-se a concentracdo de 1mg/ml com o mesmo diluente (DMSO) a fim de executar
os testes.Todos as metodologias a seguir, foram realizadas em triplicatas e 0 uso de seus
respectivos padrBes, usando-0s nas mesma concentracdo dos extratos (1mg/ml). O calculo de
inibicdo baseado na absorbancia do controle, utilizou-se o programa Excell® e Origin ® 6.0 para o
calculo de Clso. Realizaram-se o0s testes pelo método espectrofotométrico em microplacas de
poliestireno de fundo chato contendo 96 pocos (modelo Kartell) lidos no Leitor de Elisa (DTX 800,
Multimode Detector, Beckman Coulter) com o uso de incubadora de Placas de ELISA (NI 1721) e

Prepararam-se 0s extratos na concentragdo de 10mg/ml em DMSO. A partir dessa

pipetas automaticas de varias marcas e capacidades.

4.2  Atividade sequestrante de radical DPPH

Para a avaliacdo de propriedades de radicais livres, usou-se o 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH),segundo metodologia utilizada por MOLYNEUX (2004), com modificacbes. Fez-se 8
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diluicBes sucessivas (seriadas) do extrato, adicionando 60 pL do extrato no primeiro pogo.Colocou-
se 30 L de DMSO nos 7 pogos restantes, retirou-se 30 pL do extrato e fez-se a diluigéo seriada em
todos 0s pocos e desprezou-se 0s 30 pL finais.O mesmo foi feito com o padrdo quercetina, na
concentracdo de 100 pg/mL, com suas respectivas diluicdes. Para o controle, foram utilizados 270
ML de DPPH e 30 pL de etanol. A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente no
escuro e a leitura no leitor de em 517 nm. Em Seguida foi feito o calculo de inibi¢do através da
seguinte formula: AA= 100 - (Abs amostra / Abs controle)* 100. Todos o0s extratos sdo testados
diferentes concentracdes entre 0,78125 e 100 ug/mL. A partir dos resultados de inibicdo calculou-se
a concentracdo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (Clso).Os resultados foram expressos
como media e desvio padrdo () apresentados em tabela.

4.3 Determinacdo de fendis totais

A determinacgdo do teor de fendis totais foi realizada por meio de espectroscopia na regiao
do visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu, com modificacdes (BONOLI et al. 2004).0s
extratos,dissolvidos em DMSO, encontram-se na mesma concentracdo do padrdo &cido galico
(mg/ml).Adicionou-se 10 uL do extrato na microplaca e em seguida 50 puL de Folin, incubando por
8 minutos em temperatura ambiente.Adicionou-se 240 ul. de Carbonato de S6dio(0,4%) e
aguardou-se 3 minutos em temperatura ambiente.Fez a determinacdo da absorbancia da leitura no
comprimento de onda de 620 nm (A2). O branco (A1) foi preparado com 50 pL de agua destilada,
10 puL do extrato e 240 pL de carbonato de sddio (0,4%). O ensaio ¢ realizado em triplicata. Logo
apos, é calculada a determinacdo do teor pela a seguinte féormula: FT= (Abs amostra A2-Al) / (Abs
padrdo) * 100. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (+) apresentados em

tabela.

4.4  Determinacdo de flavondides totais

A determinagdo de flavondides totais foi realizada, segundo metodologia utilizada por
CHANG et al. (2002), com modificacdes.Primeiramente, os extratos foram diluidos em etanol na
concentracdo de 1mg/mL. Em seguida, adicionou-se 30puL de cada extrato e/ou quercetina (diluida
em etanol 80% na concentracdo de 0,1mg/mL) e 90uL de etanol 95% em cada cavidade da
microplaca. Logo apds, foi adicionado 6pL de cloreto de aluminio a 10% e 6uL de acetato de
potassio 1M, ambos diluidos em &gua destilada. Para finalizar, adicionou-se mais 168uL de dgua

destilada. E para o branco, foram utilizados 30uL de extrato e/ou padrdo quercetina e 270uL de
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etanol (Al). Incubou-se a placa por 30min em temperatura ambiente e, em seguida, foi feita a
determinacdo da absorbéancia da leitura no comprimento de onda de 405nm (A2). O ensaio é
realizado em triplicata. Logo apos, é calculada a determinacdo do teor de flavondides pela a
seguinte formula: Fl. Totais= (Abs amostra A2-Al) / (Abs padrdo A2-Al) *10. O padrdo utilizado,
quercetina, apresenta-se nas mesmas concentracdes dos extratos (mg/ml).Os resultados foram

expressos como média + desvio padrdo e apresentados em tabela.

4.5 Teste de inibicdo da alfa-amilase

O teste de inibicdo da amilase foi realizado de acordo com SUBRAMANIAN et al., (2008),
com modificagdes. A inibi¢do da a-amilase se baseia no principio da degradacdo de um substrato de
amido e a posterior reacdo com o reativo de trabalho (lodo) com a utilizacdo do kit Amilase
(LabTest, Lagoa Santa, MG, Brasil), que revela a inibicdo da atividade da amilase pelo
extrato.Adicionou-se 30 puL do extrato e/ ou DMSO(controle) e 30 uL da enzima amilase salivar
humana(ASH) a 0,5% mg/ml diluida em tampdo PBS 20nm ph 6,9. A placa é incubada por 5
minutos/ 37° C.Decorrido este tempo, adicionou-se 25 pL do substrato de Amido 0,25% e 25 pL de
Tampdo.Realiza-se a primeira leitura (A1) na absorbancia de 620 nm.Em seguida, incuba-se por 7
minutos e 30 segundos/37° C, em seguida adiciona-se 190 uL. de lodo.Fez-se a determinagédo da
absorbancia da leitura no comprimento de onda de 540 nm (A2). A preparagédo do padréo (acarbose)
e controle (DMSO) se da na substituicdo do extrato (30 pL), permanecendo as demais sequencia. O
ensaio é realizado em triplicata. A inibicdo da amilase é calculada através da férmula: Inibicdo (%)
= 100 - (A2 amostra — Al amostra/ A2 controle — Al controle) * 100. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo e apresentados em tabela.

4.6 Teste de inibicdo da a-glucosidase

O ensaio de inibi¢ao de a-glucosidase foi determinado de acordo com ANDRADE-CETTO
et al., (2008), com modificacBes. Utilizou-se 2 fontes: a-glucosidase de extrato acetbnico de
intestino de rato (Sigma Aldrich Chemical, Co, USA) e a-Glucosidase de Saccharomyces
cerevisiae (Sigma Aldrich Chemical, Co, USA), ambas diluidas em tampé&o fosfato 10 mM PH 6,9
em 4mg/ml e 0,1 mg/ml de peso, respectivamente.Em placa, adicionou-se 30 pL do extrato e 170
ML da solugdo de enzima, incubada por 5 minutos/37° C.Realiza-se a primeira leitura (Al) na

absorbancia em 405nm.Adiciona-se 100 pL do reagente de cor 4-nitrofenil-o-D-glucopiranosideo
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(Sigma Aldrich Chemical, Co, USA) diluido em tampdo (mg/ml), incuba-se a placa nas mesmas
condicOes e realizam-se leituras de 5 em 5 minutos, com leitura final apés 30 minutos (A2). A
preparacdo do padrdo (acarbose) e controle (DMSQO) se d& na substituicdo do extrato (30 uL),
permanecendo as demais sequencia. O ensaio é realizado em triplicata. Ao fim do teste é realizado o
calculo da inibicdo aplicando-se a formula: Inibicdo (%) = 100 - (A2 amostra — Al amostra/ A2
controle — Al controle) * 100. A partir dos resultados de inibicdo calculou-se a concentragdo capaz
de inibir 50% da atividade enzimatica (Clso) utilizando o teste de regressao sigmoidal, através do o
programa Origin® 6.0, em concentracdes entre 0,390625 e 100 pug/ml. Para efeito de comparagao, a
acarbose foi testada e determinada a Clso. Os resultados foram expressos como média + desvio
padréo e apresentados em tabela.

4.7. Teste de inibicédo de Lipase

Para a determinacdo da atividade inibitoria sobre a lipase utilizou-se o procedimento de LEE
et al.,(1993) com modificacdes.Preparou-se uma solucdo de lipase de pancreas de porco (Sigma
Aldrich Chemical, Co, USA) diluida em tampédo Tris-HCI 75mM amarelado (pH=8.5).Em uma
placa, adicionou-se 30 pL do extrato ¢ 80 pulL da solugdo da enzima (mg/ml).Incuba-se por 5
minutos/37°C/120 rpm.Adiciona-se 170 puL de tampao e 1é-se a placa em absorbancia em 405nm
(Al).Em seguida, adiciona-se 20 pL de reativo p-nitrofenilpalmitato (PNP - Sigma Aldrich
Chemical, Co, USA), preparada em 3mg/ml em acetonitrila e diluida 1:4 em etanol. Incuba-se por
25 minutos/37°C.Fez-se a determinagédo da absorbancia da leitura no comprimento de onda de 405
nm (A2). A preparacao do padrdo (orlistat) e controle (DMSO) se da na substituicdo do extrato (30
pL), permanecendo as demais sequencia A inibicao dos é calculada pela seguinte formula: Inibicéo
(%) = 100 - (A2 amostra — Al amostra/ A2 controle — Al controle) * 100. Os resultados foram

expressos como média + desvio padrdo e apresentados em tabela.

5.RESULTADOS

5.1 Atividade antioxidante

Diante da alta atividade dos extratos em apresentar capacidade antioxidante, determinou-se a
concentracdo dos extratos ativos capaz de inibir 50% (Clsp), quanto menor o valor de Clso
significa maior poder anti-radicais.Os valores de Clso encontrados variam entre 27-71 pg/ml (média

de 37 pg/ml). O extrato Caesalpinia férrea (casca) apresentou o melhor valor Clso com 27 pg/ml,

19



entre concentragdes 0,781 ¢ 100 pg/ml. Cerca de 19 extratos ndo apresentaram concentragdes
suficientes para a realizacdo da Clso (Tabela 2).

O teor de flavondides totais teste apresentou baixos resultados significativos nos 65 extratos
de plantas medicinais analisados como mostrados na Tabela 2. O extrato 157-f apresentou 0 maior
teor (7,7 mg/ml), seguido por 162-f (5,7 mg/ml), Derris floribunda (5,4 mg/ml), Arrabidea chica
(he) (5mg/ml) e 234-f (4,9 mg/ml).

O teste de fendis totais apresentou baixos resultados significativo nos 65 extratos de plantas
medicinais analisados como mostrados na Tabela 2. Os valores variaram entre 0,1 - 41 mg/ml
equivalentes de &cido gélico (EAG), controle positivo utilizado neste teste.Entre os mais baixos
teores de compostos fendlicos (<10 mg GAE/mg) é representado pelas a espécie Eugenia
punicifolia (0,1%), seguida de Cissus sicyoides (0,8%) e 125-a (1,6%). Apenas quatro extratos
apresentaram teores entre 35 - 41 (mg GAE/mg): Caesalpinia ferrea-v (41%) , 234-cc (40%) |,
Byrsonima japurensis (35%) e 234-f (35%) .

Extratos de planta com potencial antioxidante elevado pode ser considerado como uma fonte
rica dietética de potentes antioxidantes. Para avaliar a contribuicdo de cada componente, é
necessario o conhecimento de sua estrutura molecular. Infelizmente, em pesquisa de novos
compostos ativos em matrizes complexas, isto nem sempre é possivel. Além disso, o conceito
moderno para isolar compostos puros ndo podem atingir os resultados desejados, como observado
na versao natural (TIWARI, 2001).

Tabela 2: Extratos vegetais avaliados quanto a atividade antioxidante:

n° | Caédigo DPPH Flavonoides Totais Compostos Fendlicos
Clso* (%)** (%)**
(ug/ml) (mg quercetina/ml) (mg GAE.ml)

1 031 39+1,6 1,1+0,07 16+1,0

2 162-f - 3,8+0,65 4,7+0,06

3 145-f 38+2,4 1,3+0,20 13+0,87

4 091-f 32+15 1,4+0,11 2240,72

5 162-c 40+0,7 0,2+0,07 11+0,82

6 1475-s - 0,28+0,05 7,140,26

7 230-g 37+2,1 1,5+0,14 19+0,59

8 230-cc 30+1,3 1,340,15 21427

9 157-r 40+0,6 -0,09+0,05 10+0,44

10 | 145-s 37415 1,740,33 16+0,88

11 | 1469 43+0,7 2,7+0,36 19+7,7

12 | 307-g 31+0,2 5,0+1,7 14+0,32

13 | 146-g 65+1,8 0,32+0,05 6,7+0,02

14 | 234-cc 2840,9 0,41+0,03 40+1,4

15 | 152-f 44+2 9 2,5+0,29 12+1,0

16 | 230-f 37+1,8 4,0+0,05 15+0,55
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17 | 0,91-cc 38+3,6 0,17+0,04 1140,31
18 | 152-f 30+1,0 4,0+0,08 1940,85
19 | 145-g 32+0,4 -0,52+0,03 2615

20 | 234-g 32+0,14 0,6310,11 18+0,91
21 | 102-f 28+1,4 1,840,35 30+1,5

22 | 73-cc 33+5,7 -1,3+0,15 230,64
23 | 234-f 71+1,6 4,9+0,55 1440,51
24 | 24— 28+1,0 0,13+0,08 35+2,8

25 | 162-f 28+0,68 5,7+0,18 25+0,8

26 | 162-g 41+2,0 0,51+0,17 8,9+0,53
27 | 157-f 280,57 7,740,56 18+0,45
28 | 146-f 34+0,26 3,1+0,17 19+1,8

29 | 125-a - 0,15+0,13 1,6+0,32
30 | 162-g 41+1,1 0,72+0,07 11+0,34
31 | 162-c 36+3,4 0,77+0,20 13+0,73
32 | PBP-001 34+1,9 1,3+0,62 15+0,64
33 | PBP-002 28+0,4 0,63+0,2 21+0,97
34 | PBP-003 - -0,2+0,2 7,840,27
35 | PBP-004 35+0,24 2,2+0,49 1440,35
36 | PBP-005 35+0,88 3,840,31 1740,84
37 | PBP-006 32+0,35 2,240,33 20+0,32
38 | PBP-007 - 3,4+0,52 6,4+0,09
39 | PBP-008 33+0,9 2,9+0,23 13+0,45
40 | PBP-009 - 2,2+0,30 6,6+0,11
41 | PBP-010 47+2 4 -3,1+0,03 10+0,26
42 | Calycophyllum spruceanum (a) - 0,05+0,10 7,4+0,23
43 | Calycophyllum spruceanum (he) 34+2,5 0,52+0,17 13+0,38
44 | Byrsonima japurensis (a) 39+£1,9 -0,07+0,02 29114

45 | Byrsonima japurensis (he) 370,92 -2,610,2 35+1,7

46 | Caesalpinia férrea-v 28+7,8 3,0£0,17 34+0,94
47 | Caesalpinia férrea-c 27+0,27 3,910,19 41+1,0

48 | Arrabidea chica (he) - 5,0£0,61 5,310,28
49 | Maytenus guyanensis (e) 39+0,67 -0,31+0,38 15+0,38
50 | Ptychopetalum olacoides (e) - 1,1+0,74 5,310,1

51 | Arrabidea chica (e) - 0,65+0,14 3,8+0,3

52 | Vismia guianensis 31+0,51 110,24 17+0,9

53 | Passiflora nitida 470,99 4,1+0,11 12+0,67
54 | Smilax brasiliensis 44+0,50 0,25+0,15 15+0,55
55 | Derris floribunda (m) - 5,4+0,17 3,5+0,37
56 | Derris floribunda (d) - 0,27+0,09 6,6+0,27
57 | Derris floribunda (a) - 0,39+0,02 2,6+0,24
58 | Byrsonima japurensis (e) 49+3,0 -0,08+0,001 20£1,0

59 | Eugenia punicifolia - -0,13+0,005 0,1+0,03
60 | Cissus sicyoides - -0,13+0,017 0,8+0,23
61 | 249-g 58+1,2 -0,06+0,01 1240,27
62 | 249-f - -0,03+0,01 1,8+0,57
63 | 249-g - 0,87+0,06 2,6+0,04
64 | 249-f - -0,61+0,007 2,5+0,26
65 | 249-f - 0,005+0,002 2,840,11

Partes da planta: a, partes aéreas; c, caule; cc, casca; f, folha; g, galho; r, raiz; s, semente.Solventes: (a), dgua; (d), diclorometano; (e),
etanol; (he), hidroetandlico; (m), metanol.

*Concentragdo efetiva 50% calculada através de regressao linear do grafico obtido com os valores encontrados de % de atividade
antioxidante para cada concentracdo. Controle positivo: extrato padronizado de Quercetina Anidra nas mesmas concentragdes que 0s
extratos.** % de fenois e flavonoides totais dos extratos apds a média de trés analises. Controle positivo: quercetina anidra e acido
galico nas mesmas concentragdes que 0s extratos para flavonoides totais e compostos fendlicos, respectivamente.

5.2 Ensaios de inibicdo sobre lipase pancreatica
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Avaliando os resultados, todos os extratos testados apresentaram resultados inferiores a
50% de inibicdo, sendo assim, considerados como pobre inibidores de lipase pancreética.

Considerando os valores positivos, os valores variaram de 0,48 - 46% (média 15% de
inibicdo). Cinco extratos apresentaram atividade moderada entre 30 — 46% de inibicdo de lipase:
249-f (46%), Byrsonima japurensis(e) (38%), Cissus sicyoides (33%), 249-g (33%) e Arrabidea
chica (e) (30%).

O controle positivo, orlistat, foi utilizado para garantir a fiabilidade dos resultados. Portanto,
mais estudos devem ser efetuados com técnicas distintas das quais foram testadas neste presente
estudo.

5.3 Ensaios de inibigdo sobre a-amilase

Extratos de plantas testados sobre atividade inibitoria da enzima a-amilase salivar humana
(ASH), demonstraram resultados ndo significativos de inibicdo entre 10 - 43% de inibicdo em
100pug/ml.O controle positivo, acarbose, resultou em 70% inibicdo em mesma concentra¢do.O
extrato das folhas de 64 ,induziu a maior inibicdo entre os extratos testados, apresentou 43% de
inibicao, seguida das espécies 249-g e Derris floribunda (d) com 40% de inibicao (Tabela 3).

5.4 Ensaios de inibigdo sobre a-glucosidase

A atividade inibitéria dos extratos vegetais foi avaliada em testes preliminares sobre duas
fontes distintas sobre a a-glucosidase: extrato acetdnico do intestino do rato (animal) e levedura(S.

cerevisiae) em concentracao final de 100pg/ml(Tabela 3).

Os valores de inibicdo entre todos os extratos analisados sobre a fonte animal (rato)
apresentou média de 11% de inibicdo. A capacidade inibitéria enzimatica significativa, ou seja,
maior que 70% de inibicdo sobre a fonte animal (rato), foi observada em apenas 1 extrato de
espécie Eugenia punicifolia com 76% de inibigdo sobre a a-glucosidase, seguida da espécie
Ptychopetalum olacoides que representou 56% de inibicdo sobre a enzima.Os demais extratos

apresentaram valores inferiores a 50% de inibicao.

E interessante ressaltar a especificidade do Unico extrato ativo, o extrato Eugenia
punicifolia, que inibiu a atividade da a-glucosidase em fonte animal (rato). Essa especificidade néo
ocorreu em nivel de a-glucosidase de S.cerevisiae, que foi inibida em apenas 46% por esse

extrato.Ja em relacdo ao extrato Ptychopetalum olacoides mostrou elevada atividade inibidora tanto
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em fonte animal 56% (rato) quanto em levedura 69% (S.cerevisiae).

Tabela 3: Extratos vegetais avaliados quanto a atividade inibitéria de enzimas digestivas:

n° | Codigo Lipase*  a-amilase** a-glucosidase** a-Glucosidase**
Inibicdo(%) Inibicdo(%) (Rato) (S. cerevisiae)
Inibicao(%) Inibicao(%)

1 031 11+1,3 19+1,3 5,3+0,16 69+1,4
2 162-f 6,3+0,95 25+1,9 6,5+0,6 28+2,6
3 145-f 13+1,3 22+0,03 11+0,6 25%3,5
4 091-f -10+0,01 14+0,6 5,9+0,7 16+0,75
5 162-c 6,5+0,49 12+1,1 5,8+0,6 7,5£1,6
6 1475-s 13+0,71 18+0,8 6,5+0,3 56+2,3
7 230-g 13+0,12 16+0,4 2,6+0,2 62+4,3
8 230-cc -10,2+1,1 17+0,8 2,2+0,3 59+1,04
9 157-r 12+0,14 13+0,7 5,7£0,5 88+1,8
10 | 145-s -8,8+0,30 25+1,4 9,6+0,4 67+3,4
11 | 146-g -8,1+0,20 27+1,2 3,4+0,4 61+0,78
12 | 307-g -11+1,0 24+0,7 1,0+0,1 37+0,49
13 | 146-g -13+1,0 22+0,9 18+0,7 56+1,0
14 | 234-cc -6,4+0,75 28+1,2 2240,3 66+2,5
15 | 152-f 7,1+0,79 10£1,1 1,5+0,09 40£1,0
16 | 230-FPX 2,7+0,90 19+0,1 2,6+0,2 38+2,4
17 | 0,91-cc -5,4+1,6 22+0,6 3,8+0,01 63+1,2
18 | 152-f 2,110 10+0,7 10+0,8 59+1,3
19 | 145-g 0,48+0,19 2714 4,3+0,03 -20+0,60
20 | 234-g 15+0,89 20+0,5 3,1+0,3 30+0,47
21 | 102-f -20+0,48 16+0,5 1,7+0,03 91+0,6
22 | 73-cc -12+1,4 26+0,7 28+2,3 93+2,3
23 | 234-f -24+2.7 11405 8,8+0,6 2,0£1,1
24 | 24— -25+1,3 41+2,0 6,9+0,4 15+0,99
25 | 162-f 27433 26+0,7 3,5+0,2 31+1,6
26 | 162-g 10+0,03 15+1,3 3,6£0,1 -56+0,49
27 | 157-f -23+0,11 12+0,6 3,540,3 92+2,7
28 | 146-f -5,3+0,54 21+11 3,9+0,2 6,6+2,7
29 | 125-a -11+2,7 18+0,5 21+1,2 -181+2,8
30 | 162-g 10+0,86 20+0,9 1741,2 37+2,5
31 | 162-c 5,6+0,4 22412 17+0,7 18+0,54
32 | PBP-001 -1,040,3 23+1,0 21421 3240,15
33 | PBP-002 -5,7+0,7 19+0,2 21419 1540,71
34 | PBP-003 -17+1,0 22+1,7 2540,9 -103+1,4
35 | PBP-004 3,8+1,1 25+1,4 20£1,0 47+2,8
36 | PBP-005 -32+3,3 26+2,2 15+0,4 18+0,06
37 | PBP-006 -16+1,6 26+1,8 11+0,1 -57+2,4
38 | PBP-007 7,24£0,5 28+0,6 11+0,09 -10045,1
39 | PBP-008 1040,3 25+0,6 11415 -40+0,11
40 | PBP-009 8,4+0,45 22411 9,1+0,2 8,5+1,3
41 | PBP-010 15+1,2 25+0,5 13+1,0 59+0,3
42 | Calycophyllum spruceanum (a) 16+1,0 21+0,5 3,8+0,01 56+2,0
43 | Calycophyllum spruceanum (he)  21+2,6 20+1,0 2,3+0,1 76+3,4
44 | Byrsonima japurensis (a) 20+0,1 26x0,7 3,0+0,01 16+0,92
45 | Byrsonima japurensis (he) 29+2.7 23+£1,3 5,6+0,5 95+1,1
46 | Caesalpinia férrea-v 7,3+0,08 19+0,6 5,8+0,7 17+1,4
47 | Caesalpinia férrea-c 2,1+0,90 17+0,77 11+1,2 13+1,1
48 | Arrabidea chica (he) -5,4+0,59 22+0,3 47+0,58 38+1,0
49 | Maytenus guyanensis (e) -17+£1,9 18+0,1 48+1,4 19+0,12
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

Ptychopetalum olacoides (e)
Arrabidea chica (e)
Vismia guianensis
Passiflora nitida

Smilax brasiliensis
Derris floribunda (m)
Derris floribunda (d)
Derris floribunda (a)
Byrsonima japurensis (e)
Eugenia punicifolia
Cissus sicyoides

249-g

249-f

249-g

249-f

249-f

10+0,56
30+1,0
3,5£3,1
28+1,7
24+0,18
-22+1,7
17+1,0
21+0,54
38+1,7
22423
33+2,2
5,1+0,97
17+0,85
33+0,3
46+2,2
-37+1,7

31£1,7
24£1.2
25%1,4
17+1,2
26+1,0
18+1,5
40+1,3
18+1,3
19+1,8
16+0,2
10+0,7
17+0,9
16+1,6
40£1,7
43£1,1
16+0,6

56+1,6
3,0+0,5
7,0+0,8
1,5+0,06
5,6+0,06
5,6+0,4
7,2+0,4
6,4+0,7
3,5+0,7
76+0,04
5,9+0,1
5,8+0,7
4,8+1,1
7,4+0,4
-9,1+0,1
-4,5+0,8

69+0,9
61+1,5
35+2,5
70+6,0
10+1,2
-40£2,5
-40£2,6
-31+1,3
44+0,85
46+2,6
-25%+2,5
49+1,6
42+3,6
63+2,5
45+1,4
0,58+0,12

Partes da planta: a, partes aéreas; c, caule; cc, casca; f, folha; g, galho; r, raiz; s, semente.Solventes: (a), agua; (d), diclorometano; (e),

etanol; (he), hidroetandélico; (m), metanol.
*Padrdo orlistat na concentracdo de 100ug/mL: 62% de inibicéo.

** Padrdo acarbose na concentragdo de 100pg/mL: 70% de inibigdo.

Objetivando-se o estudo do perfil inibitorio desses extratos vegetais, foi determinada a

concentracdo dos extratos ativos capaz de inibir 50% (Clsg) da capacidade enzimética nas duas

fontes distintas estudadas (Tabela 4,5).

A Tabela 4 mostra os valores de Clso dos 2 extratos mais ativos quanto a sua atividade

inibitoria sobre a enzima a-glucosidase de fonte animal (rato). Os valores de Clso destes dois

compostos revelaram que a espécie Eugenia punicifolia (2,4ug/ml) ¢ um inibidor da a-glucosidase

mais significativo em compara¢do com Ptychopetalum olacoides (67 pg/ml), sendo, portanto a

espécie mais ativa entre as testadas.

Tabela 4: Concentragdo dos extratos ativos capaz de inibir 50% (Clsp) a a-glucosidase de fonte

animal(rato):

ne Caodigo a-Glucosidase a-Glucosidase
(rato) (rato)
% Inibicdo Clso

50 Ptychopetalum olacoides 56+1,6 67+1,8

59 Eugenia punicifolia 76+0,04 2,4+0,05

Os resultados estdo representados pela concentragdo responsavel pela inibigdo de 50% da atividade enzimatica. Os testes foram
realizados em triplicata.

Como pode ser observado na Fig. 1, o ensaio in vitro de a-glucosidase a partir de fonte

animal (rato), Eugenia punicifolia (14 pg/ml) exerce a atividade mais potente de inibi¢ao e

Ptychopetalum olacoides (67 pg /ml), sendo menos eficaz. O extrato Eugenia punicifolia exibiu

uma maior actividade inibidora do que a acarbose (31pg/ml).
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Fig.1. Comparagdo do Clso concentragdo inibitoria dos extratos de plantas e acarbose sobre a atividade de animal (rato) a-glucosidase.

Os valores de inibicdo entre todos os extratos analisados sobre a fonte de levedura
(S.cerevisiae) apresentou média de 27% de inibi¢ao sobre a enzima a-glucosidase. A capacidade
inibitéria enzimatica significativa, ou seja, maior que 80% de inibicdo, foi observada em apenas
6 extratos, correspondendo a 9,2% do total de extratos avaliados: Byrsonima japurensis (he)
(95%), 73-cc (93%), 157-f (92%), 102-f (91%), 157-r (88%), Calycophyllum spruceanum (he)
(76%). Apenas o extrato Ptychopetalum olacoides obteve atividade inibitéria semelhante
sobre a fonte animal (rato) na mesma concentracdo, correspondendo a 56% de atividade inibitoria.
Entre os extratos ativos sobre de S. cerevisiae , observamos ainda que 17 deles inibem entre 50
e 80% (Tabela 5).

Os extratos foram testados quanto a sua atividade inibitoria sobre a enzima a-glucosidase
por avaliacdo dos seus valores de Clso. A Tabela 5 mostra os valores de Clso dos 22 extratos mais
ativos. O extrato metanolico 157-r inibiu expressivamente a atividade da enzima, com valores de

Clso de 0,4 pg/mL, seguido dos extratos 73-cc (1,2 ug/ml) , 102-f (1,5 ug/ml) e 157-f (2,4 ug/ml).
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Diante desses valores, pode-se concluir que os extratos descritos acima continham mais
atividade inibitdria do que a acarbose, controle positivo utilizado neste estudo, que € capaz de inibir
a atividade de a-glucosidase com um valor de Clso estimado em 31 pg/ml. Este achado é consistente
com a literatura, onde acarbose foi encontrado para exercer pouca inibigdo em a-glucosidase
atividade. Os resultados de Eugenia punicifolia serve de apoio para anélise em estudos que possam
representar a diminui¢do da hiperglicemia pds-prandial, retardar a absorcéo de glicose através da

inibi¢do da atividade da enzima a-glucosidase.

Tabela 5:Concentracdo dos extratos ativos capaz de inibir 50%(Clsp) a a-glucosidase de levedura

(S.cerevisiae).

nl] | Codigo a-Glucosidase a-Glucosidase
(Levedura) (Levedura)
Inibigéo (%) CI50

1 031 69+1,4 60+1,4
6 1475-s 56+2,3 140,11
7 230-g 62+4,3 49+4,9
8 230-cc 59+1,04 59+1,1
9 157-r 88+1,8 0,4+0,11
10 | 145-s 67+3,4 60+5,1
11 | 146-g 61+0,78 79+2,8
13 | 146-g 56x1,0 45129
14 | 234-cc 66+2,5 46x4,0
17 |0,91-cc 63+1,2 16+0,57
18 | 152-f 59+1,3 66+5,5
21 | 102-f 91+0,6 1,5+0,5
22 | 73-cc 93+2,3 1,2+0,18
27 | 1657-f 9227 2,4+0,1
41 | PBP-010 59+0,3 59+1,8
42 | Calycophyllum spruceanum (a) 56+2,0 28+2,6
43 | Calycophyllum spruceanum (he) 76x3,4 45+0,75
45 | Byrsonima japurensis (he) 95+1,1 3,5+0,42
50 | Ptychopetalum olacoides (e) 69+0,9 57+1,1
51 | Arrabidea chica (e) 61+1,5 39+3,0
53 | Passiflora nitida 70+6,0 2,23+0,20
63 | 249-g 63+2,5 3,5+0,47

Partes da planta: a, partes aéreas; c, caule; cc, casca; f, folha; g, galho; r, raiz; s, semente.Solventes: (a), agua; (d), diclorometano;
(), etanol; (he), hidroetandlico; (m), metanol.

*QOs resultados estdo representados pela concentracdo responsavel pela inibi¢do de 50% da atividade enzimatica. Os testes
foram realizados em triplicata.

Na Fig. 2, o ensaio in vitro de a-glucosidase a partir de fonte de levedura (S.cerevisiae),
157-r (0,46 pg/ml) exerce a atividade mais potente de inibi¢do,seguida da espécie 73-cc (1,2

pug/ml) e 102-f (1,5 ug /ml). Todos os extratos descritos exibiram uma maior atividade inibidora

do que a acarbose (31pg/ml).
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Fig.1. Comparagdo do Clso concentragdo inibitoria dos extratos de plantas e acarbose sobre a atividade de leveduras a-glucosidase.

Diante desses valores, pode-se determinar que os extratos descritos acima continham mais
atividade inibitdria do que a acarbose, controle positivo utilizado neste estudo, que € capaz de inibir
a atividade de oa-glucosidase com um valor de Clso estimado em 31 mg/ml. Este achado é
consistente com a literatura, onde acarbose foi encontrado por exercer pouca inibigdo em o-
glucosidase atividade. Os resultados de Eugenia punicifolia serve de apoio para analise em estudos
que possam representar a diminuicdo da hiperglicemia pds-prandial, retardar a absorcdo de glicose

através da inibigdo da atividade da enzima a-glucosidase.
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CONCLUSAO

A atividade antioxidante apresentou excelentes resultados em relacdo a maioria dos extratos,
sendo o motivo de sua triagem. No entanto, a concentracdo de inibitoria Clso foi melhor
representada pelo o extrato Caesalpinia ferrea (c) (27 pg/ml). O Teor de flavondides totais néo
apresentou valores tdo significativos comparados a atividade antioxidante, o maior valor encontrado
foi na espécie 157-f com 7 %. O teor de fenois totais do extrato da casca de Caesalpinia ferrea

apresentou 0 melhor resultado com 41%.

Este estudo, entre os extratos testados, ndo mostrou efeitos inibitdrios contra lipase
pancreatica, pois apresentaram inibicdo inferiores a 46% na concentracdo de 100 pg/mL.Na
investigagdo sobre a-amilases também ndo houve resultados significativos em estudo do perfil

inibitorio, resultando em valores de inibicao inferiores a 43% na concentragdo de 100 pg/mL.

Na investigagdo inibitoria de a-glucosidase de fonte animal (rato) resultou na selecéo de 2
extratos ativos na concentracdo de 100 pg/mL para estudo do perfil inibitorio(%) e 22 extratos
ativos na concentracdo de 100 pg/mL no perfil inibitério de o-glucosidase de fonte de
levedura(S.cerevisiae).Em relacdo a concentracdo inibitéria de 50% (Cls), para as
isoformas de a-glucosidase de animal (rato), o extrato Eugenia punicifolia apresentou tanto o
melhor resultado de inibicdo (76%) quanto de Clso (2,4 pg/ml). Em relagao a a-glucosidase de
S.cerevisiae 0 melhor extrato de inibi¢do foi encontrado na espécie de Byrsonima japurensis (95%)
e 0 melhor valor de Clso estava contido na espécie 157-r (0,4 pg/mL)

Esses resultados apresentam uma visdo de que algumas das espécies estudadas sdo
promissoras fontes de antioxidantes naturais. Embora o efeito inibitorio destes extratos terem sido
estabelecido in vitro, estes resultados indicam que os extratos podem pd exemplo, potencialmente
suprimir o aumento pés-prandial de glicose in vivo. Novos estudos devem realizar o seu devido
isolamento e caracterizacdo dos compostos ativos, utilizando técnicas distintas das quais realizadas

neste presente estudo.
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