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RESUMO

Byrsonima garcibarrigae é uma espécie arborea com prevaléncia no estado do Amazonas,
tendo potencial farmacoldgico e constituicdo quimica ainda muito pouco conhecidos. Nessa
direcdo, este projeto prop0s avaliar o potencial antidiabético de extratos, fracGes e/ou
substancias obtidas da casca do caule da B. garcibarrigae Cuatrec., visando identificar
possiveis marcadores fitoquimicos para seu potencial antidiabético. As cascas do caule foram
secas em estufa de ar circulante a 45°C, moidas em moinho de facas e em seguida realizou-se
a prospeccao dos metabdlitos presentes. Posteriormente, foram extraidas por maceracdo em
ultrassom com os solventes hexano, acetato de etila e metanol, sequencialmente. A partir dos
extratos secos fez-se o teste de inibigdo da a-glucosidase obtida da cepa Saccharomyces
cerevisiae (EC.3.2.1.20) em uma microplaca de 96 pocos. O sistema contendo 0s extratos na
concentracdo de 100 pg/mL e a enzima foram incubados a 37°C por 30 minutos em pH 6,8. O
teste de inibicdo da lipase foi feito utilizando a lipase pancreéatica (Sigma L3126), onde o
sistema contendo as amostras, enzima, solugédo p-nitrofenil foram incubados a temperatura de
37°C por 20 minutos em pH 8,5. Nos dois testes, a quercetina foi utilizada como controle
positivo e a concentracdo inibitéria a 50% (CI50) foi calculada por meio do programa
Origin®. A Clsg (X£s pg/mL) sobre a a-glucosidase dos extratos hexano, acetato de etila e
metanol foi de 3,53 + 0,80, 3,21 + 2,05 e 1,09 + 0,32, respectivamente. A quercetina
apresentou o Clsg de 2,89 + 0,18. Todos os extratos de B. garcibarrigae inibiram de modo
significativo a enzima a-glucosidase, entretanto, o extrato metanol foi 0 que apresentou menor
Clsp, sendo este particionado originando as fases hexano, cloroformio e o remanescente, fase
hidrometanolica. Esta por apresentar maior rendimento, 25,1388 g, e menor Clsy sobre a a-
glucosidase, 1,02 + 0,49, foi fracionada em coluna cromatografica de poliamida eluida
exaustivamente com metanol. As fragdes foram avaliadas quanto a inibigdo da a-glucosidase
e da lipase, onde as fragdes com melhores resultados sobre a a-glucosidase foram 9, 10, 11,
13, 91, sendo suas Clsp de 45 + 0,94, 62,04 + 0,65, 107,49 + 0,84, 103,66 + 3,91,
respectivamente. No teste de inibicdo da lipase, as fracbes 2, 9, 10, 11 e 29 foram as que
apresentaram maior porcentual de inibicdo e menor CI50, sendo 101,25 + 7,01, 84,94 + 2,89,
154,38 + 1,25, 118,30 + 2,97, 149,67 £ 15,80, respectivamente. A partir dos resultados, pode-
se observar que a B. garcibarrigae possui potencial antidiabético visto que seus extratos e
fracOes apresentaram grande percentual de inibicdo e Clso reduzido na inibicdo da lipase e da
a-glucosidase, demonstrando que esta planta pode ser indicada como promissora fonte de
substancias biologicamente ativas, sendo necessarios novos ensaios a fim de avaliar se as
respostas encontradas in vitro sdo compativeis in vivo.

Palavras-chaves: Inibicdo enzimatica, o-glucosidase, lipase pancreatica, Byrsonima
garcibarrigae
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1. INTRODUCAO

O diabetes ¢ uma doenca multifatorial associada ao aumento do risco de
complicacBes cardiovasculares. O estresse oxidativo pode ser responsavel pelos sintomas
apresentados pelos pacientes com diabetes, e € definido quando ha alteracdo no balanco pro-
oxidante e antioxidante. As alteracGes por ele causadas podem ocorrer na conducao nervosa,
na auto-oxidacao da glicose sanguinea, na formacdo de glicosilagdo avancada e na atividade
da enzima aldose redutase (REIS et al., 2008). Os antioxidantes possuem uma ac¢do de grande
relevancia, pois impedem a agdo dos radicais livres, evitando a formacéo de lesGes nas células
e podem ainda reparar as lesGes causadas, removendo os danos e reconstituindo as células
danificadas (SERRA e CAMPOS, 2006). Além de a atividade de sequestrar radicais livres
poder estar relacionada com a inibicdo enzimatica por meio da ligacdo com os radicais livres
presentes no sitio ativo das enzimas.

A flora brasileira compreende cerca de um terco das espécies vegetais do planeta,
alem disso, € estimado que populacdes indigenas brasileiras utilizem cerca de 1300 espécies
como medicamentos (YUNES et al., 2001). Dentre as inUmeras espécies de plantas utilizadas
na medicina popular do Brasil, merecem destaque as espéecies do género Byrsonima, um dos
maiores da familia Malpighiaceae, com cerca de 150 membros, 50% dos quais possuem
ocorréncia no Brasil (CARDOSO, 2006). A observacdo do extenso uso popular dessas
espécies tém motivado diversos estudos cientificos, os quais se intensificaram nos dltimos
anos. Esses estudos tém levado ao isolamento de varias substancias de interesse
farmacoldgico, aléem da comprovacdo de diversas atividades terapéuticas (GUILHON-
SIMPLICIO, 2009). Apesar disso, Byrsonima garcibarrigae, espécie arbdrea encontrada na
regido Norte do Brasil, € uma das milhares de espécies da regido Amazo6nica com potencial
farmacoldgico muito pouco conhecido.

Neste sentido, a identificacdo de espécies vegetais que possuam a capacidade de
inibir alguma enzima envolvida na degradacdo de carboidratos ou no estresse oxidativo
gerado pela doenca, poderdo contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos
antidiabéticos, oferecendo alternativas terapéuticas e contribuindo para a melhoria na
qualidade de vida dos pacientes. Em se tratando de plantas amazo6nicas, tem se ainda uma
contribuicdo ao desenvolvimento cientifico, tecnoldgico e econdmico da regido, que possui

uma rica, contudo, pobremente estudada flora.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial antidiabético de extratos, fracdes e/ou substancias obtidos da
casca do caule da Byrsonima garcibarrigae Cuatrec.

2.2. Objetivo Especifico

Avaliar a capacidade de inibigdo da enzima a-glucosidase por diferentes extratos e
fracOes da casca da Byrsonima garcibarrigae;
Identificar possiveis marcadores fitoquimicos para a atividade antidiabética desta

espécie.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Bysonima sp.

Byrsonima é um dos maiores géneros da familia Malpighiaceae, possuindo 150
espécies com distribuicdo marcadamente neotropical. (GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA,
2011). E encontrado principalmente a partir do México, difundindo-se por toda América do
Sul (AGUIAR, DAVID e DAVID, 2005). O Brasil concentra cerca de 50% das espécies,
sendo encontradas nas regides Norte, Nordeste e Central, podendo ser encontradas na regiao
Sudeste do pais, em areas de cerrado. No Brasil, suas espécies sdo popularmente conhecidas
como “muricis”’, sendo diferenciadas pela cor de suas flores e frutos, ou pelo local de
ocorréncia. Desse modo, recebem nomes como murici da varzea, murici da mata, murici-
amarelo, entre outros. (GUILHON-SIMPLICIO e PEREIRA, 2011). Séo geralmente arboreas,
com galhos retorcidos e porte médio. S&o de facil adaptacéo, desenvolvendo-se bem em solos
areno-argilosos, com clima quente e boa ventilacdo (CARDOSO, 2006).

A madeira das espécies arboreas é leve, sendo utilizada na construcdo civil para a
fabricacdo de caibros e vigas. Algumas delas ja foram bastante empregadas em curtumes e
para tingir tecidos, devido a grande quantidade de taninos e matéria tintorial nas cascas. Com
flores vistosas, frutos que atraem aves e rapido crescimento, tais espécies tém grande
potencial como plantas ornamentais e também sdo Uteis na recuperacdo de areas degradadas.
Os frutos de B. crassifolia e B. verbascifolia sdo bastante apreciados para consumo in natura
e utilizados na preparacdo de bebidas e doces em diversas regibes do pais (GUILHON-
SIMPLICIO e PEREIRA, 2011).

Ja foram isolados do género Byrsonima alguns derivados flavonoidicos, no
entanto, sdo os triterpenos que representam a classe de substancias naturais de ocorréncia
mais frequente no género. Em estudos farmacoldgicos, foram verificadas atividades
bactericidas, antifungicas, espamogénicas e antiprotozoarias associadas a triterpenoides como
4cido betulinico e lupeol (FELICIO et al., 1995).

Relatos na literatura reportam a presenca de triterpenos em B. verbascifolia e B.
microphylla e, flavonoides e esteroides em B. variabilis. Varios estudos investigaram a
constituicdo quimica de B. crassifolia, da qual foram isolados compostos volateis dos frutos,
glicolipideos, triterpenos, &cidos triterpénicos, catequinas e flavonoides das folhas e

proantocianidinas e taninos do tronco. De B. crassa, foi isolada uma mistura de acido galico e
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galato de metila, quercetina-3-O-alfa-L-piranosideo e a mistura de quercetina-3-O-beta-D-
glucopiranosideo e quercetina-3-O-beta-D-galactopiranosideo. Do tronco de B. verbascifolia
também foram isolados varios triterpenos (ROLIM, 2009).

A Byrsonima garcibarrigae € uma arvoreta com cerca de 5 metros de altura
possuindo o tronco bifurcado com casca marrom-avermelhado encontrada na regido
Amazénica, sem registros de estudos cientificos indicando suas propriedades farmacolégicas

ou substancias quimicas presentes.

Figura 01 - Byrsonima garcibarrigae Cuatrec. (A) Espécie arborea; (B) Flores; (C)
Caule. (ARQUIVO PESSOAL)

3.2. Diabetes

Diabetes é considerado um problema de saude publica que afeta milhbes de
individuos no mundo, e atualmente é considerada a doenca do século 21 sendo a 4? causa
principal de mortes nos paises desenvolvidos. No Brasil, estima-se que esta doenca atinge
quase 12 milhGes de individuos (CAVALLLI et al., 2007).

Diabetes ¢ uma desordem metabélica de etiologia multipla caracterizada por
hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo de insulina, na agdo de insulina ou em ambas
(SOUSA, 2006) e alteracdes no metabolismo e carboidratos, lipidios e proteinas, resultando
em um aumento do nivel de glicose no sangue (SOUZA, 2011).
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Existem dois tipos de diabetes: o tipo 1 e o tipo 2. O diabetes tipo 1 é geralmente
diagnosticado na infancia ou na adolescéncia e sua principal caracteristica € a necessidade
diaria de suplementacdo de insulina. Na maioria das vezes, ocorre por conta da destruicdo de
aproximadamente 85% das células B-pancredticas. Ja o diabetes tipo 2, também chamado de
diabetes mellitus ndo-insulinodependente, caracteriza-se por apresentar resisténcia a acdo da
insulina, que pode preceder o inicio do quadro clinico (MION JUNIOR e NOBRE, 1999). O
diabetes tipo 2 é uma doenca multifatorial, sendo resultado de uma combinacdo de genes e de
fatores ambientais (YAMAZAKI, 2004). A obesidade, dentre as multiplas causas para este
tipo de diabetes, é observada na maior parte dos pacientes sendo que por si ja causa algum
grau de resisténcia a insulina. Este tipo de diabetes, frequentemente é diagnosticado
tardiamente, porque a hiperglicemia desenvolve-se de forma gradual e, em estagios mais
iniciais, ndo é suficientemente grave para que 0 paciente perceba quaisquer dos sintomas
classicos de diabetes (SOUSA, 2006).

Este tipo de diabetes tambem estd associado com a aceleracdo da doenca
aterosclerotica de vasos de grande calibre, afetando artérias que suprem o coracao, o cerebro e
membros inferiores. Como resultado, pacientes com diabetes tém um risco muito elevado de
sofrer infarto do miocérdio, acidente vascular cerebral e amputacGes de membros inferiores.
A hiperglicemia e a resisténcia a insulina parecem desempenhar um importante papel na
patogénese de complicacdes cardiacas (GOTTLIEB, 2009). A hiperglicemia leva a diversas
disfuncdes cardiofisioldgicas, destacando-se: alteracbes no fluxo sanguineo e aumento na
permeabilidade vascular. 1sso é reflexo da diminuicdo da atividade de vasodilatadores como o
oxido nitrico, aumento da atividade de vasoconstritores, tais como angiotensina Il e
endotelina-1 (BROWNLEE, 2001).

Alteracdes fisiologicas provocadas pela hiperglicemia levam a diminuicdo da
capacidade imunologica e a resposta inflamatdria nesses pacientes, aumentando a
susceptibilidade as infec¢des. Ha disfuncdes nos leucocitos, com anormalidades na aderéncia,
guimiotaxia, fagocitose e destruicdo intracelular. Ha diminuicdo, também, da ativacdo
espontanea e da resposta neutrofilica, quando comparados aos pacientes controles nao
diabéticos (BANDEIRA et al, 2003). A hiperglicemia ou a presenca dos produtos finais da
glicosilacdo levam a um estado de persistente ativacdo dos polimorfonucleares, o que induz a
ativacdo espontanea de cadeia oxidativa e liberacdo de mieloperoxidase, elastase e outros
componentes dos granulos neutrofilicos, causando danos em duas vias. Eles podem tornar os
polimorfonucleares “tolerantes”, isto ¢, com resposta menos efetiva quando estimulados por

patdgenos (BANDEIRA et al., 2003; CASTILHO e RESENDE, 1999).
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3.2.1 a-glucosidade

As a-glucosidases sdo enzimas que catalisam a hidrélise das ligagdes glicosidicas
a-1,4 de dissacarideos ou oligossacarideos liberando unidades de glicose. As a-glucosidases
estdo localizadas na membrana da borda em escova de células intestinais e sdo enzimas
essenciais para a digestdo dos carboidratos. Apos a hidrolise do amido pela a-amilase, a
maltose e as unidades menores de oligossacarideos sdo clivadas pela ag¢do da a-glucosidase,
levando a producdo de glicose que sera absorvida pelo organismo. A a-glucosidase cliva as
unidades terminais de glicose da amilose ou amilopectina, tendo preferéncia por malto-
oligossacarideos menores, liberando glicose com uma configuragdo a (SOUZA, 2011).

Os inibidores da a-glucosidase agem como antagonistas e inibem a captacdo de
carboidratos da dieta (amido, dextrinas e dissacarideos) (PEREIRA et al, 2009). Inibindo a
quebra dos carboidratos e, assim, promovendo a sua digestdo ao longo do comprimento do
intestino delgado, os inibidores da a-glicosidase reduzem o aumento pos-prandial de glicose
no plasma, impedindo a hiperglicemia pds-prandial e hiperinsulinemia subsequente
(LEROITH, OLEFSKY e TAYLOR, 2004).

3.2.2. Lipase

E conhecido que os lipideos ndo sdo diretamente absorvidos no intestino (HILL,
1999). A lipase pancreatica € a principal enzima lipolitica sintetizada e secretada pelo
pancreas desempenha um papel fundamental na eficiéncia da digestdo de triacilglicerol. Ela
remove 4acidos graxos da posi¢do a e o de triacilglicerol da dieta, produzindo [-
monoacilglicerol e &cidos graxos de cadeia longa saturada e poli-insaturada como produto
lipolitico (CURIEL, 2011).

A inibicdo dessa enzima provoca uma menor absorcdo de gordura no nivel
intestinal, o que leva a uma perda de peso gradual, 0 que no caso dos pacientes diabético que
possuem obesidade, faz com que diminua a resisténcia a insulina (HALPEM e MANCINI,
2000).
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3.2.3. Estresse oxidativo

Os radicais livres sdo 4&tomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons ndo
pareados na sua camada de valéncia, geralmente formado pela perda ou ganho de elétrons.
Em meio biolégico a maioria das moléculas ndo se encontra na forma de radicais,
permanecendo com elétrons pareados, entretanto em determinadas situacfes os radicais livres,
também denominados de espécies reativas sdao formados e podem causar efeito fisiolégico e
patoldgico (REBELLO, 2005).

O estado redox das células é uma consequéncia de um critico balango entre a
producdo de EROS e as defesas antioxidantes. A elevacdo na formacéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e/ou o prejuizo dos sistemas de defesas antioxidantes, resulta em estresse
oxidativo potencialmente citotoxico. Sob esta condicdo pro-oxidante, radicais altamente
reativos danificam indiscriminadamente proteinas, lipidios, polissacarideos e DNA, levando a
morte celular (OLIVEIRA, 2012). Assim, 0 estresse oxidativo desempenha um papel central
no desenvolvimento de complicacGes do diabetes, tanto microvasculares e cardiovasculares
(GIACCO e BROWNLEE, 2010).

Muitas s@o as fontes de EROs e a hiperglicemia tem sido descrita como mais um
estimulo para a producdo dessas EROs. Uma vez a glicemia aumentada, ha maior
metabolizacdo da glicose pela via glicolitica aumentando ainda mais a producdo de EROs.
Assim, ha um desvio na formacdo de substratos formando aldeido bifuncional metilglioxal
(MGO) ou glioxal (GO), os quais modificam proteinas e lipideos intracelulares dando origem
aos produtos de glicacdo avancada (AGE). Esses AGEs sdo capazes de aumentar o0 estresse
oxidativo através de maior geracdo de EROS formando-se assim um ciclo danoso ao
organismo (MALAGUTI, 2012).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta da matéria-prima vegetal

As cascas do caule de Byrsonima garcibarrigae foram coletadas no dia 13 de
outubro de 2012 as 11:35 horas, na Reserva Florestal Adolpho Ducke, localizada no Km 26

da estrada AM-010 (entre os municipios de Manaus e Itacoatiara), no estado do Amazonas. A
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exsicata foi encaminhada para ser depositada no Herbéario da Universidade Federal do

Amazonas.

4.2. Obtencéo do Extrato

As cascas do caule de Byrsonima garcibarrigae foram submetidas a secagem em
estufa de ar circulante por 5 dias a temperatura de 45° C. Em seguida as cascas foram limpas,
retirando-se uma camada externa que continha impurezas. Devido a espessura e comprimento
das cascas serem grandes, elas foram quebradas a fim de auxiliar a sua pulverizagéo, que foi
realizada em um moinho de facas, obtendo 822,7440 g de pd seco.

Figura 02 - Processo de preparacdo da amostra vegetal para a extracdo. (A) Cascas
secas e raspadas de Byrsonima garcibarrigae; (B) P6 das cascas de Byrsonima garcibarrigae
(ARQUIVO PESSOAL).

O po6 seco de Byrsonima garcibarrigae foi submetido a extracdo por maceracao,
sendo utilizados como solventes, hexano, acetato de etila e metanol, sequencialmente
(polaridade crescente).

A extracdo foi realizada utilizando trés erlenmeyers de 2 litros com 274,2922 g,
274,2429 g e 282,6903 g do p6 em cada. Para potencializar e diminuir o tempo de extragéo,
utilizou-se o ultrassom (Ultrasonic Cleaner Unique®), que é um aparelho que utiliza a energia
de ondas sonoras que sdo transmitidas em frequéncia superior a capacidade auditiva do
ouvido humano e estas ondas criam uma vibracdo que causa uma variagdo na pressdo no
liquido gerando a cavitacdo e permitir o transporte de massa entre a fase liquida e a superficie
solida devido a turbuléncia e aos micromovimentos simultaneos (DA LUZ, 1998).



15

O erlenmeyer contendo o pd das cascas de Byrsonima garcibarrigae e o solvente
foram colocados no ultrassom por 15 minutos. O extrato resultante foi filtrado e em seguida, o
solvente foi eliminado em evaporacdo rotativa (Rotaevaporador IKA® RV10 basic) na
temperatura de 45° C, pressdo de 500 mmHg e na rotacéo de 180 rpm. O volume residual do
solvente presente no extrato foi evaporado em temperatura ambiente em uma capela de
exaustdo. Os extratos secos obtidos foram armazenados em recipientes, pesados e
identificados, em refrigeracéo (+ 8 °C).

4.3. Prospeccéo fitoquimica

Para a realizacdo da prospeccao fitoquimica, utilizou-se 20 g do p6 da casca do
caule de B. garcibarrigae do qual foi preparada uma solucdo extrativa hidroetandlica e uma
solucdo extrativa aquosa. A partir da solugdo hidroetanolica realizou-se a prospecgdo para
alcaloides, acidos organicos, fenois, cumarinas, antraquinonas, esterois e triterpenos. A partir
da solucdo aquosa realizou-se prospeccdo de heterosideos antociénicos, heterosideos
saponinicos, heterosideos cianogenéticos, flavonoides, gomas, taninos, mucilagens,
aminogrupos, acidos volateis e acidos fixos. As metodologias utilizadas para a deteccdo dos

metabolitos foram realizadas segundo as metodologias de Matos (1997) e Costa (2001).

4.4. Particdo do extrato metandlico

O extrato metanolico foi fracionado por particdo liquido-liquido com solventes em
polaridade crescente (hexano e cloroférmio), onde 100,3261 g de extrato seco foi solubilizado
em 1 litro de uma mistura de metanol e agua destilada na proporcdo 1:1. Em seguida foi
transferido para um baldo de separacéo, e foi particionado quatro vezes com o volume de 500
mL de hexano e cinco vezes com o volume de 500 mL de cloroférmio. A fase residual foi
denominada hidrometanolica. Os solventes hexano e cloroférmio foram eliminados em
evaporacdo rotativa (Rotaevaporador IKA® RV10 basic) na temperatura de 45° C, pressdo de
500 mmHg e na rotacdo de 180 rpm. O volume residual do solvente presente no extrato foi
evaporado em temperatura ambiente em uma capela de exaustdo. Enquanto que o solvente da
fase hidrometandlica foi eliminado via secagem em spray dryer.

Obteve-se 0,0674 g e 0,2937 g da fase hexanica e da fase cloroférmica,

respectivamente. Enquanto que a fase hidrometandlica obteve o peso seco de 25,1388 g. A
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partir das fases geradas, foi realizado anélises cromatogréficas em camada delgada com placas
de silica gel ALUGRAM®Xtra SIL G/UVasq.

4.5. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada para avaliacdo analitica
qualitativa dos componentes dos extratos. Foram utilizadas cromatofolhas de silica gel 60
CCM ALUGRAM®Xtra SIL G/UV2s4 com marcador de fluorescéncia UVs,.

Os extratos, fases e fragdes foram solubilizados em solventes de acordo com sua
afinidade, e estes foram adicionados em cromatoplacas com o auxilio de capilares. Uma vez
secas, as placas foram acondicionadas em cubas saturadas contendo a fase moével a ser
testada. Testaram-se varias combinacfes de solventes, tais como hexano, diclorometano,
acetato de etila, cloroformio, acetona e metanol, para determinar a fase movel mais adequada
para a separacdo dos compostos, permitindo sua possivel identificacao.

Foram utilizados os seguintes agentes reveladores: Anisaldeido, solucdo de
Vanilina- &cido sulfurico e difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol. A revelagéo foi realizada
por aspersdo das solucbes reveladoras sobre a superficie das cromatofolhas, e utilizou-se

lampadas UV 254 nm e UV 360 nm, que permitiram revelar as placas por fluorescéncia.

4.6. Cromatografia em coluna (CC)

A fase hidrometandlica proveniente do extrato metandlico da casca do caule de
Byrsonima garcibarrigae foi fracionada por cromatografia em coluna, onde foi utilizada
como fase estacionaria a poliamida-6-DF (Riedel-de Haen AG Seelze-Hannover) que foi
eluida exaustivamente com metanol. O metanol foi completamente removido por evaporacao
rotativa (Rotaevaporador IKA® RV10 basic) na temperatura de 45° C, pressdo de 500 mmHg
e na rotacdo de 180 rpm. O volume residual do solvente presente no extrato foi evaporado em

temperatura ambiente em uma capela de exaustao.
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4.7. Inibicao da a-glucosidase in vitro

O método do teste de inibicdo da alfa-glucosidase baseia-se no principio da
interacdo entre a enzima e o reagente de cor (p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo), a qual
resultara num cromdgeno medido espectofotometricamente (CARLOS et al, 2009).

O teste enzimaético de inibicdo a-glucosidase in vitro foi realizado em microplacas
de 96 pocos, onde se utilizou 10 uL da enzima a- glucosidase obtida de Saccharomyces
cerevisae (EC 3.2.1.20) a qual foi pré-incubada com 20 pL das amostras em diferentes
concentragdes durante 5 minutos a 25°C. Adicionou-se 40pL de solugdo p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (pNPG) (1mM) em tampdo fosfato de s6dio 50mM (pH 6,8). A microplaca
foi colocada em incubadora rotativa incubada a 37°C durante 30 minutos em. Apos a
incubacéo, adicionou-se 100uL de solugdo 10% de bicarbonato de sodio e a absorbancia foi
lida a 405nm em um leitor de Elisa de multiplaca. Para o teste em branco foi utilizado
somente o pNPG, visando eliminar variacdes relacionadas a coloracdo caracteristica do
extrato vegetal e possiveis variacOes relacionadas a absorbancia da coloracdo do pNPG.
Utilizou-se a quercetina como controle positivo do teste (ANDRADE-CETTO, BECERRA-
JIMENEZ e CARDENAS-VAZQUES, 2008). A inibigdo da a-glucosidase foi calculada por
meio da férmula: 100 —(Absorbancia final da amostra — Absorbancia inicial da amostra /

Absorbancia final do controle — Absorbancia inicial do controle)*100.

4.8. Inibicéo da lipase in vitro

O teste enzimatico de inibicdo lipase in vitro foi realizado em microplacas de 96
pocos, onde se utilizou 80 uL da enzima lipase pancreatica (Sigma L3126) que foi incubada
com 30 pL das amostras em diferentes concentracdes durante 5 minutos a 37°C. Adicionou-se
170uL de tampéo tris 75 mM (pH 8,5) e 20 uL de solucédo p-nitrofenil (pNP) em acetonitrila.
Em seguida fez-se a leitura da absorbancia em leitor Elisa de microplaca. A reacdo foi
incubada a 37°C durante 20 minutos em incubadora rotativa. Apds a incubacdo, a absorbancia
foi lida a 405nm em um leitor de Elisa de microplaca. Para o teste em branco foi utilizado
somente o PNP visando eliminar varia¢cfes relacionadas a coloracdo caracteristica do extrato
vegetal e possiveis variacdes relacionadas a absorbancia da colora¢do do PNP. Utilizou-se a
quercetina como controle positivo do teste. A inibicdo da lipase foi calculada por meio da
formula: 100 —(Absorbancia final da amostra — Absorbancia inicial da amostra / Absorbancia

final do controle — Absorbancia inicial do controle)*100
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4.9. DPPH in vitro

O método do DPPH baseia-se na reducdo dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPHe) através da doa¢do de um atomo de hidrogénio do composto em estudo, composto
polifendlico, a molécula do radical (ARUOMA et al., 1997).

O teste de determinagdo da atividade antioxidante foi realizado segundo
metodologia utilizada por Molyneux (2004), com modificacdes. O teste foi realizado em uma
microplaca de 96 pocos, onde foi adicionado 170uL de DPPH (1 mg/mL) e 30uL das
solugdes das amostras, com suas respectivas dilui¢des, feitas utilizando etanol. Como controle
positivo da reagdo foi utilizado uma solucdo de quecertina, na concentracdo de 100 pg/mL.
Para o controle negativo, foram utilizados 170pL de DPPH e 30uL de etanol. A reacdo foi
incubada por 30 minutos em temperatura ambiente no escuro e apds a incubagdo, a
absorbancia foi lida a 517 nm em um leitor de Elisa de microplaca. O ensaio foi feito em
triplicata. O potencial antioxidante foi calculado por meio da formula: 100-(Absorbancia da

amostra / Absorbancia da média do controle)*100.

4.10. Teor de fendis totais in vitro

Para melhor discussdo dos resultados, o teor de fendis in vitro foi realizado
segundo o método de Bonoli et al. (2004) com modificagdes. O teste foi realizado em
microplacas de 96 pocos, onde se utilizou 50 pL do reagente de Folin-Ciocalteu foi incubado
com 10 pL das amostras em diferentes concentragdes durante 8 minutos em temperatura
ambiente no escuro. Adicionou-se 240uL de carbonato de sddio a 0,4% em todos 0s pogos da
microplaca que continham a amostra. A reacdo foi incubada a temperatura ambiente durante 3
minutos no escuro. Apos a incubacdo, a absorbancia foi lida a 750 nm em um leitor de Elisa
de microplaca. Utilizou-se o &cido galico como controle positivo do teste. O teor de fenois
totais foi calculado por meio da formula: 100 —(Absorbancia final da amostra — Absorbancia

inicial da amostra / Absorbancia final do controle — Absorbancia inicial do controle)*100.
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4.11. Determinacéo da Cls

A Clsp, que é a concentracdo necessaria para ocasionar a metade da capacidade
maxima inibitoria de um composto, mede a efetividade do mesmo em inibir uma fungéo
biolégica ou bioquimica (MARTINS, 2011).

A determinagdo da Cls foi realizada a partir dos resultados obtidos nas analises
apos a leitura das absorbancias no leitor de Elisa e das formulas da atividade de cada analise,
onde, pode-se calcular a Clso por meio de uma analise de regressdo linear utilizando o método
grafico do software Origin®, que resultou em uma equacédo da reta, onde se substituiu o valor
de y por 50 para obtencdo da concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% da
atividade enzimatica. O resultado da Clsp € 0 desvio padrdo foram obtidos através do valor da
média obtida a partir da média de cada uma das triplicatas das anélises realizadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

De acordo com a metodologia empregada, a prospeccao fitoquimica das solugcdes
extrativas da casca do caule B. garcibarrigae analisadas sugeriram as presencas de
antraquinonas, fendis, heterosideos flavonicos, esterdis, terpenos, heterosideos antocianicos,
heterosideos saponinicos, taninos, mucilagens, gomas e acidos volateis. A sugestdo da
presenca de flavonoides indica possiveis atividades bioldgicas, como atividade antitumoral,
antioxidante, antiviral e anti-inflamatoria, dentre outras, o que lhe confere significativa
importancia farmacoldgica (COUTINHO, MUZITANO e COSTA, 2009). O processo de
extracdo por maceracdo acoplado ao ultrassom utilizando os solventes de polaridade
crescente, hexano, acetato de etila e metanol obteve os seguintes rendimentos contidos na
tabela 1.

Massa do pé das cascas de
P Massa do extrato seco

Solvente Byrsonima (%a)lrcibarrigae @) Rendimento (%)

Hexano 822,7440 2,8768 0,35
Acetato de etila 822,7440 5,6620 0,70

Metanol 822,7440 111,4556 13,5

Tabela 1 — Rendimento dos extratos obtidos da casca do caule de B.

garcibarrigae.

Durante a extracdo hexanica, houve a formacdo de um precipitado esbranquicado,
que pode ser observado durante a concentracdo da solucéo extrativa no evaporador rotativo. O
precipitado formado foi separado da solucdo extrativa por meio de filtracdo simples, sendo
recristalizado com acetona gelada, em seguida foi centrifugado, permitindo que pudesse
separar a parte amarela (PA) da parte branca (PB), o precipitado.

A PA, cuja massa seca foi de 2,5539 g, e PB, cuja massa seca foi de 0,0716 g,
mostraram-se substancias de comportamento diferentes, visto que somente a PB precipitou
durante a recristalizacdo. E por meio de CCD utilizando a fase movel diclorometano : hexano
7:3, observou-se que a PA possuia as mesmas substancias encontradas no extrato hexanico,

enquanto a PB possuia o e B-amirina de acordo com a comparagéo feita por CCD com o
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padrdo desta substancia. A PB foi encaminhada ao Centro de Biotecnologia da Amazonia para
confirmacéo de sua identificacdo por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas, cujos espectros ainda ndo foram finalizados até a apresentacao deste relatorio.

Figura 03 — Precipitado esbranquicado. (A) Separacdo da parte amarela e branca
do precipitado por centrifugacdo. Cromatografia de camada delgada comparativa entre (B)
parte amarela; (C) parte branca; (D) Extrato hexano (ARQUIVO PESSOAL).

A partir dos extratos brutos, foi possivel confirmar e quantificar o teor de fenois
totais nos extratos da B. garcibarrigae por meio da determinacdo do teor de fendis totais in

vitro, assim como seu potencial antioxidante foi comprovado pelo método do DPPH in vitro.

Amostra Teor de fenois totais DPPH
(%) Clso (X £ s ug/mL)
Hexano 20,65 + 1,43 13042 + 0,23
Acetato de etila 28,41 + 6,50 10,3+ 0,03
Metanol 61,43 £ 0,50 9,2+0,23
Quercetina - 34+0,12

Tabela 2 — Teor de fendis totais e atividade antioxidante dos extratos dos extratos

obtidos da casca do caule de B. garcibarrigae.

O radical estavel DPPH tem sido extensivamente usado para a determinacdo da
atividade antioxidante, que € a atividade sequestradora de compostos antioxidantes puros,
extratos de plantas, frutos e alimentos (WONG, LEONG e KOH, 2006). A porcentagem de
atividade antioxidante corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante,

sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo inicial de
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DPPH em 50% é denominada concentragdo inibitoria (Clsp). Assim quanto maior o consumo
de DPPH por uma amostra, menor sera a sua Clsy, portanto, maior a sua atividade
antioxidante (SOUZA et al., 2007). Entre os extratos analisados, o metandlico apresentou a
menor Clsg, tendo uma atividade antioxidante considerada significativa.

A avaliacdo do potencial antioxidante do radical livre DPPH esta intimamente
ligado com o potencial antioxidante e com a presenca de compostos fendlicos, neste caso,
taninos e flavonoides, que foram indicados na prospeccdo fitoquimica. Em relacdo as
amostras analisadas, Todos os extratos apresentaram resultados estatisticamente diferentes do
padrdo quercetina (p <0,05), entretanto, as atividades do extrato metandlico e acetato de etila
foram equivalentes (p > 0,05), enquanto que o extrato hexanico ndo apresentou atividade. A
capacidade antioxidante do extrato metandlico e acetato de etila foi compativel com os seus
teores de fendis totais, demonstrando que os mesmos atuam como bons doadores de elétrons.

Por se tratar de um estudo fitoquimico biomonitorado, a partir dos extratos secos e
da substancia PB, fez-se o teste enzimatico de inibi¢do da a-glucosidase in vitro, a fim de
identificar quais extratos iriam inibir esta enzima e assim determinar qual deles seria

fracionado e permitiria a continuacdo da pesquisa.
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Figura 04 — Valores de Cls de extratos da B. garcibarrigae sobre a atividade da

a-glucosidase.

Todos os extratos de B. garcibarrigae inibiram de modo significativo a enzima o-
glucosidase. Entretanto o extrato metandlico foi o que apresentou maior inibicdo em
comparagdo com a quercetina, que foi o controle positivo, além de apresentar o menor Clsg. A

inibi¢do da a-glucosidase pode ser relacionada com a presenca de compostos fendlicos, visto
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que o0 extrato metandlico possui grande teor de compostos fenolicos, 61,43%, e uma
expressiva atividade antioxidante. Devido a caracteristica estrutural comum a todos eles que é
a presenca de um anel aromatico hidroxilado, que interage com as proteinas causando
complexacdo (PEREIRA et al., 2010). Considerando que os compostos fendlicos presentes
sdo, majoritariamente, taninos e flavonoides, conforme indicado pela prospeccao fitoquimica,
pode-se sugerir que eles atuam formando complexos com a a-glucosidase, além do fato de
atuarem como antioxidantes, sequestrando os radicais livres presentes nos receptores da o-
glucosidase, com isso impede que estes se liguem ao seu substrato e, consequentemente, que a
a glicose seja clivada.

Como o extrato metandlico foi o que apresentou melhor atividade inibitéria, ele
foi particionado originando trés fragOes, hexanica, cloroférmica e a remanescente,
hidrometanolica. Devido o baixo peso obtido da fragdo hexanica, esta ndo foi utilizada em
testes enzimaticos visto que ndo haveria massa suficiente para realizar fracionamento em

coluna cromatografica e assim permitir a identificacdo das substancias.

Figura 05 — (A) Particdo do extrato metandlico. (B) CCD fracdo hexanica. (C)
CCD da fracdo cloroférmica (ARQUIVO PESSOAL).

As fracbes hidrometandlica e cloroférmica foram submetidas ao teste enzimatico
de inibicdo da a-glucosidase in vitro a fim de verificar qual apresentaria percentual de
inibicdo maior, e assim seria fracionado em cromatografia em coluna. Onde a fracdo
hidrometandlica apresentou melhores resultados, tendo um percentual de inibicéo
significativo em relacdo a fracdo cloroformica. Quando a fracdo hidrometandlica foi
comparada ao extrato metandlico, nota-se sua acdo inibitoria foi menor. Dessa forma, é

possivel inferir que as substancias polares presentes no extrato metandlico atuam por
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sinergismo aumentando o potencial inibitério, o qual decresce quando o mesmo é

particionado ja que ha perdas de substancias.
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Figura 06 — Screening das fracdes da particdo com o teste de inibicdo da o-

glucosidase em comparacdo com o extrato metanolico.

A partir dos resultados obtidos e por apresentar um bom rendimento, a fracéo
hidrometanolica foi selecionada para ser fracionada por cromatografia em coluna, onde se
utilizou como fase estacionadria a poliamida, pois ela é apropriada para separacdo de
combinagdes fenolicas. A cromatografia com poliamida baseia-se na formacéo reversivel de
pontes de hidrogénio com os grupos amida do polimero. O poder aderente das combinagdes
fendlicas depende principalmente do nimero e posi¢do dos grupos hidroxilas, como a unido
ndo se efetua somente na superficie, mas também no interior da poliamida, € muito grande a
capacidade de eluicdo (RANDERATH, 1975). A coluna cromatografica foi eluida
exaustivamente com metanol, onde se utilizou 10,0716 g de massa da fase hidrometandlica e
288,4823 g de massa de poliamida. A fase hidrometandlica foi ressuspensa em metanol, e a
altura da fase estacionaria na coluna foi de 40 cm e o didmetro da coluna cromatogréafica foi

de 6 cm.
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e

Figura 07 — Coluna cromatogréfica de poliamida da fase hidrometandlica do
extrato metandlico (A) e (B).

A coluna cromatografica originou 36 fracGes (Tabela 2), onde as primeiras fracoes
foram reunidas em grupos devido a similaridade observada em CCD utilizando acetato de
etila: tolueno: acido férmico: agua 4:0,5:0,5:0,5 como fase moével.

Fracdes Massa (mg) Fracgdes Massa (mg)
F1-F2 0,0109 F21 0,0186
F3-F7 0,2191 F22 0,0194

F8 0,1157 F24 0,0164
F9 0,1320 F25 0,0186
F10 0,0919 F26 0,2668
F11 0,0838 F27 0,0191
F12 0,0706 F28 0,0143
F13 0,0691 F29 0,0149
F14 0,0621 F30 0,0125
F15 0,0454 F31 0,0173
F16 0,0344 F32 0,0186
F17 0,0298 F33 0,0206
F18 0,0174 F34 0,0312
F19 0,0272 F35 0,0277
F20 0,0336 F36 0,0231

Tabela 3 - FracOes obtidas da coluna cromatogréfica da fase hidrometandlica.
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A partir das fragBes provenientes da coluna cromatograficas, foi realizado um
screening enzimético de inibigdo in vitro da a-glucosidase e lipase utilizando a concentragéo
Unica de 100 pg/mL. No teste de inibi¢do da a-glucosidase, observou-se que a grande maioria
das fracGes apresentou um razoavel percentual de inibi¢do da enzima, porém as fragdes 9, 10,
11 e 13 foram as que se destacaram, tendo um percentual de inibicdo acima de 50%. As

fragOes grupo 2 (F3-F7), 16, 19 e 31 no inibiram a enzima o-glucosidase.
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Figura 08 - Percentual de inibicdo da a-glucosidase in vitro pelas fracdes
provenientes da coluna cromatografica com a fase hidrometandlica.

No screening das fracGes com o teste de inibicdo da lipase in vitro, as fracdes que
se destacaram foram o grupo 2 (F3-F7), 9, 10, 11 e 29, apresentando 0s melhores resultados.

Enguanto que a fracdo 16 e 32 ndo inibiram a enzima.
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Figura 09 - Percentual de inibicdo da lipase pancreatica in vitro pelas fragdes
provenientes da coluna cromatografica com a fase hidrometandlica.
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A partir dos resultados do screening enzimético, foi realizado os testes
enzimaticos de inibicdo in vitro da a-glucosidase e lipase em triplicata e em concentracfes
variadas, permitindo avaliar o perfil inibitério e determinar qual a concentracdo que seria

capaz de inibir 50% da enzima, o Cls.
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Figura 10 — Valores de CI50 fragdes provenientes da coluna cromatografica com a

fase hidrometandlica sobre a atividade da a-glucosidase in vitro.

Entre as fracOes analisadas, a fracdo 10 foi a que apresentou menor Clsg Seguida
pela fracdo 9, porém em relacdo ao padrdo, a quercetina e a fase hidrometandlica, foi
apresentou melhor resultado, possuindo assim um potencial moderado de inibigdo da a-
glucosidase. Novamente, observou-se que as substdncias presentes apresentam maior

atividade por meio de sinergismo.
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Figura 11 — Valores de Cls, fraces provenientes da coluna cromatogréfica com a

fase hidrometandlica sobre a atividade da lipase pancreatica in vitro
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As fragOes pertencentes ao grupo 2 (F3-F7) e a 9 foram as que apresentaram
menor Clsg, em comparagdo com o padrdo quercetina. As fragdes do grupo 2 comportaram
como inibidor seletivo para a lipase pancredtica in vitro, em relagdo a inibi¢do da a-
glucosidase, pois estas ndo a inibiram. Assim como na inibigdo da a-glucosidase, o efeito
sinérgico das substancias apresenta-se maior na fase hidrometandlica.

As fragOes que apresentaram 0s menores Clsp foram encaminhadas para
identificacdo no Centro de Biotecnologia da Amazonia, e até a apresentacao deste relatorio, 0s

espectros ainda ndo tinham sido concluidos.

6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a espécie Byrsonima garcibarrigae pode ser
considerada como uma fonte de substancias bioativas por apresentar efeitos sobre as enzimas
a-glucosidase e lipase. Seus extratos e fases mais polares apresentaram grande capacidade de
inibicdo destas enzimas, Vvisto que o extrato metandlico apresentou o Clsp menor que o padréo
utilizado, a quercetina, na inibi¢ao da a-glucosidase. Assim, esta espécie apresentou potencial
antidiabético, pois o efeito destas enzimas pode ser associado ao estado hiperglicémico e a
resisténcia a insulina em pacientes com Diabetes.

A partir dos estudos fitoquimicos, pode-se observar que esta espécie apresenta
triterpenos, flavonoides e taninos, o que é compativel com outras espécies do mesmo género,
sendo 0s possiveis responsaveis pelo seu potencial antidiabético. Como até o presente
momento ndo havia relatos na literatura sobre esta espécie, este estudo tratou-se de uma
investigacdo do potencial desta espécie ainda desconhecida no meio cientifico, visando
contribuir nos estudos para novos fitoterapicos e/ou medicamento contra a Diabetes Mellitus.
Com isso, espera-se que este estudo possa incentivar outros estudos farmacoldgicos e

fitogquimicos acerca desta espécie e de outras espécies da Amazonia
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