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Resumo

As a-amilases sd0 enzimas digestivas amplamente distribuidas em microrganimos,
plantas e animais, que catalisam a hidrélise de ligagOes glicosidicas a-1,4 e atuam no
metabolismo de carboidratos. A inibicdo de a-amilases pode ser aplicada no controle de
insetos-praga dependentes de dieta rica em amido para obtencéo de energia, reduzindo a
quantidade de nutrientes para evitar seu desenvolvimento. Essa agdo permite 0 uso
desses inibidores como bioinseticidas. A inibicdo da captacdo de carboidratos na salde
humana pode ser uma alternativa terapéutica no controle glicémico, reduzindo picos de
glicose pos-prandia no tratamento de doencas crénicas, tais como diabetes, obesidade e
hiperlipidemia. Este projeto propfe a prospeccdo de moléculas ativas sobre as a-
amilases. Nesse contexto, as plantas sdo fontes ricas em compostos que possam ser
estudados. Assim, o potencial biolégico do Banco de Extratos de Plantas do Bioma
Cerrado, do Laboratério de Farmacognosia da Universidade de Brasilia, foi avaliado
sobre a-amilases de Acanthoscelides obtectus, Zabrotes subfasciatus e a-amilase salivar
humana. Foram testados cento e oitenta e cinco extratos vegetais hexanicos,
diclorometanicos, etandlicos e hidroetandlicos pertencentes a vinte e quatro espécies de
dez familias. O extrato hidroetandlico da casca do caule de Kielmeyera coriacea foi
selecionado para estudo quimico-biologico devido ao seu forte perfil inibitério, com
ICsp 110,00 pg.mL™ e 272,12 pg.mL™ sobre o-amilases de Z. subfasciatus e de A.
obtectus, respectivamente. O extrato apresentou 97,09% de inibicdo sobre a isoforma
humana a 125 pgmL™. A partticdo liquido-liquido forneceu duas fazses com alto
potencial inibitério, afase 1, precipitado metanol/hexano, que inibiu 96,35%, e afase 5,
metanol/4gua, que apresentou 99,35% de inibicdo a 125 pg.mL™. O fracionamento
guimico da fase 1 em coluna cromatografica aberta de sephadex LH-20 permitiu a
obtencdo de 11 grupos. Dentre esses, 0s mais ativos sobre a-amilase humana foram o
grupo 10 (95,24%) e o grupo 11 (99,00%). O contelido de fendis totais e taninos foi
analisado para o extrato bruto, fases e grupos ativos. A fase 1 demonstrou um forte teor
de compostos fendlicos, com 1 mg.mL™, sendo 53,56% de taninos e a fase 5 apresentou
0,95 mg.mL™ de polifenéis, dos quais 35,96% s&0 taninos. O grupo 11 mostrou 81,03%
de constituintes taninos e inibiu 82% da o-amilase salivar humana a apenas 50 pg.mL™.
A avaliagdo de extratos e taninos sobre a-amilases demonstraram atividade promissora
na inibicéo de captacdo de carboidratos, representando uma alternativa para o controle
do diabetes e obesidade, assm como um potencial bem interessante na inibicdo de -
amilases de insetos.

Palavras-chave: a-amilase, inibidor, Cerrado, Kielmeyera coriacea, diabetes, insetos-
praga.



X1

Abstract

a-amylases are digestive enzymes widely distributed in microrganims, plants and
animals, that catalyze hidrolysis of a-1,4 glicosidic bonds and act in carbohydrate
metabolism. The inhibition of a-amylases can be applied on control of insect pests that
depends on starch-rich diet to energy production, reducing the amount of nutrients to
avoid its development. This action allow the use of these inhibitors like bio-insecticides.
The inhibition of carbohydrate uptake in human health could be an aternative
therapeutic on glicemic control, reducing post-prandial glucose peaks in chronic
diseases treatment, such as diabetes, obesity an hyperlipidaemia. This project purposes
the prospection of active molecules. In this context, plants are rich sources of
compounds that could be studied. Then, the biologic potential of Cerrado Biome Plant
Extract Bank, of University of Brasilia Pharmacognosy Laboratory, was evaluated on
Acanthoscelides obtectus a-amylases, Zabrotes subfasciatus o-amylases and human
sadliva a-amylase. One hundred eighty-five hexanic, dichlorometanic, ethanolic and
hidro-ethanolic extracts belonging to twenty-four species from ten families. The hidro-
ethanolic bark stem extract of Kielmeyera coriacea was selected to chemical-biol ogical
study because of its strong inhibitory profile, with 1Cso 110,00 pg.mL™* and 272,12
ng.mL™ towards Z. subfasciatus and A. obtectus a-amylases, respectively. The extract
presented 97,09% of inhibition of human isoform at 125 pug.mL™. The liquid-liquid
partition yielded two phases with a great inhibitory potential, phase 1, methanol/hexan
precipitated, that inhibited 96,35%, and phase 5, methanol/water, that presented 99,35%
of inhibition a 125 pgmL™. The chemical frationation of fase 1 in open
chromatographic sephadex LH-20 column aowed the separation of 11 groups. Among
them, the most active on human a-amylase were group 10 (95,24%) and group 11
(99,00%). The content of total phenols and tannins was analysed to crude extract,
phases and active groups. Phase 1 demonstrated a high teor of phenolic compounds,
with 1 mg.mL™?, including 53,56% of tannins and phase 5 showed 0,95 mg.mL™ of
polyphenols content, in wich 35,96% are tannins. Group 11 showed 81,03% of tannins
content which inhibited 82% of human saliva o-amylase at only 50 pg.mL™. The
evaluation of extracts and tannins on a-amylases demonstrated a promising activity in
carbohydrate uptake inhibition, representing a aternative to control diabetes and
obesity, aswell asaredly interesting potential to insects a-amylases inhibition.

Keywords: a-amylase, Cerrado, diabetes, Kielmeyera coriacea, inhibitor, insects-pest.



1. Introducéo

1.1 Asa-amilases

As a-amilases, que sdo a-1,4-glucano-4-glucanohidrol ases classificadas pela sigla EC
3.2.1.1, s@o enzimas que catalisam a hidrédlise de polissacarideos, como amido ou
glicogénio, em plantas, animais e microrganismos (MacGregor et al., 2001; Djonov et al.,
2008; Wang et al., 2008). Essas enzimas sd0 carboidrases que atuam sobre ligacOes
glicosidicas a-1,4 (Yoon e Robyt, 2003; Pereira et al., 2006), formando unidades menores
de carboidratos que possam ser completamente digeridas pelo organismo. A hidrdlise
realizada sobre substratos solUveis ocorre em diversos passos, comecando com a ligacéo
interna a cadeia, seguida da separacdo do polimero, e mais adiante outro processo
hidrolitico paraliberacdo de diversas mol éculas de maltose e oligossacarideos (Oudijeriouat
et al., 2003).

As enzimas gque atuam na degradacdo de amido podem ser classificadas de acordo
com seu modo de acdo: endoamilases, exoamilases e enzimas de desramificacdo. As
endoamilases sd0 representadas pelas a-amilases, que tém como alvo os polimeros
pertencentes & composi¢cdo do amido, como a amilose (Figura 1a) e amilopectina (Figura
1b). Além disso, as a-amilases podem hidrolisar regides internas do substrato que levam a
um rapido decréscimo da viscosidade da solucdo de amido. As exoamilases englobam as
glucoamilases fungicas, as pf-amilases bacterianas e de cereais. Essas liberam unidades de
glicose e maltose gradativamente, a partir das extremidades do polimero, resultando na
diminuicdo mais lenta da viscosidade da solugdo. Ja as enzimas de desramificagdo atuam

sobre ligagBes glicosidicas a-1,6 que ndo podem ser clivadas por o- e p-amilases. As



pullulanases produzidas pelo fungo fitopatogénico Aureobasidium pullulans sdo as
principais enzimas dessa classe (Muralikrishna e Nirmala, 2005).

A degradacdo de amilose pelas a-amilases in vitro tém dois mecani Smos propostos: 0
ataque multiplo e o ataque em multicadeia. No primeiro modo, a enzima pode se ligar a
determinada regido do substrato e liberar apenas uma molécula, enquanto a outra por¢éo
mais longa do polimero é retida para uma hidrolise posterior. Neste processo ocorre a
formacdo de oligossacarideos; ao contrario do ataque em multicadeia, em que o complexo
enzima-substrato resulta em apenas uma reacdo hidrolitica, liberando duas moléculas de

tamanhos semelhantes (Muralikrishna e Nirmala, 2005).
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Figura 1. Formula estrutural daamilose (a), formula estrutural da amilopectina (b).

Fonte: Muraikrishna & Nirmala, 2005.



Em mamiferos e insetos, a a-amilase é estruturada em trés dominios protéicos. o
dominio (A), que proporciona estrutura para as duas porcoes flexivels, o dominio (B), com
formacdo mista de folhas B e a-hélices, e uma unidade globular que constitui 0 dominio
(C), localizado no lado oposto a inser¢do do dominio (B) em (A) (Figura 2) (Kandra et al.,
2005). A ligagdo do substrato a enzima ocorre nos subsitios formados na interface dos
dominios A e B, sendo que 0 nimero e natureza quimica dos subsitios variam de acordo
com a origem da a-amilase. As isoformas da enzima possuem uma estrutura cuja
integridade é célcio-dependente, além de serem ativadas na presenca de ions cloreto. Os
sitios de ligacdo desses ions, que sdo funcionamente importantes para a atividade

enzimatica, envolvem também os dominios A e B (Payan, 2004).

Dominio B

Figura 2. Estrutura terciaria da o-amilase pancredtica porcina (APP). Dominio (A) em
vermelho, dominio (B) em amarelo e dominio (C) em azul. O ion célcio (esferaazul) e 0

fon cloreto (esfera amarela) estdo ligados aos dominios (A) e (B). A figura exemplificaum



derivado da acarbose (em verde) ligado ao sitio ativo, e ligantes monossacarideos e

dissacarideos na supeficie dos sitios de ligag&o. Fonte: Payan, 2004.

O ser humano produz duas formas distintas de amilases, a salivar humana (ASH) e a
pancredtica (APH), sendo ambas amplamente estudadas como indicadores importantes de
distarbios das glandulas salivares e do pancreas. As duas formas estdo entre as mais bem
caracterizadas em relagdo a estrutura tridimensional, permitindo observar pequenas
diferencas que levam a perfis de hidrélise e inibicdo distintos (Zajoncova et al., 2005).

A primeira etapa da degradacdo de polissacarideos é a clivagem do amido, que
constitui um passo essencial a captagdo de carboidratos por organismos vivos. As a-
amilases, responsaveis pela clivagem, possuem um pape essencia na aimentacdo dos
diversos seres que a secretam. A inibicdo dessa enzima pode ter uma grande variedade de
aplicacOes, por exemplo, o tratamento adjuvante de diabetes tipo Il e obesidade (Kandra et
al., 2005), com possibilidades de reducdo dos niveis de glicemia pos-prandia e reducéo
moderada de taxas de hemoglobina glicosilada (Hbalc). Esses efeitos podem ocorrer
devido ao retardamento da digestdo de carboidratos, que por sua vez torna mais lenta a
absorcdo de glicose (Rabasa-Lhoret e Chiasson, 2004; Udani e Singh, 2007). Outra
aplicagdo que vem sendo bem estudada para a inibicdo dessas enzimas € o controle de

insetos-pragas na agricultura.



1.2 Inibidor es de a-amilases

1.2.1 Classificacéo

Diversos tipos de compostos organicos sdo conhecidos por sua atividade inibitoria
sobre a-amilase. Gerdmente os inibidores ndo protéicos s8o moléculas de baixo peso
molecular, como acarbose, acarviosina-glicose, isoacarbose e ciclodextrinas, que possuem
alta atividade inibitdria sobre a. amilase pancredética Porcina (APP) e a-amilase pancredtica
humana (APH) (Geng & Baia, 2008).

Os inibidores protéicos de a-amilase podem ser classificados de acordo com sua
estrutura. Ha um grupo encontrado em fungos do género Streptomyces e outros sei's grupos
oriundos de vegetais superiores (Payan, 2004, Svensson et al., 2004). Dentre os inibidores
protéicos de origem microbiana, tém-se os denominados Paim, Tendamistat e Haim. S&o
proteinas de 74 a 76 residuos de aminoacidos que atuam sobre isoformas enziméticas de
mamiferos e bactérias. O Tendamistat apresenta complexacdo com APP semehante a
acarbose durante a inibicdo, demonstrando um mecanismo mimético ao carboidrato
inibidor. Este inibidor Tendamistat possui estrutura tridimensional quase idéntica ao
inibidor Haim (Qin et al., 2006).

Dentre os inibidores protéicos de origem vegetal temos. knotinas, y-tioninas,
proteinas-CM, inibidores tipo-Kunitz, taumatinas e lectinas. As knotinas possuem a menor
sequéncia peptidica entre esses inibidores e possui atividade sobre amilases de insetos
assim como as y-tioninas. As proteinas-CM sdo também conhecidas como inibidores de
origem cerea, com até 160 residuos de aminoacidos. Geralmente tém atividade néo
somente sobre a-amilases como também sobre tripsinas, ao contrério de outros inibidores

gue apresentam especificidade apenas para amilases (Svensson et al., 2004).



Proteinas tipo-Kunitz (BASI, WASI e RASI), sdo inibidores com massa molecular de
20 kDa, que foram estudados por sua capacidade de inibir especificamente a-amilases de
insetos e cereais, dém da atividade inibitoria sobre a subtilising, classificada como uma
serino-protease (Y amasaki et al., 2006). Em geral, proteinas taumatinas ndo sdo capazes de
atuar sobre a-amilase, pois agem apenas sobre ligagdes B-1,3-glucano. No entanto, a
zeamatina, um homdlogo dessa familia presente em Zea mays, possui um importante
potencia inibitério sobre a-amilases de insetos (Fierens et al., 2007). JA as lectinas
compreendem as proteinas obtidas de Phaseolus vulgaris, conhecidas como a-Al-1, com
acao sobre insetos e mamiferos, e a-Al-2, especifico apenas para insetos (Svensson et al.,

2004).

1.2.2 Aplicacéo da inibicdo de a-amilase para controle deinsetos-praga

As plantas sGo uma fonte alimentar rica em carboidratos, que estéo distribuidos em
vérias partes do vegeta. Esses aclcares desempenham diversas funcdes relacionadas ao
desenvolvimento, crescimento e mecanismos de defesa da planta contra agentes
patogénicos (Bellincampi et al., 2004; Kim et al., 2007). Muitas espécies de insetos, que
tém o amido como principal hébito alimentar, utilizam as a-amilases para 0 metabolismo de
carboidratos. A fim de garantir a eficiéncia desse processo de digestdo importante, algumas
isoformas de a-amilase sGo encontradas na mesma espécie de inseto-praga (Sivakumar et
al., 2006).

Dessa forma, a variedade de isoformas no trato digestivo de uma espécie busca se
sobrepdr a agdo de elementos defensivos das plantas-alvo. A disputa entre 0s mecanismos

dos insetos e elementos de defesa da planta é conhecida como fendmeno de co-evolucéo,



descrito por Erlich e Raven (1964). A relacdo entre ambos consiste na resposta do predador
aos novos instrumentos desenvolvidos pela planta-alvo para se defender e também a busca
do vegeta por novas defesas a fim de garantir sua sobrevivéncia a agdo das pragas (Erlich e
Raven, 1964).

As plantas contém metabdlitos secundérios e inibidores enziméticos protéicos que
possuem importante papel regulatorio e defensivo da planta (Hartman, 2007). Determinadas
espécies vegetais apresentam maior grau de resisténcia a agdo das amilases de insetos,
tornando-se promissoras para a pesquisa de genes, que possam Ser expressos em outras
plantas susceptiveis por meio de transgenia (Xu et al., 2007). Diversas classes de
metabdlitos secundérios, como acadides, terpenos e glicosideos cianogénicos foram
definitivamente associados com a defesa da planta contra a agdo de insetos (Franco et al.,
2002). O efeito de metabodlitos secundarios sobre as a-amilases ainda € pouco estudado,
embora ja se saiba que espécies distintas de bruquideos apresentam diferencas na
susceptibilidade a determinados compostos. Isso sugere que algumas classes dessas
substancias tenham maior importancia que outras na resisténcia a insetos (Yamada et al.,
2005).

Atualmente, toneladas de defensivos agricolas sintéticos sdo aplicados na agricultura,
no entanto somente 5% desses produtos atingem o organismo avo, devido a diversos
fatores como a metabolizacdo destes compostos quimicos pela planta e também pelas
pragas-alvo (Van Eerd et al., 2003). A larga utilizacdo desses defensivos agricolas vem
causando diversos efeitos deletérios a salde humana e a0 meio ambiente. Desde entdo, os
inibidores enziméticos tém sido considerados uma alternativa para o controle de insetos-

praga (Sivakumar et al., 2006).



Os inibidores protéicos de enzimas digestivas tém sido amplamente estudados para
insetos das ordens Coleoptera e Lepidoptera, demonstrando eficiéncia contra essas pragas
de grande importancia econémica (Sivakumar et al., 2006). Como esses insetos sao
totalmente dependentes das a-amilases para sua sobrevivéncia, essas enzimas também sdo
alvos interessantes para bio-inseticidas inibidores enziméticos (Franco et al., 2002,
Svensson et al., 2003; Thomas e Read, 2007), principa mente para espécies que apresentam
resisténcia aos inibidores disponiveis. O interesse é a utilizacdo de um composto com
atividade especifica a baixas concentragdes, que permite um controle mais adequado do
desenvolvimento desses insetos.

Na ordem Coleoptera, os bruguideos sdo pragas de cultivo associadas ao
armazenamento de gréos, tendo como exemplos mais relevantes o Zabrotes subfasciatus
(caruncho do feijao) e Acanthoscelides obtectus. O interesse sobre ambos torna-se maior
sabendo de sua capacidade de infestagdo sobre dois dos gréos mais consumidos
mundialmente, Phaseolus vulgaris (feijdo comum) e Vigna unguiculata (feijéo caupi). O Z.
subfasciatus produz uma variedade de isoenzimas que pode ser aterada de acordo com a
semente atingida. Foi relatada a habilidade deste inseto de modular a concentracdo de
enzimas digestivas, secretando maior quantitade de duas isoformas de a-amilase e uma de
a-glucosidase para P. vulgaris quando comparada a V. unguiculata para se adaptar melhor
as defesas dessas plantas (Silva et al., 2001a, Pelegrini et al., 2006).

A espécie A. obtectus é amplamente distribuida na América Latina, Africa, Nova
Zelandia, Estados Unidos e o sul da Europa, adaptando-se bem em regides de clima
temperado e subtropical. Os adultos séo acinzentados e oblongos, com tamanho variando
entre 2 a4 mm, sendo a fémea duas vezes maior que o macho. O ciclo é iniciado com a

postura de ovos ndo aderentes na superficie do feijdo e as larvas emergentes utilizam um



forte aparelho bucal para penetrar no gréo. A duracdo total do ciclo de vida é de 20 a 40
dias, finalizando com a eclosdo dos gréos para liberagdo dos adultos (Food and Agriculture

Organization, 2008).

Figura 3 (A) Acanthoscelides obtectus adulto; (B) Infestacdo de A. obtectus em gréos de

feijdo. Fonte: http://claude.schott.free.fr/Bruchidae/Fiches/ A cantobtec.html

O armazenamento dos graos de feijdo é uma etapa adegquada para a infestacdo por Z.
subfasciatus, que tem maior distribuicdo na América Central e América do Sul. O inseto
adapta-se melhor ao clima tropical, embora esteja sendo introduzido em paises de clima
temperado pelo transporte de feljes infestados. A fémea realiza a ovogénese apenas na
presenca do feijdo e o ciclo de vida comeca com a ovoposicdo sobre a semente. Em
seguida, ocorre a penetracdo das larvas no gréo para completar seu desenvolvimento, que
eclodem na forma adulta, completando o ciclo em cerca de 30 a 40 dias (Figura 4) (Sari et

al., 2003).
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Figura4. (A) Zabrotes subfasciatus adulto; (B) Fémeainfestando gréos de feijéo.

Fonte: http://www2.unine.ch/Jahia/site/leag/lang/en_GB/pid/6121

O inibidor protéico a-Al-1, presente em espécies do género Phaseolus, é capaz de
inibir isoformas de a-amilase de mamiferos em geral, como a pancredtica porcina (Valencia
et al., 2000), aém de larvas de Callosobruchus chinensis e Callosobruchus maculatus.
Porém esse inibidor ndo apresenta efeito sobre a a-amilase de Z. subfasciatus, além do trato
digestivo do inseto ser capaz de secretar uma serino-proteinase que tem efeito sobre a
moléculado inibidor (Silvaet al., 2001b).

Por outro lado, o inibidor protéico a-Al-2 ndo € capaz de agir sobre os mesmos alvos
do a-Al-1, como por exemplo, mamiferos. Esse composto protéico, a-Al-2, tem ata
capacidade de inibir a a-amilase de Z. subfasciatus, além de ndo ser susceptivel a acdo de
proteases desse inseto devido a diferencas na estrutura terciaria. O a-Al-1 e 0 a-Al-2 tém
78% de identidade da sequéncia de residuos de aminoacidos, demonstrando uma distingéo
evolutiva interessante entre duas isoformas protéicas numa mesma espécie vegetal. Diante
dessa diferenca na estrutura primaria, observa-se uma evidente adaptacdo da planta ao

ataque de Z. subfasciatus, passando a produzir isoformas capazes de atuar sobre um
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organismo resistente a outros inibidores, como 0 a-Al-1 (Ishimoto & Chrispeels, 1996,
Kluh et al, 2005). Atualmente o inibidor a-Al-2 é considerado um potencia fator de
resisténcia de bruquideos devido a especificidade para a-amilases de insetos (Nishizawa et
al., 2007). Além disso, nenhuma das isoformas de a-Al tem atividade inibitéria sobre
Acanthoscelides obtectus, justificando a necessidade de estudos de caracterizacéo de

isoformas de a-amilases presentes nessa especie, como realizado por Franco et al. (2005).

1.2.3 Aplicacéo da inibicdo de a-amilase para satude

A aplicacdo da inibicdo de a-amilases para reducdo eficiente da captacdo de
carboidratos tem sido estudada hd mais de 20 anos (Bo-Lin et al., 1982; Hollenbeck et al.,
1983; Udani e Singh, 2007). Tendo como base que a digestdo de carboidratos se inicia na
boca por acdo da ASH e continua no intestino pela APH, a reducdo ou bloqueio dessa
atividade enzimédtica pode proporcionar uma diminuicdo na degradacdo de polissacarideos
em glicose, matose e matotriose (Wong e Jenkins, 2007). Essa interrupcdo no
metabolismo de uma dieta rica em carboidratos permitiria evitar conseqlentes picos
hiperglicémicos, bem como o desequilibrio de triglicerideos e acidos graxos (Wong e
Jenkins, 2007).

Diversos inibidores de a-amilases foram extraidos de microrganismos e plantas
(Kandra et al., 2004), como por exemplo a acarbose, um eficiente inibidor enzimético de
glicosidases utilizado clinicamente no tratamento de diabetes. Uma desvantagem do seu uso
€ sua degradacdo por enzimas digestivas e de microrganismos, acarretando diarréa e
distarbios abdominais. Portanto, ha uma clara necessidade de novos agentes terapéuticos,
assim como candidatos que possam ser adicionados no aimento ou como suplementos

(Loo e Huang, 2007).
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A capacidade de alguns alimentos derivados de plantas em reduzir o risco de doencas
cronicas € atribuida, pelo menos em parte, a metabolitos secundarios ndo-nutrientes,
incluindo diversos grupos de polifendis. Esses produtos comercidizados em formas
farmacéuticas com propriedades benéficas a salde deixam de ser classificados como
alimento ou medicamento e tém sido denominados nutracéuticos. O interesse nesse tipo de
aternativa para controle da salide vem aumentando, ja que se trata de produtos que podem

ser adicionados como suplemento a dieta (Espin et al., 2007).

1.3 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus pode ser descrito como um distirbio metabdlico de etiologia
multipla. Caracteriza-se pela ocorréncia de hiperglicemia cronica, causando um
desequilibrio no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, devido a disfuncdes na
secrecdo de insuling, aém da acdo desse hormdnio sobre os tecidos alvos ou ambos fatores.
A doenca possui sinais clinicos como sede, polilria, distrbio visua e perda de peso e
caracteristicas bioquimicas como alteracdes de nivels glicémicos em jgum e pos-prandial
(WHO, 1999, 2006).

Geralmente os sintomas ndo costumam ser facilmente identificiveis, por isso a
ocorréncia de hiperglicemia é capaz de causar danos patoldgicos e funcionais durante um
longo periodo antes do diagnodstico (WHO, 1999, 2006). O desenvolvimento progressivo do
diabetes aumenta consideravelmente os riscos de complicagdes macrovasculares (doenca
vascular periférica, doenca cardiovascular e doenca cerebrovascular) e microvasculares
(retinopatia, nefropatia e neuropatia). Essa relagdo pode ser observada a partir da

prevaléncia de hipertensdo arterial em individuos com diabetes tipo I, que atinge cerca de
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80%. Dentre os principais fatores de riscos da preva éncia de hipertensdo em diabetes estéo
aidade, a obesidade e etnia (Hunter e Bell, 2006). H4 também uma predisposi¢cdo genética
estabelecida para individuos com diabetes tipo |l, com diversos mecanismos propostos,
como aregulacdo do ténus vascular (Hunter e Bell, 2006).

As estimativas desde 2000 sdo de que a prevaléncia mundia da doenca aumente de
171 milhdes de casos para 366 milhdes até 2030. No cenario atua o diabetes atinge pessoas
de 45-64 anos em paises em desenvolvimento, enquanto nos paises desenvolvidos a

populacdo apresenta a doenca a partir de 64 anos (Wild et al., 2004).

Tabela 1. Paises com maiores estimativas de casos de diabetes para 2000 e 2030.

2004 2030
- , Pessoas com diabetes ] Pessoas com diabetes
Posigao Pais o Pais o
(milhdes) (milhdes)

1 india 317 india 794

2 China 20,8 China 423

3 Estados Unidos 17,7 Estados Unidos 30,3

4 Indonésia 84 Indonésia 21,3

5 Japao 6,8 Paquistao 13,9

6 Paquistdo 52 Brasil 11,3

7 Russia 4.6 Bangladesh 11

8 Brasil 4,6 Japéo 8,9

9 [talia 43 Filipinas 78

10 Bangladesh 3,2 Egito 6,7

Fonte: Adaptado de Wild et al., 2004.

Nos dois casos a distribuicdo por sexo é semelhante para homens e mulheres,

tendéncia que deve se manter futuramente. Os paises mais afetados permanecem o0s
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mesmos em 2000 e 2030, india, China, USA e Indonésia, com destaque para a india que
deve atingir os 79,4 milhdes de casos, enquanto o Brasil, atualmente com 4,6 milhdes de
casos, tem a previsdo de aumentar esses niUmeros em 241% até 2030, chegando a 11,3

milhdes de diabéticos (Tabela 1) (Wild et al., 2004).

1.3.1 Classificacdo do Diabetes

O diagnostico estabalecido classifica a doenga de acordo com a etiologia manifestada
em diabetes mellitustipo | etipo I, aém do diabetes gestacional e diabetes de outros tipos
especificos. O diabetes tipo | ocorre quando a producdo de insulina pelo pancreas é
insuficiente ou nula, devido a destruicdo de células B-pancredticas, que geralmente é
atribuido a algum processo auto-imune (Campbell, 2006a). A manifestagdo clinica ocorre
de forma abrupta, geralmente antes dos 30 anos, afetando principalmente criangas e
adolescentes, podendo apresentar complicagbes no controle glicémico decorrentes do
desenvolvimento, assim como mudancas fisicas e psicoldgicas do individuo (Campbell,
200643).

O diabetes tipo 11 é conhecido como um distarbio progressivo no metabolismo de
carboidratos, caracterizado por um aumento gradual da resisténcia dos érgéos periféricos a
acdo da insulina, ocasionando um quadro crénico de hiperglicemia (Campbell, 2006b).
Ocorre também a perda de secrecdo de insulina paraldemente a resisténcia periférica,
embora no momento do diagnostico ainda seja possivel perceber a presenca de secrecéo do
hormdnio. Dos 5% da populacdo mundia que sdo diagnosticados como diabéticos, 85%

apresentam o tipo 1. Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do diabetes tipo
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|1 s80 a obesidade, a hipertensdo e dislipidemias, que por sua vez mesmo isolados podem
levar a complicagdes cardiovasculares (Campbell, 2006b).

Como critérios utilizados no diagnéstico de diabetes temos a glicemia de jejum (8
horas sem captacdo de calorias), que para pacientes saudaveis deve estar menor que 100
mg/dL, enquanto para pacientes com pré-diabetes esse valor varia de 100 a 125 mg/dL e
maior que 126 mg/dL para diabéticos. A glicemia casua, que deve ser menor que 140
mg/dL para saudaveis, entre 140 e 199 mg/dL para pré-diabéticos e maior que 200 para
pacientes com diabetes. O teste de tolerancia oral a glicose, que visa avaliar a glicemia do
individuo duas horas ap0s ingerir uma solucao equivalente a 75 g de glicose dissolvida em
agua. Os valores deste teste seguem os mesmos limites da glicemia casua (Institute for

Clinica Systems Improvement, 2005; American Diabetes Association, 2008).

1.3.2 Intervencgdes par a Diabetes

O controle glicémico é feito com base na medida dos niveis de glicose em jgjum,
glicose pos-prandial e a taxa de hemoglobina glicosilada ou glicada (HbA1c). A utilizacdo
deste pardmetro permite obter dados precisos na determinacdo dos niveis glicémicos a
longo prazo. A HbA1c é formada a partir de uma glicosilagdo continua durante o tempo de
vida do eritrocito, permitindo portanto avaliar a variagdo de glicose sanguinea com um
retrospecto de seis a 0ito semanas. Assim, na prética clinica, a severidade da hiperglicemia
e a adesdo do paciente ao tratamento podem ser acompanhados com maior confiabilidade,
jd que a glicosilagdo de hemoglobina ndo é influenciada por ingestéo alimentar, atividade
fisica nem por estresse metabdlico agudo (Institute for Clinical Systems Improvement,

2005).
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As intervengdes realizadas no tratamento do paciente tém como objetivos controlar os
nivels sanguineos de glicose para maximizar a qualidade de vida do individuo, prevenir
emergéncias diabéticas como cetoacidose e coma hiperosmolar. S3o objetivos também a
manutencdo dos nivels de HbA 1c controlados para retardar a progressdo da doenca, reduzir
os riscos de complicacbes macro e microvasculares e minimizar os efeitos adversos do
tratamento (Campbell, 2006b).

O tratamento do paciente inclui diversas medidas que vao atuar adaptando-o a
condicdo da doenca em vé&rios aspectos. Habitos alimentares para reducdo da ingestdo
desequilibrada de carboidratos e atividade fisica podem beneficiar o individuo, retardando a
progressdo da resisténcia periférica a insulina. O paciente diabético possui uma
peculiaridade essencial a0 sucesso do controle glicémico, ou sga como esse
monitoramento diério dos niveis de glicose depende da prépria pessoa, todos os passos da
terapia envolvem o comprometimento do mesmo em melhorar a qualidade de vida. E
essencial tanto a administracdo de insulina ou farmacoterapia como préticas de vida
saudavel que colaborem para a acdo eficaz do horménio ou do agente hipoglicemiante

utilizado (WHO, 2003).

1.3.2.1 Tratamento do Diabetes Tipo | : I nsulina e seus analogos

A investigacdo cientifica na busca por insulinas exdgenas para o tratamento de
diabetes tipo | teve seu inicio com a utilizac8o de extratos experimentais de pancreas para
suprir a auséncia do hormdnio nesses individuos. Os avangos tecnol 6gicos permitiram a
aplicagdo de técnicas de purificagdo e cristalizagdo de proteinas, dém da obtencdo de

insulina de origem suina e bovina ou até mesmo o uso da tecnologia de DNA recombinante
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para producdo de insulina humana e obtencéo dos seus andlogos (lispro, aspart, glulising,
glargina e detemir). O interesse terapéutico atual busca por solugdes como a variagéo da
concentragdo da insulina a ser administrada, modulagdo do tempo de acdo e
disponibilizaco de formas farmacéuticas que garantam a possibilidade de uso das vias oral,
transdérmica, sublingual e respiratoria (Martindale, 2006).

Asinsulinas e seus andlogos disponiveis sdo classificadas de acordo com o tempo de
acdo: rapida, intermediaria e prolongada. Além desse par@metro farmacocinético, outros
dois sdo utilizados para avaliar as situacfes de uso de acordo com suas propriedades, o pico
de acdo e a duracdo do efeito. No grupo de insulinas de a¢éo rapidatemos ainsulinaregular
ou cristaling, a lispro, a aspart ou aspartato e a glulisina. Essas proteinas sdo andogos
resultantes de alteragdes na estrutura primaria da insulina humana endégena, aumentando a
rapidez de absor¢do subcuténea, agilizando o inicio de a¢do da insulina e obtendo uma
duracéo de efeito menor (Fonseca e Kulkarni, 2008).

A insulina Lispro difere da forma enddgena pela mudanca de posicéo de um residuo
delisinapor outro de prolina, entre as posi¢coes B28 e B29. Na aspart, a alteracdo observada
€ atroca de uma prolina na posi¢éo B28 pelo aspartato (Hirsch, 2005). Essas modificacdes
conferem reducdo de 20 a 30% de efeitos hipoglicémicos noturnos e uma leve melhora de
0,3 a 0,5% de reducdo dos niveis de HbAlc, sendo que essas vantagens sdo observadas
também para a glulisina. Essa classe geramente € utilizada na terapia bollus, ou sga, a
administracéo é feita de 20 a 30 minutos antes das refeicdes para o controle da glicemia
pos-prandial. Além desse protocolo de tratamento, esses andlogos s&o indicados ainda para
situagOes de cetoacidose, gestacdo e trabalho de parto, emergéncias e combinagdo com

insulinas de acdo intermediéria ou prolongada (Wannmacher, 2005).
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As insulinas de acéo intermediéria incluem a NPH (Neutral Protamine Hagedorf) ou
isofana, alenta e a detemir, que sdo utilizadas na normalizagdo dos niveis glicémicos basais
para ambos tipos de diabetes, ja que seu perfil de dissolugédo apds aplicacdo subcuténea é
gradual. Seu perfil de acdo proporciona um controle adequado da glicemia, com menor
risco de hipoglicemia noturna e menor perda de peso (Davis, 2006).

Para o controle glicémico durante todo o dia com liberacdo de baixas concentractes
s8o utilizadas as insulinas de acéo prolongada, a ultralenta, a protamina de zinco (IPZ) e a
glargina (Figura 5), que podem levar até 6 horas para o inicio de ac&o, apresentando menos
eventos hipoglicémicos e aumento da qualidade de vida em relacdo a insulina de acéo
intermediaria, principdmente quando relaciona-se quadidade de vida a adesdo ao
tratamento, pois neste caso a aplicacdo pode ser feita em dose Unica di&ria (Davis , 2006;
Heller et al., 2007).

A Utilizacdo de pré-misturas de insulinas de acdo répida e de acdo prolongada
apresentam 0s mesmos beneficios quando comparadas a utilizacdo separada das duas
classes, quando s8o observados aspectos de risco de efeitos hipoglicémicos, eficiéncia na
reducdo de HbAlc e tolerabilidade (Wannmacher, 2005). A grande variabilidade de
respostas entre os individuos para os regimes terapéuticos ndo permite o estabel ecimento
consolidado de uma forma de controle glicémico. Por isso, a escolha da aternativa mais
adequada de insulinoterapia depende principa mente do perfil de glicemia individuaizado

(Heller et al., 2007).
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Aspart, lispro (4-6h)

l

Regular (6-10h) Protamina de zinco (18-24h)
NPH (12-20h)
¥ Glargina (20-24h)

Nivel relativo de insulina plasmética

Horas

Figura 5. Perfil de agdo das insulinas. Fonte: Davis, 2006.

1.3.2.2 Tratamento Farmacol 6gico do Diabetestipo | |

A tergpia medicamentosa para o tratamento do diabetes é necessaria quando o
paciente ndo apresenta controle glicémico apenas com ateraces dos habitos alimentares e
atividade fisica. Como o tipo |l da doenca é caracteristicamente marcado pelo aumento
gradual da resisténcia periférica a insulina, ha comprometimento na captacdo de glicose
pelos Orgdos e tecidos, na sintese de glicogénio e no controle a glicogendlise e a
gliconeogénese (Massi-Benedetti e Orsini-Federeci, 2008). Por isso, a busca por agentes
hipoglicemiantes baseia-se em mecanismos que compensem a incapacidade do organismo
de responder & ac3o0 da insulina. E necessario reduzir a resisténcia de 6rgaos e tecidos para
potencializar o efeito do horménio circulante, aumentar a secrecéo de insulina, de forma a
ultrapassar o limiar de resisténcia, e reduzir a captacdo de carboidratos para evitar o

aumento dos niveis de glicose (Wannmacher, 2005).
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Os medicamentos utilizados para evitar a hiperglicemia sdo divididos de acordo com
0 mecanismo de acdo: secretagogos de insulina, que compreendem as sulfoniluréias,
metiglinidas e inibidores da 4-dipeptidilpeptidase; os sensibilizadores de insulina, como as
tiazolidinedionas/glitazonas e as biguanidas; e os inibidores da captacdo de carboidratos,

grupo formado basi camente pel os inibidores de a-glucosidase (Figura 6) (Inzucchi, 2006).

Captagao de carboidratos

Digestéo de polissacarideos
l Inibidores de o-glucosidase

il Tecido Adip
——

[ Aumento de acidos graxos livres

L

Hiperglicemia

Y Tiazolidinodionas

.

Producéo de glicose aumentada 2N gl tusculo esqueleticos
W Metformina o—
lTiazoIidinodionas S— Captagao e uso de glicose reduzidos
Pancreas 1T Metformina

Secregéo de insulina prejudicada

1] Tiazolidinodionas

17 Sulfoniluréias
T Meglitinidas

Figura 6. Mecanismo de agdo das terapias medicamentosas no tratamento de diabetes.
Inibidores da a-glucosidase, atuam inibindo a captacdo de carboidratos;, Biguanidas
(metformina) e tiazolidinodionas, reduzem a producdo hepdtica de glicose, aumenta a
captacao de glicose principalmente no musculo esquelético, enquanto as tiazolidinodionas
ainda diminuem o acumulo de &acidos graxos no tecido adiposo; Sulfoniluréias e
meglitinidas, aumentam a producéo e secrecdo de insulina pelas células p-pancredticas.
Fonte: Evans & Rushakoff, 2007.
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Secretagogos de insulina

As sulfoniluréias sdo farmacos que atuam sobre as células B-pancredticas,
aumentando a producdo e secrecdo de insuling, levando a um aumento da acdo desse
horménio sobre os tecidos e ¢rgdos alvos. Elas se ligam a receptores especificos na
membrana das células B, inibindo o efluxo de potassio e aumentando a concentracéo
intracelular de calcio, entéo a célula se despolariza e facilita a secrecéo de insulina (Figura
7) (Aguilar-Bryan et al., 1999; Zimmerman, 1997).

" Insulina
STHGINEES oo -

YE}

Metabolismo
T [ -
L

Despolarizacéo
de membrana e
Canal de C&™*

Figura 7. Mecanismo de acdo das sulfoniluréas. Essa classe de farmacos induz a liberagéo
de insulina através da inibicdo de canais Katp Na membrana de células  no pancreas. A
captacdo de glicose aumenta a sintese de ATP nessas células, fechando os canais Katp €
evitando o efluxo de K*. Essa cascata resulta numa despolarizacio de membrana que abre

canais de influxo de Ca2+, e consequentemente a exocitose de insulina. Fonte: Adaptado de
Brady et al., 1998,

Esses hipoglicemiantes sdo divididos em sulfoniluréias de primeira geragdo, como a

tolbutamida, a clorpropramida e a acetohexamida e 0s representantes da segunda geracéo,
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glipizida, glimepirida e glibenclamida (Figura 8). Ambas geracdes apresentam eficacia bem
semelhante, com controle glicémico adequado, diferindo apenas quanto aos efeitos
adversos do tratamento, pois os farmacos de primeira geragdo apresentam maior ocorréncia
de crises hipoglicémicas e ganho de peso, que podem variar de acordo com o perfil
farmacocinético de cada farmaco. Por isso, apesar da reducdo semelhante de HbA 1c (cerca
de 1,5 a 2%), as sulfoniluréias de primeira geracdo vém sendo substituida pelas mais
modernas (Chan e Abrahamson, 2003).
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Figura 8. Formula estrutural (A) glibenclamida, (B) glipizida, (C) glimepirida

Outros hipoglicemiantes orais que otimizam a secrecdo de insulina s@o as
meglitinidas, que possuem a capacidade de se ligar a receptores de sulfoniluréias,
produzindo o mesmo efeito sobre a producdo e secrecdo de insulina. Além disso esses
medi camentos possuem afinidade por receptores especificos dessa classe, contribuindo para
seu efeito sobre o pancreas. A nateglinida e a repaglinida (Figura 9), representantes da
classe, sGo conhecidas como secretagogos de curta duragdo, devido a sua baixa meia-vida,

fator que também reduz o risco de efeitos hipoglicémicos, com o controle glicémico
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adequado, apesar do custo elevado. Essas podem ser alternativas ao tratamento com

sulfoniluréias para pacientes com aergia a sulfas (Nathan, 2002; Zhang et al., 2006).

(A)

N
1 (B)

Figura 9. Formula estrutural (A) nateglinida, (B) repaglinida.

Os inibidores de dipeptidil-peptidase IV (DPP-1V) constituem a classe mais recente
de agentes orais no controle de diabetes tipo Il, inibindo a degradacdo enzimética do
peptidio glucagon-1 (GLP-1). O GLP-1 é uma incretina hormonal secretada no intestino
delgado e liberada na corrente saguinea. Tem a capacidade de limitar a hiperglicemia pés-
prandial inibindo aliberacdo pancreética de glucagon e estimulando a produgéo de insulina.
Umavez inibida a degradagcdo de GLP-1, os DPP-1V promovem uma reducdo de HbA1c de
0,5 a 1,0%, sem ganho de peso ou risco de hipoglicemia, porém ha limitacbes quanto a

efetividade e seguranca (De Luis et al., 2008).
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Sensibilizadores deinsulina

A manifestacéo do diabetes tipo |1 implica no aumento gradual de resisténcia a acéo
da insulina, que se torna um avo no tratamento do distarbio metabdlico no individuo.
Nesse sentido, sdo utilizados os sensibilizadores de insulina, que atuam no organismo
otimizando as condi¢gdes para a agdo da insulina circulante que o diabético apresenta,
mesmo que a quantidade secretada seja apenas parcia (Krentz e Bailey, 2005).

A metformina € o Unico representante da classe das biguanidas, como substituta da
fenformina devido a acidose latica relatada em 1975. Apesar de ser um dos f&rmacos mais
antigos no tratamento do diabetes, a metformina (Figura 10) continua sendo largamente
utilizada e amplamente conhecida em relagdo a eficacia e seguranca. Sua agéo deve-se a
inibicdo da gliconeogénese, podendo reduzir a producdo hepética de glicose em até 75%, e
também ao aumento moderado da sensibilidade & insulina. Uma vantagem significativa na
terapia com metformina € a associacdo do controle glicémico a perda de peso e a reducéo
moderada de triglicerideos, principamente VLDL — Very Low Density Lipid, observadas
durante o tratamento. Esses fatores se tornam relevantes devido a historia natural da doenca
gue apresenta a obesidade como fator de risco para 0 surgimento de doencas
cardiovasculares (Heine et al., 2006). Por isso, esse farmaco é a primeira escolha para
diabéticos tipo Il obesos, com resultados comprovados de beneficio na taxa diminuicéo de

mortalidade desse grupo.

N

/NYNH NH,- HCI

NH NH

Figura 10. Férmula estrutural da metformina.
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A reducdo de HbA1lc é semehante as sulfoniluréas, cerca de 1,5%. Como seu
mecanismo de acdo envolve um controle dos niveis glicémicos a partir da inibicdo da
producédo de glicose hepética, é correto afirmar que a metformina € basicamente um agente
anti-hiperglicemiante, ao contrario das sulfoniluréias, que tém acdo hipoglicemiante. Por

iSs0 a ocorréncia de casos hipoglicémicos € bem menor para as biguanidas (Fowler, 2007).

As tiazolidinedionas ou glitazonas compreendem a rosiglitazona e a pioglitazona
(Figura 11), ja que a troglitazona foi retirada do mercado em 2000 devido a
hepatotoxicidade. Esses sensbilizadores se ligam a receptores nucleares PPARsS
(Peroxisome proliferator-activated receptors), principamente nas células musculares e
adipdcitos, estimulando a secrecdo de diversas proteinas que favorecem a atuacdo da
insulina, como a adipotecina. Outro mecanismo proposto € o bloqueio da transcricéo de
proteinas responsaveis pela resisténcia a insulina ou proteinas pro-inflamatorias (Mazzone

et al., 2006).
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Figura 11. Formula estrutural (A) rosiglitazona, (B) pioglitazona.
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Dentre as diferentes formas de PPARs existentes (PPARa, PPARS e PPARYy), as
tiazolidinedionas possuem maior especificidade pela isoforma y, que € mais expressa no
tecido adiposo. Sua eficacia no controle de HbA1c € menor, variando entre 0,5 e 1,5%. A
prética clinica com esses farmacos possui desvantagens como ganho de peso, necessidade
de monitoramento frequiente da funcdo hepética, possivel formagdo de edema e aumento do

risco de infarto miocérdico (Nissen e Wolski, 2007).

I nibidor es da captacéo de carboidratos

Uma dternativa terapéutica que também pode ser explorada na busca por solucdes
para o controle glicémico em pacientes diabéticos € a inibi¢do da captacédo de carboidratos
no trato gastrintestinal. Com essa meta sdo utilizados os inibidores enziméticos para
retardar a absorcdo intestinal de glicose, evitando a ocorréncia de hiperglicemia. Os
inibidores de a-glucosidase, representados pelo miglitol, voglibose e principa mente
acarbose (Figura 12), evitam a degradacéo de carboidratos em monossacarideos e retardam
a absorcdo gastrintestinal desses compostos (Schnell et al., 2007). Essa reducdo da
concentracdo de glicose promovida pela acarbose € associada a uma reducdo da
necessidade de producédo de insulina, dém do aumento moderado da sensibilidade a
insulina (Gabbay, 2007).

A reducdo de HbA1c promovida pelos inibidores de a-glucosidase esta entre 0,5 e
0,8%, e o controle glicémico & significativo apenas para a glicemia pos-prandia. O
principa efeito adverso observado é a presenca de sintomas gastrintestinais, como dor
abdominal, diarréia, nausea e flatuléncia, que ocorrem devido a produtos de sua degradacéo

por enzimas digestivas e fermentacdo dos produtos de degradacdo por microganismos
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(Kandra et al., 2005). Apesar disso, a acarbose é utilizada como adjuvante em esquemas

terapéuticos de combinagdo com outras classes de agentes orais (Van de Laar et al., 2005).
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Figura 12. Férmula estrutural (A) acarbose, (B) miglitol. Fonte: Kandra et a., 2005; Evans &

Rushakoff, 2007.

1.4 Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

A espécie Kielmeyera coriacea, pertencente a familia Clusiaceae (Guttiferag), é
popularmente conhecida como “Pau-Santo” ou “ Saco-de-Boi” e compde a vegetacdo tipica
do Cerrado em éreas mais abertas. E uma planta caducifélia, com tronco de consisténcia
suberosa e folhas de aspecto coriéceo no dpice dos ramos (Figura 13). Quando atinge afase
adulta, a &rvore pode atingir de 3 a 6 metros de atura e suas sementes sdo disseminadas

pelo vento (Lorenzi, 1992).
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Figura 13. (A) Ramos e folhas, (B) frutos de Kielmeyera coriacea.

A familia Clusiaceae € representada no Brasil por 21 géneros e cerca de 183 espécies,
incluindo o género Kielmeyera, caracteristicamente endémico da América do Sul (Figura

14) (Barroso, 1978; Sultanbawa, 1980).

Figura 14. Distribuicdo geogréfica mundia de Kielmeyera coriacea. Fonte: Global

Biodiversity Information Facility (GBIF) Geospatia Consortium Services. Acesso em 12/05/08:
www.ghif.org



29

O extrato aquoso da madeira do caule é utilizado tradicional mente no tratamento de
doengas tropicais como esquistossomose, leishmaniose, maéria, infecgbes fungicas e
bacterianas (Alves et al., 2000). O género Kielmeyera tem 0 maior nimero de espécies da
familia, que apresenta diversos outros géneros cujo potencial biologico € parciamente
abordado na literatura cientifica (Obici et al., 2008). O estudo quimico de espécies do
género Kielmeyera, bem como da familia Clusiaceae, possibilitou a identificacdo de
algumas substancias quimicas, principa mente flavonoéides (Audi et al., 2002).

A principal classe de constituintes encontradas nesse género sdo as xantonas,
relatadas em diversas analises fitoquimicas. A partir do extrato benzénico da madeira do
caule de Kielmeyera petioralis foram obtidas quatro metoxi-xantonas, além de uma metoxi-
xantona acetilada e quatro metoxi-xantonas hidroxiladas (Gottlieb et al., 1966). Também
foram isoladas xantonas em K. ferruginea, osgaxantona na casca do caule, previamente
descrita em Maclura pomifera (Moraceae) (Wolfrom et al., 1965), Calophyllum
scriblitifolium (Ackson et al.,1967), C. canum (Clusiaceae) (Carpenter et al., 1969) e
Kielmeyera corymbosa (Gottlieb et al., 1968). Além de 6-hidroxi-jacareubina, previamente
descrita em C. brasiliense, C. scriblitifolium e K. speciosa. A jacareubina foi relatada em
diversas espécies do género Calophyllum e as metoxi-xantonas hidroxiladas relatadas no
género Kielmeyera (Gottlieb et al., 1968). A presenca de osgjaxantona em K. coriacea foi
obtida a partir do extrato de caule e folhas em hexano-acetato de etila (4:1), apresentando
atividade inédita sobre Schistosoma mansoni, quando aplicada topicamente em animais
(Lopeset al., 1977).

O estudo fitoquimico do extrato benzénico do caule de Kielmeyera rubriflora
permitiu o isolamento e identificacdo de 2-hidroxi-xantona, 2,4-dimetoxi-3-hidroxi-

xantona, 2,3-dimetoxi-4-hidroxi-xantona, 4-hidroxi-2,3-metileno-dioxi-xantona, 4-metoxi-
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2,3-metileno-dioxi-xantona, kielcorina e B-sitosterol (Gottlieb et al., 1971). Todos esses
compostos haviam sido descritos em outras espécies de Kielmeyera, permitindo portanto
observar a semelhanca quimiotaxondmica na formagdo do grupo quimico a partir desse
género vegetal. Mais adiante, o estudo de vias de obtencdo de xantonas permitiu a sintese
de xantonas conhecidas, como a kielcorina e cis-kielcorina (Pinto et al., 1987).

A prospecgdo fitoquimica de K. coriacea rendeu o isolamento de xantonoligndides e
diversas xantonas preniladas com potencial antimicrobiano. O fracionamento quimico dos
extratos diclorometanico e metandlico das folhas e caule, envolvendo cromatografia em
coluna aberta de silica gel, sephadex LH-20 e cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-
preparativa, CLAE (HPLC), em combinacdo com um espectrébmetro de massa acoplado
permitiu, a partir do extrato diclorometanico, a deteccéo de 10 xantonas (Figura 15), além
de um bifenil e uma mistura de triterpenos (Cortez et al., 1998).

Cortez et al. (1998) isolaram a xantona inédita, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-hidroxi-3-metil-
butil)-xantona (Figura 15.9), a mistura de ésteres cinamicos triterpénicos e os outros
compostos e avaliaram sobre fungos. Quatro xantonas e o bifenil apresentaram atividade
sobre o fungo fitopatogénico Cladosporium cucumerinum, a somente 0,65 g a 6,25 pug em
ensaio de bioautografia. Duas xantonas preniladas inibiram o crescimento de Candida
albicans com apenas 10 g de cada composto utilizando-se 0 mesmo método. A aucuparina
e a 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona mostraram atividade sobre Bacillus
subtilis com Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 3,12 pg.mL™ e 12,5 pg.mL™,
respectivamente. Sobre Staphylococcus aureus, o bifenil apresentou potencid
antimicrobiano com CIM de 12,5 pg.mL™. Porém, as substancias ndo foram ativas sobre
bactérias Gram-negativas. O perfil bactericidafoi verificado pelo monitoramento dos meios

de cultura, ndo sendo observado crescimento posterior do microrganismo. A biossintese de
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aucuparina ainda ndo esta plenamente esclarecida quanto a sua presenca constitutiva na

planta ou sintese por estimul os ambientais, ou ambos (Cortez et al., 2002).
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Figura 15. Aucuparina (1), 2-hidroxi-1metoxixantona (2), 3-hidroxi-2,4-dimetoxi-xantona
(3), 4-hidroxi-2,3dimetoxixantona (4), swertinina (5), 6-hidroxi-1,3,5-trimetoxixantona (6),
1,3, 7-triidroxi-2(3-metilbut-2-enil)-xantona (7), 1,3,5-triidroxi-2(3-metil but-2-enil)-xantona
(8), 1,3,7-trihidroxi-2-(3-hidroxi-3-metil-butil)-xantona (9), kielcorina (10), jacareubina
(11). Fonte: Cortez et al., 1998.
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Quanto a toxicidade de K. coriacea, a literatura cientifica apresenta informagdes
sobre o extrato diclorometanico do caule, avaliado experimentalmente por via ora e
intraperitoneal em camundongos, demonstrando baixa toxicidade tanto aguda como
crénica. Os altos valores de DL sy permitem inferir uma margem ampla de seguranca para as
substancias do extrato, pois séo maiores que 500 mg.kg™ e 1 g.kg™ (Obici et al., 2008).

A aividade do extrato etandlico das folhas de K. coriacea foi avaliada sobre o
sistema nervoso em camundongos para verificar o efeito ansiolitico ou antidepressivo. O
tratamento oral de camundongos a 120 mg.kg™ por 30 dias permitiu observar um efeito
ansiolitico significativo. No entanto, os testes realizados para deteccdo da reducdo de sinais
depressivos ndo apresentaram beneficio no desempenho dos animais, mesmo em altas
concentracdes (Audi et al., 2002).

Ainda explorando metabdlitos secundérios do género Kielmeyera, Cruz et al. (19983,
1998b) isolaram cinco novas fenilcumarinas do extrato hexanico do caule de K. reticulata,
7-hidroxi-8-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil )-4-fenil-2',2’ -dimetil-2H,6H-benzo[ 1,2-b:3,4-
b’']-dipirano-2-ona; 7-hidroxi-8-(4-hidroxi-3-metil-l-oxobutil)-4-fenil-2’,2’ -dimetil-2H,6H-
benzo[1,2-b:3,4-b’']-dipirano-2-ona;  5-hidroxi-6-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil )-4-fenil -
2,2’ -dimetil-2H,6H-benzo [1,2-b: 3,4-b’]-dipirano-2-ona; 5,7-dihidroxi-6-(4-cinamoil-3-
metil-1-oxobutil)-S-(3-metil-2-butenil)-4-fenil-2H-I-benzopirano-2-ona e 5,7-dihidroxi-6-
(4-hidréxi-3-metil -1-oxobutil )-8-(3-metil -2-butenil )-4-fenil-2H-1-benzopirano-2-ona.

Foram publicadas também as estruturas de duas cumarinas preniladas inéditas
presentes no extrato hexanico do caule de K. reticulata, 7-hidroxi-8-(4-cinamoil-3-metil-1-
oxobutil)-4-n-propyl-2’,2 -dimetil-2H,6H-benzo[ 1,2-b:3,4-b’]-dipirano-2-ona e 5-hidroxi-
6-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil)-4-n-propyl-2’,2’ -dimetil-2H,6H-benzo[ 1,2-b: 3,4-b’ ] -

dipirano-2-ona, e duas ja conhecidas, 7-hidroxi-8-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil)-4-fenil-
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2,2’ -dimetil- 2H,6H-benzo[1,2-b:3,4-b’']-dipirano-2-ona e 5-hidroxi-6-(4-cinamoil-3-
metil-1-oxobutil)-4-fenil-2',2' -dimetil-2H,6H-benzo[ 1,2-b:3,4-b’ ] -dipirano-2-ona (Cruz et
al., 1998a).

Essas cumarinas foram isoladas também do extrato hexanico do caule de K. argentea.
Apesar da descricdo de xantonas como principais constituintes em espéecies do género
Kielmeyera, o estudo fitoquimico de K. argentea e K. reticulata ndo encontrou quai squer
metabdlitos desse grupo quimico. E interessante observar que isso ocorreu apds a
realizacdo de um trabalho envolvendo o mesmo 6rgdo vegetal utilizado em pesquisas
anteriores com espécies similares, bem como o méodo de extracdo solido-liquido com
solventes de polaridade proximas (Cruz et al., 1998b).

A atividade do extrato metandlico dos galhos de K. variabilis foi avaliada sobre o
vetor da esguistossomose, Biomphalaria glabrata. O fracionamento quimico permitiu o
isolamento de trés xantonas. assiguxantona B, 1,3,5,6-tetra-hidroxi-2-prenilxantona e a
kielcoring, aém do isolamento do é&cido 2,5-dihidro-benzéico. Apesar da atividade
observada no extrato bruto, os testes realizados com as substancias isoladas néo
apresentaram resultados relevantes, sobretudo quando comparadas a niclosamida, farmaco
anti-helmintico que também é utilizado como moluscicida (Pinheiro e Cortez, 2003).

O fracionamento por cromatografia gasosa (CG) foi utilizado para o estudo de 6leos
essenciais extraidos das folhas, flores e frutos de K. rugosa, permitindo a identificacéo
majoritaria de compostos sesquiterpénicos. Os principais constituintes isolados do fruto
foram &-vaerolactona, a-cubebeno, a-copaeno, pS-cariofileno, a-humuleno, a-selineno,
(E,E)-o-farneseno, o-cadineno e 1-epi-cubenol. Nas folhas foram encontrados

principamente:  (2)-3-hexen-1-ol, a-cubebeno, o-copaeno, p-cubebeno, p-cariofileno,
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germacreno D, cis-f-guaieno, a-selineno, d-cadineno e 1-epi-cubenol. Nas flores foram

isolados o benzil-alcool, 2-fenil-etanol e eugenol (Andrade et al., 2006).

1.5 Cerrado

Interesses ambientais, econdmicos e cientificos vém se mobilizando para o
conhecimento do Cerrado brasileiro, que representa um bioma de grande diversidade
quimica e riquezas naturais. A vegetacdo do Cerrado tem uma area origina de 2 milhfes
de km? abrangendo cerca de 23% do territério nacional, ou seja, compreendendo
praticamente um quarto da superficie do Brasil (Klink e Machado, 2005). O Cerrado é
considerado a Ultima fronteira agricola mundial, gerando, portanto, o interesse econdémico
da agriculura na regido (Borlaug, 2002). Estima-se que cerca de 40% da flora nativa tenha
sido substituida por monoculturas, principamente soja, e outras formas de agricultura
emergentes no pais. A imensa extensdo desse bioma é superada apenas pela Amazdnia com
3,5 milhdes de km®. A diversidade quimica presente em sua vegetacdo deve-se a diferentes
maneiras de adaptacdo as condices climaticas, de solo e geogréficas (Machado et al.,
2004).

O Cerrado é dividido sistematicamente de acordo com sua forma de manifestacdo
vegetal (Ratter et al., 1997; Machado et al., 2004). O Cerrado abrange desde a regido de
fronteira com a floresta amazonica e se estende aos estados do sudeste como S&o Paulo e
Parana, e também focos isolados em Roraima e Amapa, dém de Bolivia, Paraguai e

Venezuela (Figura 16).



35

Figura 16. Extensdo do bioma Cerrado no territorio nacional. Fonte: www.wikimedia.org

No Cerrado observa-se temperaturas entre 22 e 27 °C e um periodo de seca muito
intenso, que no Brasil Central se manifesta entre abril e setembro, seguido de um periodo
chuvoso de outubro a marco. Um componente muito importante nessa vegetacdo € a
resisténcia das espécies ao fogo, que ocorre com freqliéncia no periodo de seca e devido a
acdo antropica. As plantas apresentam tronco retorcido, espessamento da casca do caule e
ramificacOes, folhas rigidas, assm como a alta capacidade de regeneracéo, permitindo o
desenvolvimento de novos 6rgaos apés o periodo destrutivo (Ratter et al., 1997).

As variagfes vegetativas encontradas podem ser classificadas de acordo com as
caracteristicas boténicas de cada &ea. O Cerrado inclui ecossistemas distintos, que
apresentam por exemplo, desde locais com arvores de maior porte, com 12 a15 m de altura
(Cerraddo), mais populosa; alocais como Cerrado sensu stricto, que engloba arbustos com
2 a8 m, e cobre entre 20 a 70% do bioma; ou o Cerrado de campo, incluindo campo sujo e

campo limpo, de acordo com a presenca ou auséncia de individuos vegetais maiores, e as
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matas ciliares ou matas de galeria presentes junto aos rios e corregos (Brannstrom et al.,
2008).

Considerando-se as plantas de portes herbaceo, arbustivo, arbéreo e cipés, sdo
contabilizadas aproximadamente sete mil espécies vegetais. Estima-se que 44% dessas
espécies sgjam endémicas. Em relagdo as plantas herbéceas, as espécies exclusivas da
regido podem atingir 70% de endemismo (Filgueiras, 2002). Além disso, esse nivel de
endemismo de plantas do Cerrado contribui em 12% para a riqueza de espécies total que o
Brasi| apresenta (Klink e Machado, 2005).

Dentre os fatores que influenciam o metabolismo secundério das plantas do Cerrado
estdo sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, atitude, indice pluviométrico, ataque de
patdgenos e herbivoria. Praticamente todas as classes de compostos secundarios sofrem
variacOes sazonais, de acordo com a época do ano e oscilacdes circadianas, que ocorrem
devido as mudancas climédticas e a composicdo atmosférica durante o dia e a noite. Ha
grupos de compostos beneficiados por baixas temperaturas e outros que contrariamente,
necessitam do aumento da temperatura para otimizacdo da biossintese. A variagdo da
presenca ou ndo de certos compostos € observada também em exemplares de plantas da
mesma espécie que se desenvolvem em regides de diferentes altitudes (Gobbo-Neto e
Lopes, 2007).

A disponibilidade de recursos hidricos para a planta influencia processos como
fotossintese, mobilizacdo de reservas e expansdo foliar, e podem levar a alteragbes no
metabolismo secundé&rio. Do mesmo modo, quando a planta sofre atagues de patdgenos ou
herbivoria, atendéncia natural é o desenvolvimento de metabdlitos de defesa que permitam
sua sobreviéncia. Em efeito, os danos causados por agentes externos levam a respostas

biogquimicas, produzindo metabdlitos secundérios defensivos (Hartmann, 2007).
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E essas condicbes ambientais e estimulos externos causados as plantas geram um
conjunto magnifico de diversidade quimica no Cerrado, que dificilmente pode ser
encontrado em outros biomas. A seca prolongada, exigindo um maior esforco para captacéo
de &gua, as condic¢bes do solo com poucos nutrientes, as taxas elevadas de aluminio e a
necessidade de resisténcia ao fogo estimulam a producdo de metabdlitos secundérios. A
extensdo do bioma sobre as regifes do pais com diferentes circunsténcias ambientais
favorecem a multiplicidade de compostos quimicos que as plantas sdo capazes de sintetizar.
Isso aumenta a importancia cientifica e tecnoldgica do Cerrado, com a biossintese de
diversos recursos naturai s ainda minimamente estudado (Rangel et al., 2007).

O Cerrado € tido como um dos 25 pontos criticos (hotspots) mundiais para
conservacdo da biodiversidade, ou sgja, uma area com abundancia de espécies endémicas
em risco, e que necessita urgentemente de protecdo ambiental. Esse conceito visa direcionar
esforcos para minimizar impactos do desenvolvimento humano sobre a natureza e
coordenar os recursos de conservacdo para as regides mais ameacadas (Rangel et al., 2007).
Estima-se que caso ataxa de desmatamento anual do Cerrado permanecaem 2,2 milhdes de
hectares, teremos seu desaparecimento até 2030 (Machado et al., 2004).

O solo do Cerrado apresenta caracteristicas adversas a agricultura, pois é pobre em
nutrientes e com alta acidez. Assim, as atividades agricolas sdo induzidas pela utilizacéo de
fertilizantes e ca cario, que causam sérios danos para a reestruturacéo da vegetacao nativa,
com erosdes, falta de matéria organica e mudanca de pH (Rodrigues et al., 2007).

Além disso, a crescente monocultura de soja no Centro-Oeste e Norte do pais
provocam prejuizos ndo apenas associados ao cultivo, mas também as acGes como
gueimadas para a limpeza do solo, que fogem ao controle dos produtores e atingem areas de

protecdo ambiental. O fogo utilizado nessas ocasides € mais intenso que o suportado pelas
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plantas nativas. O incéndio de areas dominadas pelo capim-gordura s80 mais quentes e
mais prolongados, reduzindo a capacidade de regeneracdo do Cerrado (Klink e Machado,
2005).

No sentido de combater o desmatamento e a destruicdo do Cerrado, iniciativas de
organizagdes ndo-governamentais, governos estaduais, pesquisadores e agumas empresas
privadas junto a0 Ministério do Meio Ambiente, promovem préticas de conservacéo e
aplicacdo de préticas de desenvolvimento sustentével. Para maiores adesdes a essas praticas
€ preciso que a sociadade conheca a importancia do Cerrado. Asssm como a legislacéo
brasileira, quando por exemplo, no Codigo Florestal brasileiro, exige a manutencéo de
apenas 20% da area de Cerrado como reserva lega em propriedades privadas (esse
percentual é de 80% em regides da Amazonia) (Klink e Machado, 2005).

A possibilidade de aplicacdo cientifico-tecnoldgica do Cerrado pode ser visualizada
em todos esses aspectos, sobretudo no que diz respeito a riqueza de metabdlitos que pode
proporcionar a humanidade. Um exemplo dessa diversidade quimica pode ser observada
nos trabalhos de nossa equipe, com extratos de plantas e substancias do bioma Cerrado,
com potencia biolégico sobre Plasmodium falciparum (Mesquita et al., 2005; Mesquita et
al., 2007), sobre larvas de Aedes aegypti (Rodrigues et al., 2006), ou pela atividade
leishmanicida e tripanocida (Espindola et al., 2004; Vieira et al., 2008), dentre outros

diversos potenciais do bioma.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial inibitério de extratos e compostos de plantas do Cerrado sobre a-
amilases dos insetos Zabrotes subfasciatus, Acanthoscelides obtectus e o-amilase salivar

humana.

2.2 Objetivos especificos

Identificar extratos de plantas do Cerrado com atividade inibitéria sobre a-amilases
Determinar o 1Csy dos extratos ativos
Selecionar extrato para fracionamento quimico biomonitorado

Determinar os compostos responsaveis pela atividade inibitoria

vV V V V V

Elucidar a estrutura de compostos isolados
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3. Materiaise M étodos

3.1 Materiais

3.1.1 Enzimas

a-amilase salivar humanatipo XI1 (Sigma-Aldrich)
o-amilase de insetos extraida das larvas de Zabrotes subfasciatus e Acanthoscelides
obtectus

3.1.2 Solucgbes e tampdes

Tampao Succinico pH 5,0

Ac. succinico 0,15 M 1,779
NaCl 10 mM 58 mg
CaCl, 20 mM 222 mg
Aguadestiladag. s. p. 100 mL

Tampéo Citrato pH 6,0

Citrato de sbdio 1,049
NaCl 10 mM 58 mg
CaCl, 20 mM 222 mg
Aguadestiladag. s. p. 100 mL

Tampéo Fosfato pH 7,0

Fosfato de sodio 0,1 M 1,689

NaCl 10 mM 58 mg
CaCl, 20 mM 222 mg
Aguadestiladag. s. p. 100 mL

Tampéo TrispH 8,0

Tris0,05 M 0,619
NaCl 10 mM 58 mg



CaCl, 20 mM 222 mg
Aguadestiladag. s. p. 100 mL

Tampé&o TrispH 9,0

Tris0,1 M 122¢g
NaCl 10 mM 58 mg
CaCl; 20 mM 222 mg
Aguadestiladag. s. p. 100 mL

Acido Dinitrosalicilico (DNS)

NaOH 1M 409
Acido 3,5-dinitrosdicilico  2,5¢
Tartarato de sddio e potéssio 75 g
Aguadestilada g.s.p. 250 mL

Solucdo de amido 1%
Amido soluvel (Sigma-Aldrich) 19
Solugdo tampéo q.s.p. 100 mL

Solucéo de FeCl;

FeCls 1,62
SolugZo de HCI 0,001 M 1L

Solucdo delauril sulfato de sddio/ trietanolamina

Lauril sulfato de sodio 1% p/v
Trietanolamina 5% (v/v)

| sopropanol 20% (v/v)
Aguadestiladag. s. p. 100 mL

41
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Solucédo de Albumina Sérica Bovina (BSA) em Tampéao Acetato pH 4,9

Solugdo tampdo acetato de sodio pH 4,9.

Acido acético glacial 0,20 M 11,44 mL

Acetato de sodio 0,27 M 22,159
Cloreto de sodio 0,17 M 9,945 ¢
Agua destilada g. s. p. 1L

Albumina séricabovina (BSA) 1 mg por mL de solucéo tampao acetato ph 4,9.

3.1.3 Material cromatogréfico

Hexano P. A.

Cloroférmio P. A.

Acetato de etila P. A.

Metanol absoluto P. A.

Solucdo etanol-agua (9:1)

Sephadex LH-20 (Sigma)

Placas de silica gel Fys4 para cromatografia em camada del gada (Merck®)
Solucdes reveladoras: Solucdo | — Vanilina etandlica 1% plv

Solucéo Il - Solugdo etandlica de é&cido sulfarico 10% v/v
3.2 Méodos

3.2.1 Obtencao dos extratos brutos

As plantas foram coletadas no bioma Cerrado nos arredores de BrasiliaDF e
identificadas pelo botanico Prof. José Elias de Paula/lUnB. Foram depositadas exsicatas no
Herbario (UB)/UnB para assegurar a autenticidade da espécie coletada. Os 0rgaos vegetais
foram separados em cascas e madeira do caule e daraiz, fruto, sementes e folhas a fim de
direcionar o estudo de cada érgdo vegetal. E entdo dessecado, estabilizado e pulverizado

em moinho de facas para otimizagdo do processo de extracéo.
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O pd do materia botanico foi submetido a extracbes sucessivas por maceracao,
visando a obtencdo de solugdes extrativas de acordo com solventes de polaridade distinta
(hexano, diclorometano, etanol e solugéo hidroetandlica 90%), esgotando as substancias de
diferente natureza quimica presentes nos diferentes 6rgaos vegetais.

Apés a pré-filtragdo com uma membrana porosa e filtragdo com papel de filtro, a
solugdo extrativa foi recuperada e concentrada em aparelho rotavapor a 40 °C e pressdo
reduzida, para eliminagdo do solvente. O extrato foi armazenado em frascos e entéo
dessecado com soprador térmico, afim de eliminar o teor residual de solvente. Os extratos
foram armazenados em freezer a -20 °C (Figura 17). Para realizag@o dos testes in vitro os

extratos foram ressuspendidos em dimetilsulfoxido (DM SO) a20 mg mL™.

Figura 17. Extratos vegetais de plantas do bioma Cerrado.

3.2.2 Fracionamento quimico

3.2.2.1 Particdo liquido-liquido

O estudo fitoquimico do extrato hidroetandlico da casca do caule de Kielmeyera

coriacea foi iniciado com o método de extragdo de substancias por parti¢éo liquido-liquido.
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A técnica consiste na separacdo de moléculas de acordo com sua afinidade pelos sol ventes
organicos, ja que estes possuem caracteristicas fisico-quimicas distintas, que permitem a
migracéo de substancias em meio liquido para o solvente de polaridade mais semelhante. A
medida que adiciona-se um solvente com diferente polaridade € possivel obter diversas

solugBes com gradientes de polaridade distintos (Figura 18).

Figura 18. Particdo liquido-liquido do extrato hidroetandlico da casca do caule de

Kielmeyera coriacea.

O extrato vegetal (6,0 g) foi dissolvido completamente em metanol e a solucéo obtida
foi colocada em funil de separacdo. Entdo foi adicionado hexano, observando-se a
formagdo de duas fases. A fase apolar foi recuperada e posteriormente foi feito 0 mesmo
procedimento seqiiencial adicionando cloroformio e acetato de etila & fase metandlica,
adicionando moderadamente dgua quando necessario para facilitar a formagéo do conjunto
bifasico. Foram obtidas cinco fases de polaridade distintaz um precipitado insolUvel em

metanol/hexano (2,09 g), fase hexanica (0,11 g), fase clorof6rmica (0,62 g), fase acetato de
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etila (0,02 g) e fase metanol/égua (3,08 g). Estas foram dessecadas em soprador térmico e

avaliadas quanto ao potencia inibitorio sobre a-amilase.

3.2.2.2 Coluna cromatogréfica

A partir da fragdo metanol/dgua obtida na particdo liquido-liquido foi realizada
cromatografia utilizando coluna aberta de sephadex LH-20. Para tanto, foi usada uma
coluna de vidro com 50 cm de atura e 1,5 cm de didmetro para colocar 30 g de sephadex
previamente ressuspendido em 300 mL de metanol. Apdés adicionar a resina, o
empacotamento da coluna foi realizado mantendo a coluna fechada por 24 h, para permitir
a conformacdo da fase estacionaria de maneira adequada. Foram aplicados 1,308 g de
amostra na coluna, com um fluxo de 1 gota/3 segundos para coletar 165 fragdes de 8 mL

cada (Figura 19).

A

i
200080

|
Figura 19. (A) Coluna cromatogréafica aberta de sephadex LH-20 da fase metandlica da

particéo liquido-liquido obtida a partir do extrato bruto hidroetandlico da casca do caule de

Kielmeyera coriacea. (B) Placa de CCD de fragdes obtidas na coluna cromatogréfica no
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sistema de eluente clorof ormio:acetato de etila:metanol (30:60:10) e reveladas com vanilina
sulfarica

A reunido dessas fragdes foi feita por cromatografia em camada delgada (CCD) em
placas de silica ge 60 Fus (Merck), usando como solugdes reveladoras a vanilina
etandlicalsolucdo sulfurica (Figura 19). Os sistemas de eluentes da CCD foram
cloroformio:acetato de etilametanol (30:60:10) para as fracdes 1 a 32 e butanol:acido
acético:agua (60:20:20 e 50:25:25) para as frages 33 a 165.

Foi realizado também o estudo da fase cloroformica em coluna cromatogréfica aberta
flash, utilizando-se como fase estacionédria silica-gel 230-400 mesh (Merck), eluindo-se
com hexano-CHCI3 (50:50, 30:70, 15:85) CHCI3 puro, CHCI3:AcEt (90:10, 50:50), AcEt

puro e MeOH puro. As 36 subfractes coletadas foram monitoradas e reunidas por CCD.
3.2.2.3 Isolamento de substancias

As subfracfes 18-21 obtidas a partir do fracionamento da fase cloroférmica foram
aplicadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, em coluna de fase reversa Cyg

(RP-HPLC) paraisolamento e purificacéo.

3.2.3 Identificacéo e elucidacdo estrutural

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) unidimensionais (*H e **C) e
bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY) foram obtidos em espectrometro Bruker
300 e 500 MHz, utilizando piridina para solubilizacdo das amostras. Os espectros de
infravermelho (FT-IR) foram obtidos em espectrofotdmetro com amostras em pellets de

KBr.
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3.2.4 Determinacao de compostos fendlicos

A determinacdo dos compostos fendlicos e taninos totais foi realizada pelo método de
Hagerman e Butler (1978).
Fendis totais: Em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL de solugdo contendo 1% (p/v) de
lauril sulfato de sodio, 5% de trietanolamina (p/v) e 20% de isopropanol. Foi adicionado 1
mg de amostra e 1 mL de solugdo cromogénica de FeCls, seguido de repouso por 15 min e
entdo foi feitaa leitura da absorbancia a 510 nm. Utilizou-se acido tanico para a construgcéo
de uma curva-padréo de quantificagéo.
Taninos totais. A reacdo de quantificagdo com 1 mL (1 mg) de amostra foi realizada,
adicionando-se 2 mL de soluc&o de albumina sérica bovina (1 mg.mL™, tamp&o acetato 0,2
M, pH = 4,9). O conjunto foi deixado em repouso por 15 min e entdo centrifugado por 15
min a 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado, enquanto o precipitado foi dissolvido em 4
mL de solugdo de lauril sulfato de sddio 1%, contendo trietanolamina 5% e isopropanol
20%. Adicionou-se 1 mL de solucdo &cida (HCl 1 mM) de FeCls (1,62 mg.mL™) como
reagente cromogénico. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotébmetro a 510 nm.
Ambos ensaios de quantificagdo foram realizados em triplicata. Para quantificacdo de
taninos totais em cada amostra, foi preparada uma solugéo de acido tanico a 0,4; 0,5; 0,6;

0,7 0,8 mg.mL™, permitindo a elaboracéo de uma curva-padréo.

3.2.5 Obtenc&o dos insetos
A coldnia de Zabrotes subfasciatus e Acanthoscelides obtectus foi mantida em estufa
a 28 °C e umidade relativa de 80%. O ciclo de vida completo das duas espécies possuia

duracdo de 28 a 31 dias, iniciando-se com a ovoposicdo e finalizando com a eclosdo do
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inseto a partir das sementes de feijdo. A extragdo de larvas para os ensaios foi realizada

abrindo-se os gréos entre os dias 15 a 20, que permitia 0 desenvolvimento 6timo desejado.

3.2.6 Extracdo da a-amilase dos insetos

A extracdo das larvas de cada espécie nos gréos foi feita cerca de 15 a 20 dias apos a
infestacdo, permitindo o desenvolvimento adequado para a extragcdo das a-amilases. As
larvas foram homogeneizadas a 4 °C em 5 volumes de NaCl 10 mM contendo 20 mM de
CaCl,, centrifugadas a 10000 g em trés ciclos de 20 min a4 °C. O sobrenadante obtido foi
fonte do pool de enzimas, dentre elas a a-amilase. O material foi congelado a— 20 °C para

preservacdo da atividade enziméticaem aliquotas.

3.2.7 Preparacao da a-amilase salivar humana
A a-amilase salivar humana tipo XII foi adquirida da Sigma-Aldrich, dissolvida em

solucdo de CaCl, 10 mM e armazenada em aliquotas em tampéo fosfato (pH = 7,0).

3.2.8 Determinacéo de condicdes 6timas de pH

Foram determinadas as condi¢des Gtimas de pH para a a-amilase de cada inseto, por
meio de uma curva de atividade pH dependente com tampé&o succinato (pH 4,0 e 5,0),
tampéo citrato (pH 6,0), tamp&o fosfato (pH 7,0) e tampéo Tris (pH 8,0 e 9,0). A atividade
enzimdtica foi testada segundo Bernfeld (1955), incubando 6 unidades de atividade da
enzima diluida no tamp&o respectivo e 50 pL de solugéo de amido 1% (Sigma-Aldrich) por
20mina37 °C.
A reagdo enzimatica foi interrompida adicionando 100 pL de acido 3,5-dinitrossalicilico

(DNS) 1% (em NaOH 1 N e tartarato de sodio e potassio 30%) e depois levada ao banho-
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maria por 5 min em ebulicdo. A formacgdo do complexo maltose-DNS fornece a coloragéo
laranja avermel hado intenso.

Foi adicionado 1 mL de &gua destilada apds o fim da reacdo e posteriormente
verificada a absorbancia a 550 nm em espectrofotdmetro leitor de microplacas (Biorad®). A
atividade inibitoriafoi determinada pela comparacéo da atividade da enzima na auséncia do
inibidor avaliado. Cada experimento foi realizado em triplicata. Foi considerada uma
unidade de atividade a quantidade de enzima necessaria para aumentar em 0,1 a

absorbancia

3.2.9 Ensaios de inibicdo enzimatica

Os ensaios in vitro de atividade enzimética foram readizados segundo o método de
Bernfeld (1955) com adaptacdes. Foram incubadas 6 unidades de atividade da enzima por
20 min a37 °C com 5 pL de extrato vegetal a 20 mg.mL™ e tamp&o succinico 0,15 M (pH
5,0). Entéo foram adicionados 50 pL de solucdo de amido 1% (Sigma-Aldrich) em tampéo
succinico 0,15 M (pH 5,0) parareagdo por 20 min, com a concentracdo final do extrato a1
mg.mL™. Apds ainterrupcéo da reacdo com DNS, foi adicionado 1 mL de dgua destilada e
feita a leitura da absorbancia a 550 nm. A atividade inibitdria (Figura 20) foi determinada

pela seguinte férmula:

Atividade inibitéria (%) = 100 - (T — BI) x 100
“(CE-BE) _

Onde:
T representa a absorbancia do teste de inibicdo enzimatica, contendo enzima, extrato

vegetal, solucdo de amido e &cido 3,5-dinitrossalisilico (DNS). O valor obtido em cada
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leitura refere-se a atividade enzimética residua da a-amilase ap0s sofrer a agdo do extrato
pré-incubado;

Bl representa a absorbancia do branco de inibigdo, contendo extrato vegetal, solucéo de
amido e DNS, visando eliminar variagoes relacionadas a colorago caracteristica do extrato
vegetal, aém da possibilidade de atividade amilolitica endégena do mesmo €/ou o teor de
maltose possivel mente presente no extrato antes do experimento;

CE representa a absorbancia do controle de atividade enzimética, contendo enzima, solucéo
de amido e DNS. Essa variavel fornece o referencial da atividade méxima de a-amilase
usada pararealizacéo do experimento;

BE representa a absorbancia do branco de inibi¢do, contendo solucdo de amido e DNS.
Utilizado para evitar variagOes relacionadas a absorbancia da coloragdo tipicamente

amarelado &cido dinitrossalicilico (DNS) e do amido.

A
seesiiee o)
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Figura 20. Microplaca do teste de atividade inibitoria de extratos vegetais. Cada coluna
representa uma amostra avaliada em triplicata. (A) representa a triplicata do teste (T) com
coloragdo mais clara devido & menor formacdo de complexo maltose-DNS, indicando
inibicdo da a-amilase, em comparacdo com o controle da enzima, além da respectiva

triplicata do branco de inibicéo (Bl). O controle de enzima (CE) refere-se a capacidade



51

maxima da enzima na formacdo de maltose, tipicamente com laranja avermelhado mais

intenso. (BE) representa a col oragdo tipicado DNS e do amido.

3.2.10 Ensaios de inativacdo térmica

As amostras ativas foram submetidas a estresse térmico, afim de avaliar a capacidade
dos inibidores na manutencéo da atividade inibitoria. Elas foram aguecidas em banho-maria
a 100 °C por 10 min e entdo testadas sobre a a-amilase dos insetos. Foi observada a
producdo de maltose apds o aqueci mento, para determinar a termoestabilidade do composto

responsavel pelaatividade.
3.2.11 Determinacao do perfil inibitério dos extratos ativos

Os extratos com atividade inibitéria significativa, ou sgja, maior que 80%, foram
selecionados para a avaliacdo do potencia inibitorio em diluigdes seriadas a fim de
determinar a concentracdo de inibicdo de 50% da atividade da enzima (1Csp). Cada extrato
ativo foi testado a 1000, 800, 600, 400, 200, 120 e 40 pg.mL™ para construir a curva de

inibicéo.
3.2.12 Andlise estatistica

O cdculo de ICg foi feito a partir de graficos relacionando a atividade inibitéria
concentragdo-dependente, utilizando os dados das triplicatas de cada teste para redlizar a

andlise de regressdo ndo-linear no programa M S Excel®.
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4. Resultados e Discussao

A atividade inibitéria dos extratos vegetais foi avaliada em testes preliminares sobre
duas fontes distintas de a-amilase, os insetos-praga de feijdo Zabrotes subfasciatus e
Acanthoscelides obtectus. Foram testados 185 extratos brutos, dentre os quais eram 81
hexanicos, 49 etandlicos, 30 diclorometanicos e 25 hidroetandlicos, apresentados na Tabela
2. Do tota de extratos obtidos de acordo com cada 6rgdo vegetal envolvido, havia 42
extratos originados de folhas (F), 33 de casca do caule (CC), 32 de madeira do caule (MC),
27 de madeiradaraiz (MR), 20 de cascadaraiz (CR), 12 de caule ( madeira + casca) (C),
12 de raiz (madeira + casca) (R), 4 de fruto com semente (FS), 2 de rizomas (Rz) e 1

extrato vegetal obtido a partir de fruto (Fr).

Tabela 2. Extratos vegetai s avaliados quanto a atividade inibitéria sobre a-amilases.

Familia Numero de
o Parte da planta usada (sol vente) .
Espécie Herbério
Alismataceae
Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli F'(d,sh) (UB) 3748

Anacardiaceae

Schinus ter ebinthifolius Raddi F(h,d,sh), C*(h,d,sh), MR3(h,d,sh) (UB) 3753
Annonaceae
Annona crassiflora Mart. F(he), CC*he, MC(he, (UB)3700
CR%(e), MR(e)
Cardiopetalum calophyllum Schtdl. F(h,e), CC(h,e), MC(h,e), R'(h,e) (UB) 3703
Duguetia furfuracea (A. St. Hil.) Saff. F(h,e), C(h,e), CR(h,e), MR(h,e) (UB) 3679
Xylopia aromatica (Lam.) Mart. F(h,e), CC(h,e), MC(h,e), (UB) 3699

CR(h,e), MR(h,e)



Xylopia emarginata Mart.

Apocynaceae

Aspidosper ma macrocar pon Mart.

Aspi dosper ma tomentosum Mart.
Condylocarpon isthmicum (Vell.) A. DC.
Hancornia pubescens Nees & Mart.

Himatanthus obovatus (Mull. Arg.) Woodson

Peschiera affinis (Mull. Arg.) Miers var. campestris

Rizzini

Asteraceae

Eremanthus glomeratus L ess.

Piptocarpha macropoda (DC.) Baker

Clusiaceae

Calophyllum brasiliense auct. non Camb.

Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.

Malphighiaceae
Byrsonima crassa Nied.

Mimosaceae
Enterolobium ellipticum Benth.

Sryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Rubiaceae
Chomelia pohliana Mull. Arg.

Palicourea rigida Kunth

F(h,e), CC(h,e), MC(h,e),
CR(h,e), MR(h,e)

Fhe), CChe, MChe),
CR(h,6), MR(h,e)

Fhdsh), C(h), CC(hdsh),
MC(h,d), R(d)

F(h,e), CC(h,e), MC(h.e)

F(h,e), CR(h,e), MR(h.€)

F(h,e), CR(h,e), MR(h.€)

cC(h,e), MC(h,e), R(h,e)

Fhe), CChe, MChe),
CR(h,), MR(h,€)
cc(he)

F(h,d,sh), CC(h,d,sh), MC(h,d,sh),
R(h,d,sh)

CC(hd,sh), MC(h), CR(h),
MR(h,d), Fré(h)

Fhdsh), MC(hdsh), CC(d),
MR(h)

F(h,d,sh), C(h,d,sh), MR(h,d,sh)
F(h,d), MC(h,d)

R(sh)
C(h)

53

(UB) 3690

(UB) 3692
(UB) 3732
(UB) 3663
(UB) 3677

(UB) 3678
(UB) 3717

(UB) 3721

(UB) 3680

(UB) 3754

(UB) 3745

(UB) 3743

(UB) 3739
(UB) 3740

(UB) 3741
(UB) 3744



Vochysiaceae
Qualea grandiflora Mart. F(h,d,sh), C(h,d), CC(h,e), (UB) 3746
FS’(h,d,sh), MC(h,d,e,sh),
Qualea parviflora Mart. R(h,e,sh), CR(d,sh) (UB) 3742
CC(h,d,sh), MC(h), CR(h,sh),
MR(h,d,sh), FS(h)
Zingiberaceae
Renealmia alpinia (Rotth.) Maas. Rz'%(h,d) (UB) 3719

'F: Folha, %C: Caule (Madeira + Casca), *MR: Madeira da Raiz, “CC: Casca do Caule, "MC: Madeira do
Caule, °CR: Casca da Raiz, 'R: Raiz (Madeira + Casca), , ®Fr: Fruto, °FS: Fruto + Semente, *°Rz: Rizoma.

Solventes. h: hexano, d: diclorometano, e: etanol, sh: solucéo hidroetandlica.

A capacidade inibitoria enzimética significativa, ou sga, maior que 80% de inibicdo
sobre Z. subfasciatus a Img.mL™, foi observada para 12 extratos, correspondendo a 6,49%
do total de extratos avaliados. Os 12 extratos ativos sobre a-amilases de Z. subfasciatus
(ZSA) foram avaliados sobre a-amilases de A. obtectus (AOA) e a-amilase salivar humana
(ASH). Cinco desses obtiveram atividade semelhante sobre AOA na mesma concentragéo,
sendo obtidos a partir das espécies Byrsonima crassa, Calophyllum brasiliense, Kielmeyera
coriacea e Qualea parviflora (Tabela 3). Entre os 12 extratos ativos sobre ZSA,
observamos ainda que 7 deles inibem entre 50 e 80% tanto AOA quanto ASH. Os extratos
hidroetandlicos da casca do caule de K. coriacea, madeira do caule de C. brasiliense e
madeira do caule de B. crassa inibiram fortemente a atividade das a-amilases de Z.
subfasciatus, A. obtectus e salivar humana. Esses resultados obtidos a partir da atividade de

extratos brutos podem ser valorizados pelo isolamento de compostos puros. Dentre as 11
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familias estudadas, as espécies mais ativas pertencem as familias Annonaceae,

Apocynaceae, Clusiaceae, Vochysiaceae e Mal pighiaceae.

Tabela 3. Atividade inibitdria dos extratos vegetais sobre a-amilases de Z. subfasciatus (ZSA) e A.

obtectus (AOA) a1 mg.mL™ e sobre a-amilase salivar humana (ASH) a125 pg.mL™,

Espécie Org&o vegetal
Inibicao (%)
(solvente)
ZSA AOA ASH
(1 mg.mL™) (ImgmL?Y)  (125ugmL™)
Annona crassiflora Fl(e) 86,58 + 1,89 6854+911 44,75+0,36
Aspidosper ma macrocar pon MR?(h) 100+ 5,34 14,69 £ 0,27 0+345
Byrsonima crassa MC3(sh) 99,64 + 6,21 9241+234 9512+0/44
CCH(d) 98,23+ 1,70 43,07+198 62,05+4,79
Calophyllum brasiliense CC(sh) 96,92 + 4,15 68,77 +6,00 84,03+0,64
MC(sh) 100 + 3,39 86,39+ 3,74 80,632,311
R>(sh) 99,05 + 7,30 100 £ 9,57 71,00+ 1,50
Kielmeyera coriacea CC(sh) 100 + 3,28 96,14+ 4,36 97,09 + 0,69
Qualea grandiflora F(sh) 96,42 + 2,00 62,20+ 4,71 52,00+ 1,04
Qualea parviflora CC(sh) 90,65 + 2,56 16,60+ 0,03 11,89+ 1,55
CR®(sh) 90,26 + 4,59 51,17+6,94 79,67 +1,05
MR(sh) 96,19 + 1,93 89,33+3,79  78,35+0,50

F: Folha, 2MR: Madeira da Raiz, , MC: Madeira do Caule, *CC: Casca do Caule, °R: Raiz

(Madeira + Casca), °CR: Cascada Raiz. Solventes: e: etanol, h: hexano, sh: solucdo hidroetandlica

90%, d: diclorometano. Os resultados est&o representados pelo valor de inibicdo em % * desvio

padrdo datriplicata das amostras testadas.



56

Os 0rgdos vegetas que apresentaram maior capacidade de inibicdo foram
principa mente os oriundos de caule e raiz, com 6 e 4 extratos ativos cada, respectivamente.
Esse fato pode estar relacionado a uma maior presenca de carboidratos nesses 0rgaos,
provocando a necessidade da planta em produzir substancias capazes de evitar a acéo
predatéria. Foi observada uma predominancia de extratos polares com atividade biol6gica,
pois dentre os 12 ativos, 9 foram obtidos a partir da extragdo com solugdo hidroetandlica
(Tabela 3). A dta polaridade dos extratos testados confere a presenca de moléculas que
possivelmente sdo capazes de interagir com as a-amilases de forma mais eficiente. Esses
resultados condizem com trabalhos anteriores, cuja atividade inibitéria relatada sobre
glicosidases e capacidade de precipitacdo e inibicdo enzimética esta associada a compostos
polares, como flavononas (Kim et al., 2006), taninos (Kandra et al., 2004) e outros
compostos polifendlicos (Qiang et al., 2006).

Nos testes de determinacéo do pH 6timo para as duas espécies de insetos utilizadas,
foi observado um pico de atividade enzimética para ambas isoformas em meio &cido, mais
especificamente pH 5,0. De acordo com a literatura, na ordem Coleoptera o intestino desses
insetos no estégio larval apresenta meio fisiologico &cido, com pH étimo entre 4,5 e 5,5
(Sivakumar et al., 2006). A temperatura ideal para as enzimas do trato digestivo desses
insetos-praga € bem descrita, demonstrando seu carater termol&bil, com melhor atividade
entre 30 e 40 °C (Gibbs e Alli, 1998). Em nossos estudos, quando testada a manutencéo da
atividade biol6gica das amostras apés estresse térmico, ndo ocorreu reducdo da capacidade
inibitoria de nenhum dos extratos ativos. Em relagdo a estabilidade térmica de certos
inibidores protéicos, essa geramente é varidvel em experimentos nas mesmas condi¢oes

estabelecidas (Vaéncia-Jimenez et al., 2008).
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Com potencial inibitorio sobre ZSA entre 99 e 100%, destacaram-se 0s extratos
hidroetandlicos da casca do caule de Kiemeyera coriacea, madeira do caule de
Calophyllum brasiliense e madeira do caule de Byrsonima crassa, aém do extrato hexanico
damadeira daraiz de Aspidosperma macrocarpon (Tabela 3). Esses extratos foram capazes
de inibir fortemente a hidrélise de amido a 1 mg.mL™. Para os testes com AOA, foram
obtidos valores de inibicdo entre 14,69% e 100% na mesma concentracéo de 1 mg.mL™ de
extrato, onde o extrato hidroetandlico da raiz de C. brasiliense inibiu totamente a
degradacdo do substrato pela a-amilase de A. obtectus (Tabela 3). Vaéncia et al. (2000)
relataram a inibicdo de 80% da a-amilase de Hyppothenemus hampei, a broca do café,
guando utilizado 1 mg do extrato protéco de sementes de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris).

Os estudos realizados na busca por inibidores enziméticos do estdgio larval do inseto
A. obtectus permitem observar maior resisténcia das isoformas encontradas no seu trato
digestivo. Ishimoto e Chrispeels (1996) demonstraram diferentes mecanismos de resisténcia
para espécies distintas de bruquideos, utilizando varios inibidores de a-amilase protéicos,
como aAl-1 e aAl-2, aém de caracterizar a incapacidade de todos eles em inibir a enzima
de A. obtectus. Também na busca por inibidores potentes, extratos protéicos da semente de
Dipterix alata foram avaliados e apresentaram inibi¢do sobre a-amilases de Callosobruchus
maculatus (80%) e de Anthonomus grandis (70%), porém ndo inibiram AOA e a a-amilase
pancreética porcina (APP) (Bonavides et al., 2007).

Os extratos ativos sobre ZSA também tiveram sua atividade inibitoria avaliada sobre
a a-amilase salivar humana (ASH) a 125 pg.mL™. O extrato hidroetandlico da casca do
caule de K. coriacea manteve sua excelente agcdo sobre a degradacdo de amido, ainda que

em concentragBes menores, reduzindo a atividade enzimética de ASH a apenas cerca de 3%
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da sua capacidade 6tima. O mesmo efeito ndo foi observado para A. macrocarpon e Q.
parviflora, cujos extratos tiveram grande especificidade para aisoforma de Z. subfasciatus.

E interessante ressaltar a especificidade do Gnico extrato ativo nessa polaridade, o
extrato hexanico da madeira da raiz de A. macrocarpon, que inibiu totalmente a atividade
da ZSA e néo dterou a atividade da a-amilase salivar humana. Essa especificidade também
ocorreu em nivel da AOA, que foi inibida em apenas 14% por esse extrato. Podemos
destacar ainda o extrato hidroetandlico da casca do caule de Qualea parviflora, que inibiu
em 90% a ZSA, enquanto apenas 11% sobre a ASH. A compreensdo dos mecanismos de
inibicdo para a-amilases de mamiferos e insetos pode ser considerada essencial para a
busca de inibidores de dta afinidade e especificidade, com aplicacdo inclusive na
agricultura (Payan, 2004). O estudo de inibidores especificos para aplicacdo na protecéo
contra pragas agricolas preenche um requisito extremamente benéfico quando observa-se
um efeito significativamente menor em organismos ndo-alvo (Franco et al., 2002).

O extrato hidroetandlico da casca do caule de C. brasiliense inibiu em 84,03% a
ASH, enquanto o extrato hidroetandlico da casca do caule de K. coriacea obteve 97,09% de
inibicdo sobre essa enzima e o extrato hidroetandlico da madeira do caule de B. crassa
restringiu em mais de 95% a atividade amilolitica da ASH (Tabela 3). Estudos anteriores
relataram a capacidade de extratos aquoso e etandlico de Varthemia iphionoides
(Asteraceae) em inibir cerca de 15 e 21% de APP a 200 pg.mL™ (Al-Dabbas et al., 2006),
engquanto um extrato de Phaseolus coccineus, rico em proteinas foi testado sobre ASH e
APP; inibindo completamente as isoformas de mamiferos a 50 pg.uL™ (Vaencia-Jimenez
et a., 2008).

Neste trabalho, a observacéo de vaores de inibicdo relevantes sobre ASH, as vezes

até mais importantes que sobre as a-amilases de A. obtectus coincidem com relatos da
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susceptibilidade da a-amilase humana. Em efeito, as adaptacOes progressivas dos insetos-
praga as defensinas vegetais (Franco et al., 2002; Rekha et al., 2004) levam a ateractes
evolutivas que sdo observadas na comparagdo das sequéncias de residuos de aminoéacidos
da a-amilase salivar humana e de Z. subfasciatus, que possuem apenas cerca de 50% de
identidade e 71% de similaridade (Grossi-de-Sa e Chrispeels, 1997).

Objetivando-se 0 estudo do perfil inibitorio desses extratos vegetais, foi determinada
a concentracdo dos extratos ativos capaz de inibir 50% (ICsp) da capacidade enzimética de
ZSA e AOA (Tabela 4). Dos 12 extratos testados, 5 apresentaram valores significativos de
inibicdo entre 196 e 110 pg.mL™. Foi possivel observar uma seletividade de inibico sobre
ZSA, pois os menores valores de 1Csy foram observados para Z. subfasciatus. lulek et al.
(2000) demonstraram esse comportamento seletivo do inibidor cerea BlIl em relagdo a
atividade sobre AOA. Esse inibidor, purificado, reduziu em 52% a acdo de APP a 25
ng.mL™, e namesma concentraco inibiu em 79% a AOA e 85% aZSA.

O extrato hidroetandlico da casca do caule de K. coriacea inibiu expressivamente a
enzima, com valores de |Cs de 110,00 pg.mL™ para ZSA e 272,12 pug.mL™ para AOA. O
extrato hidroetandlico da raiz de C. brasiliense também apresentou inibicdo bem
promissora, com 1Cs de 131,37 ug.mL™ para ZSA e 257,18 pgmL™” para AOCA. A
expressividade desses valores pode ser compreendida quando comparamos com estudos
recentes que testaram fragdes protéicas de sementes de Pterodon pubescens (Fabaceae),
com 65% de inibic&o sobre a-amilase de C. maculatus a 50 pg.mL ™ e um inibidor protéico
isolado de sementes de papaia, cujo ICso foi aproximadamente 49 pg.mL™ (Silva et al.,

2007).
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Tabela 4. Concentragdo dos extratos ativos capaz de inibir 50% (1Csp) as a-amilases de Z.

subfasciatus e de A. obtectus.

Espécie

Org&o vegetal (solvente)

Annona crassiflora

Aspidosper ma macrocar pa

Byrsonima crassa

Calophyllum brasiliense

Kielmeyera coriacea

Qualea grandiflora

Qualea parviflora

Fl(e)
MR4(h)
MC(sh)
CC*(d)
CC(sh)
MC(sh)
R(sh)
CC(sh)
F(sh)
CC(sh)
CR®(sh)

MR(sh)

ICso (Mg.mL™)

Z. subfasciatus A. obtectus
802,67 546,25
755,42 > 1000
167,90 486,58
567,82 > 1000
151,97 523,88
196,00 400
131,37 257,18
110,00 272,12
646,98 699,04
480,16 > 1000
210,02 1000
267,28 282,19

'F Folha, °MR: Madeira da Raiz, , 3MC: Madeira do Caule, “CC: Casca do Caule, °R: Raiz

(Madeira + Casca), °CR: CascadaRaiz. Solventes: e etanol, h: hexano, sh: solucéo hidroetandlica

90%, d: diclorometano. Os resultados estdo representados pela concentracdo responsavel pela

inibicdo de 50% da atividade enzimética. Os testes foram realizados em triplicata

A busca por novos inibidores enziméticos, como alternativa no controle de insetos-

praga, vem estimulando cada vez mais a realizagdo de estudos para 0 uso de técnicas
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transgénicas de insercéo de genes de resisténcia a insetos, ou ainda para o desenvol vimento
de bioinseticidas especificos (Murad et al., 2007). Esses resultados obtidos de atividade de
extratos vegetais de plantas do Cerrado sobre a-amilases de insetos e mamiferos podem
contribuir com as perspectivas de novas estratégias no controle de pragas, observando ainda
a especificidade dos possiveis inibidores sobre as enzimas-alvo. O isolamento dos
compostos responsaveis pela inibi¢ao, por meio de fracionamento quimico biomonitorado,
associado a estudos de interagdo inibidor-enzima, fornecera maiores informacfes que
permitirdo conhecer novos meios de protecdo contra insetos.

O extrato hidroetandlico da casca do caule de K. coriacea foi selecionado para estudo
quimico-biol6gico devido ao seu forte perfil inibitorio sobre a-amilase salivar humana
(ASH), atingindo mais de 95% de inibicdo a 125 pg.mL™. Esse extrato apresentou maior
especificidade para a isoforma humana dessa enzima, ja que nas concentracdes de 110,00 e
272,12 pg.mL™ inibiu, respectivamente, 50% da atividade de a-amilases dos insetos-praga
Z. subfasciatus e A. obtectus. Assim, o estudo quimico do extrato hidroetandlico da casca
do caule de K. coriacea foi monitorado sobre a-amilase salivar humana.

O estudo quimico foi iniciado por meio da separacdo liquido-liquido (Figura 21). A
particéo de 6 g de extrato bruto forneceu cinco fases de acordo com a afinidade quimica das
substancias pelos diferentes solventes utilizados. Durante esse processo de separacéo, a
adicdo de hexano a amostra dissolvida em metanol formou duas fases orgéanicas, dém de
um precipitado cristalino e avermelhado quando seco, parciamente solivel em metanol ou
agua, recuperado como fase 1 (2,09 g). A fase hexanicafoi recuperada e denominada fase 2
(0,11 g). A continuagdo do processo de particdo forneceu ainda a fase cloroférmica,

denominada fase 3 (0,625 g), a de acetato de etila, denominada fase 4 (0,02 g) e por fim a
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fase hidrometandlica, fase 5 (3,08 g) (Figura 21), de aspecto vermelho e forma semel hante
aporcdo insoluvel inicial.

As fases 2 e 3 ndo mostraram atividade relevante sobre a-amilase salivar humana
(ASH) a 125 pg.mL™, enquanto a fase 4 demonstrou uma maior capacidade de inibico,
atingindo 63,55% de reducdo da capacidade enzimética. As fases de maior rendimento, 1 e
5, mais polares, demonstraram a presenca de potentes inibidores, atingindo 99,35 e 96,35%

de inibicao, sobre a-amilase salivar humana (Tabela 5).

Tabela 5. Inibicdo da a-amilase salivar humana (ASH) pelas diferentes fases obtidas da

particdo liquido-liquido do extrato hidroetandlico da casca do caule de Kielmeyera

coriacea.

Fase Descricdo Atividade a 125 pg.mL™ (%)? Rendimento
g (%)

1 Precipitado MeOH/hexano 99,35 + 0,26 2,09 (34,83)
2 Fase hexéanica 7,58 + 0,96 0,11(1,83)
3 Fase cloroformica 1355+ 1,46 0,625 (10,42)
4 Fase acetato de etila 63,55 + 0,45 0,02 (0,33)
5 Fase MeOH/agua 96,35+ 0,78 3,08 (51,33)
6 Extrato hidroetandlico 98,60 £+ 0,68 6 (100)

®Resultados de inibicdo expressos em porcentagem + desvio padrdo das triplicatas de cada
teste.
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Figura 21. Fracionamento quimico do extrato hidroetandlico da casca do caule de

Kielmeyera coriacea.

Kielmeyera coriacea
Extrato hidroetandlico

Cascado caule de K. coriacea (6 g)*

Y

Particéo liquido-liquido

v

Fase 1*
Precipitado
MeOH/Hexano

Fase 2
Hexanica
(0119)

\ 4

\ 4

Fase 3
Cloroférmica
(0,63 )

Fase 4
Acetato de etila
(0,02 9)

Colunaflash
Silica-gel

Grupo 5
(59,0 mg)

RP-HPLC

A\ 4

\4

Grupos1 a6

y

Compostos em

determinacéo estrutural

1,3, 7-trihidroxi-2-prenilx

(11,9 mg)

\ 4 JV

1,3,7-trihidroxi-2-prenilxantona
(15,0 mg) (31,0 mg)

Osgjaxantona

* Acompanhamento da atividade inibitéria sobre a-amilase salivar humana
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O conteido de fendis totais das fases da particdo liquido-liquido e do extrato bruto
hidroetandlico da casca do caule de K. coriacea foi analisado pela técnica de Hagerman
Butler (1978) e estdo dispostos na Tabela 6. As fases responsaveis pela importante agdo
biol6gica, fases 1 e 5, demonstraram ser constituidas por um forte teor de compostos
fendlicos, com presenca expressiva de taninos. Os resultados encontrados dessas fases
sobre ASH permitem relacionar a ligacdo entre a concentracdo dessas substancias e a
capacidade de inibicdo enzimatica. A fase 1, precipitado metanol/hexano, que inibiu mais
de 99% a ASH, apresentou basicamente apenas compostos polifendlicos, com 1 mg.mL™
equivalente de &cido tanico, sendo 53,56% de taninos totais. A fase 5, metanol/agua, que
inibiu mais de 96% a ASH, continha cerca de 0,95 mg.mL™ de compostos fenélicos, dos
quais aproximadamente 35,96% sdo taninos (Tabela 6). As fases 2 e 3, hexéanica e
clorofdrmica, ndo foram solGveis em metanol/agua (1:1) paraarealizacdo dos experimentos
de dosagem de compostos fendlicos e taninos totais.

Os taninos tém propriedade de complexacdo com proteinas em diversos graus, o que
confere uma capacidade variavel de inibicdo enzimética (Zgjacz et al., 2007). Portanto, ha
estudos relatando a atividade desses compostos sobre diversas enzimas, como 0s taninos
hidrolizaveis e condensados, ativos sobre a xantina-oxidase, 0s elagitaninos ativos sobre a
proteina kinase C e as proantocianidinas, que sdo taninos condensados, com capacidade
inibitdria sobre a enzima conversora de angiotensina (ECA) (Zajécz et al., 2007). Com base
nessas propriedades dos taninos sobre enzimas, McDougall et al. (2005) estudaram o
potencial inibitério de extratos aquosos de frutos de Fragaria ananasia (Rosaceae),
Vaccinium corymbosum (Ericaceae), Ribes nigrum (Grossulariaceae) e Rubus idaeus
(Rosaceae) sobre a-amilase salivar humana, a-amilase pancredtica porcina (APP) e a-

glucosidase. Os extratos dos frutos de F. ananasia e R. idaeus, ricos em taninos,
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apresentaram mais de 70% de inibicdo de ASH utilizando-se 50 pg de fendis totais e 50%

deinibicdo de APP com 100 pg de fendis totais.

Tabela 6. Teor de compostos fendlicos e taninos das fases da particdo liquido-liquido do

extrato hidroetandlico da casca do caule de Kielmeyera coriacea.

Er acs Compostos fendlicos totais Taninostotais
racéo
& (mg.mL ™ eg. &c. tanico) %?  (mg.mL ™ eq. &c. tanico) %"

1 1,00 (100 + 2,54) 0,54 (53,56 + 0,38)
2 - -
3 - -
4 0,36 (35,56 + 5,31) 0,15 (15,02 + 0,65)
5 0,95 (94,91 +6,31) 0,36 (35,96 + 0,60)
6 1,00 (100 + 3,11) 0,75 (74,52 + 0,25)

294 de compostos fendlicos totais en mg.mL™ equivalente de &cido tanico. P % de taninos
totais en mg.mL™ equivalente de &cido tanico. © fases n&o sollveis em metanol agua (1:1)

para arealizacéo dos testes.

Em estudos com fragbes ricas em taninos extraidas de Garcinia mangostana
(Clusiaceae) sobre a-amilase pancredtica porcina, Loo et al. (2007) sugerem que a
interacdo entre enzimas e compostos polifendlicos tem carater especifico, onde essa ligacéo
dependeria mais da estrutura e ndo apenas do teor encontrado. Se considerarmos essa

possi bilidade para nossos resultados, a concentracgo de polifenéis nafase 1 (1,00 mg.mL™)
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e 5 (0,95 mg.mL™), assim como a concentracéo de taninos totais (0,54 e 0,36 mg.mL™,
respectivamente) explicam apenas parcia mente o potencid inibitério dessas fases.

Embora a metodologia de doseamento de taninos totais utilize o acido tanico como
composto referéncia, esse écido, constituinte varios taninos hidrolisavels (ésteres formados
a partir de &cidos e aglicares), apresenta, segundo a literatura, baixa capacidade de inibicdo
de a-amilase pancredtica porcina, com ICso de 305,7 pg.mL™(Loo et al., 2007). As fases
obtidas nesse trabaho apresentaram ata concentracdo de compostos fendlicos,
particularmente taninos quantificados pelo método de Hagerman & Butler (1978). Foram
feitas &nélises preliminar en HPLC e RMN 'H sobre as fases ativas 1 e 5, é possivel sugerir
gue h&d um elevado grau de polimerizacdo e diversos grupos hidroxila, que poderiam
possivelmente estar rel acionados a presenca de taninos (Fu et al., 2007).

A técnica de Infravermelho (FT-IR) tem sido utilizada para diferenciar taninos
condensados de taninos hidrolisaveis. Bandas de absorcéo a aproximadamente 1285 cm™
s80 associadas a grupos quimicos C-O em anéis pirano-derivados, sendo possivel observar
esse sina em taninos condensados (Edelmann e Lendl, 2002). Em espectros de taninos
hidrolisaveis, essa banda ndo pode ser observada, portanto, nos dados FT-IR obtidos no
nosso trabalho a partir das fases 1 e 5 (Anexo I11), com sinais em 1283,41 e 1286,66 cm™,
respectivamente, corroboram a hipétese de presenca de taninos condensados ativos sobre -
amilase. TAmbém temos picos intensos a 3422,01 cm™ paraafase 1 e 3412,06 cm™ para a
fase 5, relacionados a deformacédo axia de grupos O-H de fendis e dcoois (Silverstein et
al., 2005), informagdes que estdo de acordo com a andlise preliminar de RMN *H, em que
foi obervada a presenca de diversos grupos hidroxila. Bandas de absorcdo bem

caracteristicas de carbonilas conjugadas, C=0, foram observadas nessas fases a
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aproximadamente 1615 cm™ em ambas fases, 1 e 5, sinal que poderia estar relacionado a

presenca de xantonas (Loo et al., 2007).

A fase 5, metanol/agua, que apresentou potencia inibitério bem ato, foi selecionada

para dar prosseguimento ao estudo quimico-biolégico. A redlizacdo de uma coluna

cromatografica de sephadex LH-20 permitiu obter 11 grupos reunidos pelo monitoramento

em CCD (Tabela 7).

Tabela 7. Grupos obtidos do fracionamento da fase 5, metanol/agua, oriunda da particéo

liquido-liquido do extrato hidroetandlico da casca do caule de K. coriacea, em coluna

cromatografica aberta de sephadex LH-20 e % de inibi¢do sobre a-amilase salivar humana

(ASH) a125 pg.mL™,

Massa Rendimento  Atividade sobre ASH
Grupo Fracdo® 1
(mg) (%) (125 pg.mL™) (%)
1 F1 31 0,24 4,89
2 F2-3 8,6 0,65 0,00
3 F4 8,3 0,63 6,24
4 F5 21,6 1,64 8,95
5 F6-10 1475 11,19 4,50
6 F11-12 58,2 4,42 2,37
7 F13-18 182,9 13,88 65,16
8 F19-21 40,1 3,04 79,75
9 F 22-32 72,8 5,52 88,36
10 F 33-37 25,6 1,94 95,24
11 F 38-165 156,3 11,86 99,00
Total 725 55,01

Foram aplicados 1,308g da
fracionamento: metanol 100%.

fase metanol/dgua na coluna. Eluente utilizado para
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Com aavaliagdo desses grupos sobre ASH, foi possivel observar um aumento gradual
de atividade, sendo os Ultimos grupos 0s maiores responsaveis pela agdo anti-amilolitica.
Os grupos 1 a 6 apresentaram capacidade de inibicZo irrelevante a 125 pg.mL™. S os
grupos que continham substancias com fraca interagdo com a-amilase, devido aos baixos
valores de inibicdo encontrados. Os grupos 7, 8 e 9 apresentaram um aumento significativo
de dtividade, atingindo de 65,16 a 88,36% de inibicdo. Os dois ultimos grupos
concentraram as substancias ativas, pois ha inibidores no grupo 10 capazes de inibir em
95,24% a ASH, enquanto o grupo 11 mostrou atividade ainda maior, com 99,00% de
inibicdo. Este grupo, obtido da por¢do adsorvida a resina, atingiu ainda 82% de inibicéo a
apenas 50 pg.mL™ e apresentou ser constituido por 81,03% taninos. A ligacdo desses
grupos a coluna de sephadex e sua coloragdo caracteristica résea em cromatografia de
camada delgada (CCD) também corroboram a rica presenca de taninos (Hagerman, 2002;
Dixon et al., 2005; Haslam 2007).

O grupo 7 (Tabela 7), quando ressuspendido em metanol, formou um precipitado
amarelo intenso, parcialmente solivel em AcOEt. Esse material foi recuperado e aplicado
em um cromatografo liquido de alta eficiéncia com coluna reversa (RP-HPLC), permitindo
0 isolamento de osgaxantona (5,0 mg), previamente isolada de Maclura pomifera
(Moraceae) (Wolfrom et al., 1965) e 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona (11,9
myg), isolada de Garcinia forbesii (Clusiaceae) (Harrison et al., 1993) (Figura 19). Essas
duas xantonas ndo apresentaram potencial inibitorio sobre ASH.

O fracionamento em coluna cromatogréfica aberta de silica gel da fase cloroférmica
(fase 3), forneceu 14 grupos (Tabela 8). O grupo 5 (59,0 mg), formado pelas fragbes 18-21,

possibilitou o isolamento das xantonas preniladas, igualmente encontradas na fase 5
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(metanol/agua), osgjaxantona (31,0 mg) e 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona

(15,0 mg), aém de outros 2 compostos, que estdo em fase de determinacdo estrutural.

Tabela 8. Grupos obtidos do fracionamento da fase cloroférmica (fase 3) oriunda da
particdo liquido-liquido do extrato hidroetandlico da casca do caule de K. coriacea, em

coluna cromatogréfica aberta de silica-gel.

Grupo Fracédo Eluente Massa (mg) Rendimento (%)
1 F1-8 Hexano/CHCI3® (50:50) 10,1 1,616
F9-11 Hexano/CHCI;3 (50:50) 20 3,2
F 12-15 Hexano/CHClI; (50:50) 25,5 4,08
Hexano/CHCl 3 (30:70)
4 F16-17 Hexano/CHCI; (30:70) 25,9 4,144
Hexano/CHCI; (15:85)
5 F18-21 Hexano/CHClI; (15:85) 59 9,44
CHCl3 puro
F22-23 CHClzpuro 14 2,24
F 24-25 CHCI3puro 24,9 3,984
CHCI3/AcOEt (90:10)
8 F 26-27 CHCI3/AcOEt (90:10) 52,4 8,384
CHCI3/AcOEt (50:50)
9 F28-29 CHCI3/AcOEt (50:50) 12,4 1,984
10 F30-31 CHCI3s/AcOEt (50:50) 11,3 1,808
11 F 32-34 CHCI3/AcOEt (50:50) 8,5 1,36
12 F 35-37 CHCI3/AcOEt (50:50) 6,5 1,04
AcOEt° puro
13  F38-39 ACcOEt puro 18,7 2,992
14 F 40-41 Metanol puro 70,5 11,28
Tota 359,7 57,552

Foram aplicados 625,0 mg da fase cloroférmica. @ CHCls: Cloroférmio,” AcOEt: Acetato de
etila
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A osgjaxantonafoi isolada anteriormente em K. coriacea apartir do extrato de caule e
folhas em hexano-acetato de etila (4:1) e teve sua atividade sobre Schistosoma mansoni
descrita (Lopes et al., 1977). A 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona é relatada na
literatura pela atividade antimicrobiana sobre Bacillus subtilis, apresentando uma

Concentracgo Inibitéria Minima (CIM) de 12,5 ug.mL™ (Cortez et al., 2002).

0,00

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Minutes

Figura 22. Cromatograma obtido em RP-HPLC, demonstrando os picos dos compostos
osgaxantona (A) e 1,3,7-trihidroxi-2-prenilxantona (B) isolados em H>O.TFA 0,2%/
CH3CN - 10:90 v:v.

A inibicdo de 82% da ASH encontrada na andlise do grupo 11, obtido a partir do
fracionamento em coluna aberta de sephadex LH-20 (Tabela 7), a 50 ug.mL™ pode ser
comparada a outros estudos. Polifendis do cha verde chinés comercial (Camellia sinensis)
testados por He et al. (2006) foram relatados pelo potencial de inibir 61% da ASH na

mesma concentracdo de 50 pg.mL™. Extratos aquosos e etandlicos de V. iphionoides
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tiveram seu potencia avaliado sobre a-amilase pancreatica porcina, demonstrando cerca de
14,8 e 21,2% de inibicdo a 200 pg.mL™, respectivamente, pelo método de iodeto-amido
também utilizado neste trabalho. Metdxiflavonas isoladas dessa espécie inibiram 42% da
atividade a 149,95 pg.mL™ (Al-Dabbas et al ., 2006).

Embora os taninos sgiam compostos que se ligam a proteinas, 0S mecanismos
envolvidos na interacdo quimica entre ambos ainda € parcialmente compreendida
Hagerman (2002) mostra que a reagdo de taninos com proteinas, em condi¢oes especificas
de pH e forca ibnica permite a complexagdo entre essas moléculas. Uma das relacles
sugerida é a grande presenca de grupos hidroxila na posicao orto-fenol dos taninos, que
pode estar associada as suas aividades biologicas (Hasam, 2007). Nos taninos
hidrolisaveis esse aspecto esta representado principa mente pelos residuos de écidos gélico
e el4gico, enquanto nos taninos condensados os grupos hidroxila do anel B e os ésteres de
gaato desempenham esse papel. Considera-se ainda que pelo menos em parte, a atividade
biol6gica atribuida a esses compostos seja possivel devido a concentragdo dos grupos orto-
fendlicos e sua distribuicdo espacia (Schofield et al., 2001).

Schafer e Hogger (2007) relataram um potencial inibitério do Pycnogenol®, um
extrato padronizado da casca do caule de pinheiro marinho (Pinus maritima), sobre a-
glucosidase, ainda maior que o da acarbose. Os autores observaram ainda que 0s compostos
diméricos e triméricos presentes no Pycnogenol® foram menos ativos que os tetrameros e
procianidinas maiores; assim como as fases e grupos ativos do nosso trabalho possuem alto
grau de polimerizagdo. Em geral, os inibidores ndo protéicos de a-amilase e a-glucosidase,
mais estudados para o tratamento de obesidade e diabetes, sdo moléculas de baixo peso
molecular (Franco et al., 2002). Esse grupo inclui aminoligossacarideos como acarbose,

adiposinas, amilostatinas, oligostatinas e trestatinas (Geng e Baia, 2008), Portanto, é
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interessante observar o elevado potencia inibitorio dasfases 1 e 5 (Tabela 5) e grupos 10 e
11 (Tabela 7), constituidos por compostos de ato peso molecular. O estudo dos possiveis
mecanismos de agdo destes compostos pode trazer novas possibilidades de formas de
ligacdo e explicar a reacdo entre taninos e enzimas digestivas (Schafer e Hogger, 2007).
Além de permitir alternativas nainibicdo de a-amilases que possam auxiliar no tratamento
de diabetes e obesidade (He et al., 2006, Loo et al., 2007).

A triagem de extratos brutos de K. coriacea permitiu observar que apenas 0s extratos
hidroetandlicos, portanto mais polares, apresentam capacidade inibitéria sobre a-amilase
sdlivar humana. De acordo com as informagdes que obtivemos até o momento, este € o
primeiro estudo sobre a atividade anti-amilolitica de componentes da planta. Obici et al.
(2008) relatam dados preliminares da toxicidade aguda e crénica do extrato
diclorometanico do caule de K. coriacea, sendo observados valores de DLsy maiores que
500 mg.kg’ e 1 g.kg™, respectivamente. Esses atos valores de DLs, permitem inferir que
este extrato possui uma ampla margem de seguranca. Porém, ndo ha dados disponiveis
sobre a toxicidade e citotoxicidade de extratos mais polares de K. coriacea. Portanto,
estudos sd0 necessarios para determinar a seguranca desses extratos e dos taninos presentes.
Alguns estudos buscam maior conhecimento sobre as propriedades citoprotetoras, anti-
infecciosas e toxicoldgicas de taninos (Marles et al., 2003; McDougall et al., 2005), porém
a alta complexidade desses compostos, 0 grau de polimerizacdo e a distribuicdo de grupos
fendis na mol écula requerem pesqguisas mais aprofundadas (Schofield et al., 2001).

Informagdes da literatura cientifica sugerem que proantocianidinas possuem potencial
para o tratamento de diabetes e obesidade (Tomaru et a., 2007) devido a capacidade de
inibicdo de enzimas digestivas e sua atividade antioxidante (Lee et al., 2007, Li et al., 2007,

Ho et al., 2007). Essas vantagens permitiriam o controle da captacdo de carboidratos e
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também a reducdo do estresse oxidativo presente no diabetes (Lee et al., 2007; Tomaru et
al., 2007). O uso de diversas plantas na medicinatradicional para o tratamento do diabetes é
bem antigo e gradual mente dados cientificos vém comprovando algumas dessas aplicacdes
(Schafer e Hogger, 2007). Nesse aspecto, existem varias plantas com potencia para o
desenvolvimento de farmacos anti-diabéticos. O agente hipoglicemiante metformina foi
desenvolvido a partir de uma biguanida derivada de guanidinas da planta Galega officinalis
(Fabaceae) (Vuksan e Sievenpiper, 2005).

Na maioria dos casos, 0s componentes dos extratos ativos ainda ndo estéo
identificados e o histérico de efeitos hipoglicémicos permanece em estudo (Vuksan &
Sievenpiper, 2005). Metabdlitos secundarios de plantas tém apresentado véarios
mecanismos, como a estimulacdo de vias de sinalizacdo de insulina, aumento da secrecéo
de insulina, inibicdo da concentracdo de corticosterdides e inibicdo da producdo endogena
de glicose (Schafer e Hogger, 2007). A inibicdo de enzimas digestivas também tém sido
relatada para a acdo anti-diabética de varias plantas (Kim et al., 2005). Inclusive o
mecanismo de dois farmacos utilizados no controle glicémico do diabetes, a acarbose e o
miglitol, € a inibicdo da enzima digestiva a-glucosidase. No entanto, esses inibidores
causam sério desconforto gastrintestinal. Portanto, plantas com propriedades inibitorias
sobre enzimas digestivas podem ter o potencia de reduzir a hiperglicemia pés-prandial,
permitindo dternativas para terapias adjuvantes em combinagdo com  outros

hipoglicemiantes orais (Van de Laar et al., 2005).
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5. Conclusoes

A triagem do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado do Laboratério de
Farmacognosia/UnB sobre a-amilases do inseto Zabrotes subfasciatus resultaram na
selecdo de 12 extratos ativos a 1 mg.mL ™ para estudo do perfil inibitério. Foi determinadaa
concentracdo inibitoria de 50% da capacidade enzimética (1Csp) para as isoformas de o-
amilase de Zabrotes subfasciatus e Acanthoscelides obtectus. Esses 12 extratos foram
avaliados sobre a-amilase salivar humanaa 125 pg.mL™ e o extrato hidroetandlico da casca
do caule de Kielmeyera coriacea foi selecionado para estudo quimico-biolégico devido ao
seu forte perfil inibitério, pois apresentou 1Csp de 110,00 e 272,12 pug.mL™ sobre -
amilases de Zabrotes subfasciatus e Acanthoscelides obtectus, respectivamente. O extrato
apresentou 97,09% de inibicéo a 125 pg.mL ™ sobre a-amilase salivar humana.

O fracionamento quimico biomonitorado foi realizado com 6 g de extrato bruto.
Foram obtidas 5 fases do processo de particéo liquido-liquido de acordo com a afinidade
das substancias pelos solventes utilizados. Cada fase foi testada sobre a-amilase salivar
humana e foi selecionada a fase metanol/agua, denominada fase 5, para fracionamento
devido ao potencial inibitorio de 96,35% e a fase 1, que apresentou 99,35% de atividade
inibitoria sobre a-amilase salivar humana. Foi possivel obter 11 grupos da fase 5, reunidos
por cromatografia em camada delgada, que foram avaliados sobre o-amilase salivar
humana. Os mais ativos foram o grupo 10, capaz de inibir 95,24% da enzima, e o grupo 11,
com 99,00% de inibicdo a 125 pg.mL™. O grupo 11, atingiu ainda 82% de inibicso sobre a

o-amilase salivar humana a apenas 50 ug.mL™,

O contetido de fendis totais e taninos totais das fases da particéo liquido-liquido, do

extrato bruto e dos grupos 10 e 11, obtidos do fracionamento da fase metanol/agua (5), foi
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analisado. As fases mais ativas, fases 1 e 5, demonstraram ser constituidas por um forte teor
de compostos fendlicos, com 1 mg.mL™ e 0,95 mg.mL ™ de polifendis, respectivamente. Foi
observada a presenca de 53,56% de taninos nafase 1, enquanto a fase 5 apresentou 35,96%.
O grupo 11 apresentou ser constituido por 81,03% de taninos.

A partir do fracionamento da fase 5 foram obtidas ainda as xantonas 1,3,7-trihidroxi-
2-(3-metilbut-2-enil)-xantona e osgjaxantona, porém ndo apresentaram nenhuma atividade
relevante sobre o-amilases. Essas xantonas foram isoladas também a partir da fase
cloroférmica da particdo liquido-liquido, além de outros compostos com determinacéo
estrutural em andamento.

Os grupos ricos em taninos avaliados sobre a-amilase salivar humana demonstraram
atividade promissora na inibicdo de captacdo de carboidratos como aternativa para o

controle do diabetes e obesidade.
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6. Per spectivas

» Prosseguir o fracionamento quimico dafase 1 e dos grupos 10 e 11, obtidos nafase 5, a
fim deisolar os compostos responsaveis pel a atividade i nibitéria sobre a-amilases

» Determinar as estruturas das substancias ativas por técnicas espectrométricas de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de uma dimensio (1ID) (*H e *C) e
bidimensional (2D) (COSY, HSQC, HMBC, NOESY), infravermelho, ultra-violeta e

espectrometria de massa

» Obter alCsy dos compostos isolados sobre as trés i soformas de a-amilases
» Avadliar o potencia inibitdrio dos extratos e compostos isolados sobre outras fontes de
o-amilase

» Testar aestabilidade do inibidor purificado em condicdes fisiol 6gicas
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Anexo |

Espectrose Tabelasde RMN eV

1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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Dados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) **C e 'H (HSQC)

1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona

SEeb

C RMN ™°C 'H (HSQC)
1 161,39
2 111,24
3 164,23
4 94,02
42 156,87
5 119,69
6 124,99 7,32 (1H, dd, J=8,9 e 3,0 HZ)
7 154,86
8 109,41 7,56 (1H, d, J=3,0 H2)
g 121,95
9 181,32
R 103,60
102 | 150,70
11 22,03 3,3 (2H, d, J=14,0 H2)
12 123,40 5,27 (1H, t, J=)
13 131,64
14 25,95 1,64 (3H, s)
15 17,97 1,78 (3H,9)
O OH =

OH
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RMN 1H, acetona, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN 1H, acetona, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN *C-BB, pyridina, 1,3, 7-trihidroxi-2-(3-metil but- 2-enil)-xantona
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RMN *C-BB, piridina, 1,3, 7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN HSQC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metil but-2-enil)-xantona
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RMN HSQC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metil but-2-enil)-xantona
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RMN HSQC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metil but-2-enil)-xantona
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RMN HMBC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona

alissnisisiisn isalis)

|
|
— i
5
o 3
L]
E|
|
43
" | " ' _
L
: - = = —
3 i
3 “
n -
2
|
| '.
E| | 1
1 ERT e
f

| a

= - . = —
E . - Is —_——
LA e e o LA a2

.- -
I o J
= L= =*

el

9



100

RMN HMBC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN HMBC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN HMBC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN HMBC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN HMBC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN HMBC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN HMBC, pyridina, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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RMN COSY, acetona, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metil but-2-enil)-xantona
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RMN COSY, acetona, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metil but-2-enil)-xantona
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RMN COSY, acetona, 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metil but-2-enil)-xantona
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Espectro de Infravermelho - 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-xantona
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Anexo ||

Espectrose Tabelasde RMN e 1V

Osaj axantona
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Dados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) *C e *H (HSQC)

Osgjaxantona

C RMN C HSQC
1 124,06
2 128,36 5,63 (1H, dd, J = 10,1 Hz)
3 116,03 6,92 (1H, d, J=10 Hz)
4 161,34
5 181,50
6 109,59 8,01 (1H, d, J= 3,0 Hz)
7 157,99
8 125,67 7,54 (1H, dd, J = 2,95 e 9,0H2)
9 119,69 7,43 (1H, d, J= 10 HZ)
10 95,57 6,53 (1H, 9)
11 158,45
12 104,96
13 104,23
14 121,94
15 155,98
16 157,99
17 28,65 1,46 (6H, )
18 78,90
@) OH

HO I I
\
0 O
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RMN *H, piridina, osgjaxantona
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RMN *H, piridina, osgjaxantona
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RMN 3C-BB, piridina, osgjaxantona
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RMN 3C D-135, piridina, osagjaxantona
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RMN COSY, piridina, osgjaxantona
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RMN HSQC, piridina, osgjaxantona
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RMN HMBC, piridina, osgjaxantona
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RMN HMBC, piridina, osgjaxantona
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RMN HMBC, piridina, osgjaxantona
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RMN HMBC, piridina, osgjaxantona
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Espectro de Infravermelho - osgjaxantona
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Anexo I 11

Espectros |V Fase metanol/agua e Precipitado metanol/hexano



Espectros Infravermelho - Fase metanol/agua da particéo liquido-liquido, fase 5
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Espectro Infravermelho — Precipitado em metanol/hexano, fase 1
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