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RESUMO

A utilizacdo de espécies vegetais com fins terapéuticos, pelo homem, remonta a pré-
historia. A Organizacdo Mundial de Saide — OMS estima que, em torno de 80% da
populagdo mundial utilizam plantas medicinais para suprir as necessidades de
assisténcia priméria a saude. Entretanto, apesar do forte crescimento no consumo desse
tipo de medicamento nas Ultimas décadas, poucos sdo os estudos referentes a qualidade,
eficacia e seguranca. Alteracbes no metabolismo de carboidratos podem estar
associadas a doencas como o diabetes mellitus, obesidade, e doencas bucais,
representando hoje um importante problema de salde individual e populacional, em
decorréncia do aumento global de suas incidéncias. Os inibidores da enzima a-amilase,
responsaveis por inibirem a hidrélise de carboidratos no trato digestivo diminuindo a
absorcdo de glicose no trato digestivo, constituem uma das opcdes terapéuticas
utilizadas para controle do diabetes mellitus tipo 2. Dessa forma, o presente trabalho
teve por objetivo realizar um estudo biomonitorado do extrato hidroalcodlico do
epicarpo do fruto de Pouteria torta (Mart.) Raldk, espécie genuinamente brasileira,
comum no bioma do cerrado do Distrito Federal, por ensaio de atividade de inibi¢do da
enzima a-amilase. A estratégia de estudo utilizada permitiu a obtencdo e caracterizacdo
de duas fragdes com capacidade de inibi¢do da enzima a-amilase de forma comparavel
ao dos controles utilizados, quais sejam, fracdo insoltvel (Fl,) e fracdo acetona (FAC).
A fragdo FAC apresentou potencial de inibigdo maior que Fl, com valor de 1Cs igual a
9 pg/mL. No entanto, o fracionamento subsequente de FAC resultou no aumento da
concentracdo da subfracdo necessaria para causar a mesma porcentagem de inibicédo
(ICsp = 22,1pug/mL), sugerindo que a mistura dos constituintes presentes na FAC seja
responsavel por tal atividade. Da fracdo FAC foi possivel identificar a presenca de
epicatequina ; enquanto na fracdo Fl, foi identificada mistura sacarose, frutose e glicose.
Em modelo de toxicidade utilizando larvas de Artemia salina, o extrato bruto e fracGes
hexanica, acetato de etila e aquosa ndo apresentaram toxicidade. Os teores de polifendis
e flavonoides e a capacidade antioxidante do extrato bruto e fracdes hexanica, acetato de
etila e aquosa também foram avaliados e parece ndo haver correlacdo entre as fragoes
com alta concentracdo de polifendis e flavonoides e capacidade antioxidante e a
atividade de inibi¢do da a-amilase. O estudo efetuado sugeriu o potencial terapéutico do
epicardo do fruto de Pouteria torta.

Palavras-chave: Pouteria torta; Sapotaceae; inibicdo da a-amilase; diabetes mellitus;

fruto.



ABSTRACT

The utilization of vegetal species with therapeutical purpose, by humankind, dates from
the prehistoric period. According to World Health Organization (WHO), 80% of the
worldwide population use herbal medicines to supply their necessities of primary
medical assistance. Meanwhile, despite the strong increase in the consumption of this
type of medicine in the last decades, there are only a few studies concerning to quality,
efficacy and safety. Disorders of carbohydrate uptake may cause severe health problems
such as diabetes, obesity, or oral diseases, all of which threaten an increasing
population. a-Amylase inhibitors delay the digestion of carbohydrates, reducing the rate
of glucose absorption and are one of the options used for therapeutic control of diabetes
mellitus. Therefore, an assay-guided fractionation study of epicarp crude extract of
Pouteria torta (Mart.) Raldk was performed by inhibitory activity of a-amylase. The
study strategy allowed isolation and identification of two fractions with capacity to
inhibit a-amylase in a comparable way of the controls used: insoluble fraction (Fl,) and
acetone fraction (FAC). Acetone fraction shows very high inhibitory activity with 1Csg
of 9ug/mL, when compared with Fl, However, subsequent fractionation led to increase
of the concentration to cause the same inhibition percentage (ICso of 22.1ug/mL). From
FAC was identified the compound epicatechin; while in Fl, were isolated and identified
mixture sucrose, glucose and fructose. The crude extract and hexane, ethyl acetate and
aqueous fractions showed no toxicity on Artemia salina brine shrimp assay. Total
phenolic and flavonoid contents and antioxidant capacity were also evaluated and seems
to be no correlation among fractions with high phenolic and flavonoids content and
antioxidant capacity and a-amylase inhibitory activity. The study carried out suggested

the therapeutic potential of fruit epicarp from Pouteria torta.

Key words: Pouteria torta; Sapotaceae; a-amylase inhibitor; diabetes mellitus; fruit.
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1. INTRODUCAO

O emprego de plantas medicinais na cura ou alivio de enfermidades é uma
pratica tdo antiga quanto a propria humanidade. As primeiras descri¢cdes sobre plantas
medicinais feitas pelo homem remontam as escrituras sagradas e ao papiro de Ebers,
que descreveu um numero significante de doencas e os medicamentos de origem vegetal

ou animal empregados no tratamento das mesmas (1).

Atualmente, os estudos de plantas medicinais no Brasil chamam a atencéo de
equipes multidisciplinares formadas por botanicos, bidlogos, bioquimicos,
farmacéuticos, médicos, laboratérios quimicos e farmacolégicos, centros de pesquisa,
Orgdos governamentais, industrias farmacéuticas e empresas que comercializam plantas
nativas. Esse interesse € fruto do incentivo dado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) ap6s reunido em 23 de maio de 1978, quando reconheceu a importancia das
plantas medicinais e das preparacOes galénicas na cura de doencas, recomendando a
difusdo, em nivel mundial, dos conhecimentos necessarios para o uso das plantas

medicinais (2).

Dentre as recentes estratégias utilizadas para o isolamento e identificacdo de
substancias com potencial terapéutico, a pesquisa por substancias presentes em extratos
de planta se destaca como uma das mais importantes. O estudo biomonitorado enfatiza o
conhecimento da estrutura dos constituintes quimicos de uma planta, com énfase as
substancias com atividade biologica ou farmacolégica e ndo somente com foco central

ao isolamento e determinacao estrutural, como na fitoquimica classica (3).

Farmacos que inibam uma enzima chave em um determinado processo
metabdlico de forma que sua acdo seja a mais seletiva possivel e com menores efeitos
indesejaveis, tém sido alvo das pesquisas nas areas de medicamentos. Assim,
acetilcolinesterase, tirosinase, a-amilase e a-glicosidase sdo algumas enzimas alvo da

busca de novos inibidores a serem utilizados na terapéutica.

Uma das estratégias mais utilizadas nessa busca sdo os levantamentos
(screenings) de derivados de origem natural. Dessa forma, um levantamento identificou

a presenga de substancias de origem vegetal, em vérias espécies de plantas, com



Revisdo da literatura 18

capacidade de promover a inibicdo enzimatica, como o0 que ocorre com a huperzina A,
substancia de origem vegetal extraida da Huperzia serrata que mostrou atividade
inibitoria da enzima acetilcolinesterase similar ou superior a farmacos utilizados para

tratamento da doenca de Alzheimer (4).

Selin-4(14),7(11)-dien-8-ona, isolada da espécie Atractylodis rhizoma Alba
apresentou a capacidade de interferir na sintese de melanina por meio da reducdo da
atividade da enzima tirosinase em cultura de melandcitos, contribuindo para os efeitos
de clareamento cutaneo (5). O mesmo padrdo de atividade foi verificado com a
substancia artocarpanona, isolada Artocarpus heterophyllus, planta de origem asiatica
(6). Além disso, 0 extrato aquoso da Artocarpus heterophyllus apresentou atividade
inibitoria da enzima a-amilase, in vitro (7). As respectivas substancias isoladas séo
exemplos de candidatos a novos produtos cosméticos destinados ao tratamento de
hiperpigmentacdo cutanea, visto que estas substancias apresentaram baixo grau de

citotoxicidade nos modelos testados.

Inibidores de glicosidases sdo agentes de grande interesse terapéutico,
apresentando atividade antiviral (8), antitumoral (9) e no controle do diabetes mellitus
tipo 2 (DM2). Também atuam como inibidores da rejeicdo de 6rgdos transplantados
(10), agentes agroquimicos (8) e no tratamento da carie dentaria (9).

Alteragdes no metabolismo de carboidratos podem estar associadas a doencas
como o diabetes mellitus (11), obesidade (12), e doencas bucais (13), representando
hoje um importante problema de saude individual e populacional, em decorréncia do
aumento global de suas incidéncias. A prevaléncia global do DM2 foi estimada em 171
milhdes de individuos em 2000, e as expectativas eram, na ocasido, de aumento para
366 milhdes de casos até 2030 (14). Contudo, dados recentes divulgados pela OMS
mostram que, atualmente, a prevaléncia global é de 346 milhGes de individuos
portadores do DM2, sendo que 80% dos casos estdo em paises em desenvolvimento
(15).

DM2 é caracterizado como uma desordem metabdlica resultante da deficiéncia
na secrecdo de insulina, seu mecanismo de acdo, ou ambos, promovendo alteragdes no
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas. As complicagdes do DM2 em longo
prazo incluem retinopatia, nefropatia, neuropatia, micro angiopatia e aumento no risco

de aterosclerose e doenga cardiovascular (11, 16, 17).
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Uma das abordagens terapéuticas no tratamento do DM2 é a reducdo da
hiperglicemia, a partir da inibicdo das enzimas que hidrolisam carboidratos, a a-amilase
e a a-glicosidase no trato digestivo; enzimas estas responsaveis pela transformacdo de
oligossacarideos e dissacarideos em monossacarideos (11, 18-20). Tais inibidores, como
acarbose, retardam a digestéo de carboidratos, promovendo redugéo na taxa de absorgéo
da glicose (11, 17)

Os efeitos adversos relacionados a estes inibidores enzimaticos estdo
relacionados principalmente a disturbios gastrintestinais. Os mais comuns sao
disconforto abdominal, diarreias e flatuléncia que ocorrem em, aproximadamente, 20%
dos pacientes (21) e freqlientemente desaparecem com a continuidade do tratamento
(20).

Plantas medicinais continuam tendo um papel importante no tratamento da
diabetes, principalmente nos paises em desenvolvimento, mas o interesse crescente dos
paises desenvolvidos na fitoterapia para o tratamento da diabetes é devido, em parte, aos
efeitos colaterais apresentados pelo uso da insulina e dos agentes hipoglicemiantes orais
(22).

De acordo com dados do Ministério da Saude (MS), o Brasil é o pais que detém
a maior parcela da biodiversidade mundial, em torno de 15 a 20%, com destaque para as
plantas superiores, aproximadamente 24% do total das espécies (23). Destas, apenas 1%
foram estudadas quimica e farmacologicamente (24, 25). Associado a isso, 0 pais possui
ainda uma rica diversidade étnica e cultural que detém um valioso conhecimento
tradicional quanto ao uso de plantas medicinais (23). Das espécies existentes, muitas sao
conhecidas e utilizadas pela populacdo como remédios supostamente eficazes para um
grande nimero de moléstias. Outras ndo sdo utilizadas na etnomedicina e ndo se

conhece ainda seu potencial terapéutico ou toxico.

Dessa maneira, busca-se, partindo do vasto conhecimento popular sobre as
supostas propriedades medicinais das plantas do Cerrado Brasileiro, encontrar
substancias de origem vegetal que apresentem atividade de inibicdo da enzima o-

amilase.

Com essa finalidade, um projeto de pesquisa multidisciplinar de triagem de
produtos naturais potencialmente inibidores enzimaticos vem sendo realizado na

Universidade de Brasilia, onde diversas espécies nativas do Cerrado tém sido avaliadas,
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in vitro, quanto a esse poder inibitdrio. Esses extratos podem ser futuramente utilizados
como insumos para o desenvolvimento de medicamentos que poderdo ser empregados

no tratamento de pacientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Enzimas a-amilase

Enzimas que atuam na degradacdo do amido podem ser classificadas em quatro
grupos de acordo com o mecanismo de acdo: endoamilases, exoamilases, enzimas de
desramificacdo e transferases (26, 27). As endoamilases, representadas pelas a-amilases,
atuam clivando ligagoes glicosidicas a-1,4 presentes na regido interna da cadeia de
amilose e amilopectina, polimeros formadores da composicdo do amido, resultando na
formacdo de oligossacarideos de tamanhos variados. A acdo desse grupo de enzimas
causa um répido decréscimo na viscosidade da solucdo de amido, sendo conhecidas

como “enzimas de liquefagdo” (26, 27).

As exoamilases, conhecidas como “enzimas de sacarificacdo”, englobam as -
amilases bacterianas e de cereais e as glucoamilases fangicas e atuam clivando as
ligagdes glicosidicas a-1,4 nos polimeros de amido, a partir das extremidades nédo
redutoras, resultando na liberacdo gradativa de maltose e glicose e lento decréscimo na

viscosidade da solucéo (26, 27).

As enzimas de desramificagdo atuam sobre as ligagdes glicosidicas a-1,6,
presentes nos pontos de ramificagdo, resultando em o/f dextrinas limite (26, 27).
Pululanase, produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans, é exemplo de enzima
pertencente a esse grupo (26). As transferases sao responsaveis pela clivagem da ligacdo
glicosidica a-1,4 de molécula doadora e transferir a por¢do clivada para uma molécula

aceptora, formando uma nova ligagéo glicosidica (27, 28).

a-Amilases, a-1,4-glicano-4-glicanoidrolases classificadas por E.C. 3.2.1.1, s&o
enzimas responsaveis por catalisar a hidrolise de polissacarideos, como amido e
glicogénio, e sdo encontradas em microrganismos, plantas e animais (29). As amilases
consistem em hidrolases que catalisam a hidrolise inicial do amido em oligossacarideos
menores através da clivagem das ligacdes glicosidicas a-1,4 (29-32). Outras enzimas

amiloliticas participam no processo de hidrélise do amido, contudo a a¢do da a-amilase
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é essencial para o inicio do processo de degradacédo de polissacarideos (32). Os residuos

terminais de glicose e as ligagdes a-1,6 ndo séo clivados pela amilase (33).

Os produtos finais da acdo das a-amilases sdo oligossacarideos de tamanhos
variados com configuragdo anomérica e dextrinas limite (28), na qual constituem em
uma mistura de maltose, maltotriose e oligossacarideos de 6-8 unidades de glicose

contendo ligagdes a-1,4 ¢ a-1,6 (33).

A enzima a-amilase possui uma estrutura tridimensional capaz de se ligar ao
substrato e, atraves dos grupos cataliticos altamente especificos, promover a quebra do
glicosideo (31). Em mamiferos e insetos a enzima é estruturada em 3 dominios (Figura
1). O dominio catalitico A, compreende o barril (B/a)s; 0 dominio B inserido entre a
folha B e a hélice a e ligado ao dominio A por pontes dissulfeto; € o dominio C,
composto de folha B ¢ ligado ao dominio A por cadeia polipeptidica (26, 34, 35). A
ligacdo do substrato a enzima ocorre nos subsitios localizados nos dominios A e B,
sendo que 0 numero e a natureza quimica variam de acordo com a origem da amilase
(26, 36). A estabilidade estrutural de ambas as isoformas é célcio-dependente, além de
serem ativadas pela presenca de ions cloreto. Os sitios de ligacdo desses ions, que sdo
funcionalmente importantes para a atividade enzimatica, envolvem os dominios A e B
(34).

A enzima a-amilase humana € codificada por uma familia multigénica localizada
no cromossomo |, na posicdo 1g21. A a-amilase salivar expressa 0s genes AMY1A,
AMY1B e AMY1C enquanto na a-amilase pancredtica ocorre a expressdo dos genes
AMY2A e AMY2B (37, 38). As isoformas de o-amilase salivar e pancreética
conservam alto grau de similaridade na sequéncia de aminoacidos, com 97% de
residuos idénticos e 92% de autenticidade nos dominios cataliticos (30, 39). A
expressao génica € tecido-especifica, sendo a enzima um dos principais produtos de

secrecdo do pancreas (cerca de 5-6%) (33) e das glandulas salivares.
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Figura 1: Estrutura tridimensional da e-amilase pancreatica porcina (APP). Dominio A em
vermelho, dominio B em amarelo e dominio C em azul. O ion célcio (esfera azul) e o ion cloreto (esfera
amarela) estdo ligados aos dominios A e B. A figura exemplifica a presenca um derivado da acarbose
(estrutura em verde) no sitio ativo da enzima, e ligantes monossacarideos e dissacarideos na superficie
dos sitios de ligacéo (34).

Dois mecanismos foram propostos para a degradagdo da amilose pela enzima o-
amilase in vitro: ataque mdltiplo e o ataque em multicadeia. No primeiro deles, a
enzima pode se ligar de modo aleatério ao substrato e liberar apenas uma molécula,
enquanto a outra por¢do do polimero fica retida e em seguida é submetida a uma nova
hidrélise. Neste mecanismo ocorre a formacdo de oligossacarideos; ao passo que no
ataque em multicadeia, apenas uma reacdo hidrolitica ocorre no complexo enzima-

substrato, resultando na liberacao de duas moléculas de tamanhos semelhantes (26).

Diversos compostos organicos tém sido descritos como inibidores de a-amilases.
Eles sdo classificados em inibidores protéicos e ndo protéicos e possuem aplicagdo em
diversas areas, entre elas na industria de alimentos, no controle de pragas e

insetos/pragas e como terapia medicamentosa para algumas doencas, tais como DM2.
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2.1.1. Inibidores ndo protéicos

Diversos derivados de amino-oligossacarideos extraidos de plantas e
microrganismos tém sido descritos como potentes inibidores da enzima a-amilase
humana, tais como, acarbose (40), acarviostatina (41), (glicose)n-desoxinojirimicina

(42), trestatina (43), entre outros.

Desordens relacionadas a absorcao de carboidratos estdo associadas a problemas
de saude como diabetes (44), obesidade (45) e doencgas bucais (46), todas com

incidéncia crescente na populacao.

Considerando que a digestdo de carboidratos tem inicio na boca pela a-amilase
salivar e continua no intestino com a acdo da a-amilase pancreatica, a reducdo ou
bloqueio dessa atividade de inibicdo pode acarretar na reducdo da degradacdo de

polissacarideos em glicose, maltose e maltotriose (47).

Acarbose [1], farmaco utilizado para tratamento clinico da DMZ2, é um
pseudotetrassacarideo, produzido pelo processo de fermentacdo de fungos do género
Actinoplanes sp., consistindo em um derivado aminociclohexano poliidroxilado
(valienamina) ligado a uma 6-desoxiglicose por um atomo de nitrogénio). Atua como
inibidor competitivo da enzima o-amilase e seu mecanismo de inibicdo proposto
envolve o acoplamento, no sitio ativo da enzima, do anel ciclohexanico insaturado e do
nitrogénio glicosidico que mimetizam o estado de transi¢do para a clivagem enzimatica

das ligac@es glicosidicas (48, 49).

OH OH
O o}

(0]
/H% /&%
Ho” > “on
HO NH HO OH [e) HO OH le) HO OH OH

1 acarbose
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Em estudo estrutural do complexo a-amilase pancreatica humana/acarbose, a
ligacdo do inibidor acarbose ocorreu nas posi¢cdes dos subsitios de -3 a +2 (36). Por
outro lado, o estudo cinético mostrou a relacdo entre os grupos hidroxila do ligante e a
capacidade de catalise enzimatica, onde a interacdo dos grupos hidroxila com o0s
residuos Asp*®’, Glu®*® 300

catalitica (36).

e Asp® resultou em consideravel reducdo nessa capacidade

Acarbose é metabolizada por carboidrases intestinais em acarviosina-glicose e
glicose (49). Dentre os principais efeitos adversos tém-se os gastrintestinais incluindo
desconforto abdominal, flatuléncias e diarreias, acometendo aproximadamente 20% dos
pacientes (21, 49, 50). Esses efeitos adversos sdo causados pela fermentacédo intestinal
de carboidratos ndo completamente degradados (49, 51) e representam o principal

motivo de ndo adesdo ao tratamento medicamentoso com este farmaco (20).

Devido aos efeitos adversos causados pelo uso de inibidores de glicosidases, a
busca de novos compostos quimicos efetivos na capacidade de inibicdo enzimatica,
isolados de plantas, que possam ser usados na terapia medicamentosa, assim como
candidatos que possam ser adicionados em alimentos ou como suplementos, tem sido

realizada em varias pesquisas envolvendo plantas medicinais.

2.2. Produtos naturais com capacidade de inibi¢do da a-amilase

Compostos fendlicos constituem um amplo grupo de compostos de ocorréncia
natural e possuem pelo menos um grupamento fendlico em sua estrutura. Varios desses
compostos apresentam atividade antioxidante ou propriedade sequestradora de radicais

livres, assim como outras propriedades medicinais.

Flavonoides constituem a mais abundante classe de compostos fendlicos com
varias atividades bioldgicas descritas. Eles compartilham um esqueleto estrutural com
dois anéis aromaticos (A e B) ligados através de trés carbonos, formando um heterociclo

oxigenado (anel C) e sdo divididos em grupos (Figura 2).
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Lo Piparo et al. (2008) avaliaram a interacdo entre flavonoides e a enzima a-
amilase humana com o objetivo de elucidar o mecanismo molecular de inibicdo da
referida enzima. A investigacdo mostrou que a poténcia de inibicao esta correlacionada
com o namero de grupamentos hidroxila presentes no anel B da estrutura do flavonoide
e a interacdo ocorre com a formacdo de ligacbes de hidrogénio entre o grupamento
hidroxila na posi¢do R6 ou R7 do anel A e a posicdo R4’ou R5’do anel B do polifenol
ligante e o residuo catalitico presente no sitio de ligagdo da enzima; em conseqliéncia,
ocorre a formacdo de um sistema 7 conjugado que estabiliza a interagdo com o sitio
ativo (52). O mecanismo de interacdo descrito é similar ao mecanismo proposto para a

acarbose (53).
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Figura 2: Esqueleto basico dos flavonoides
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Taninos compreendem outro grupo heterogéneo de polifendis amplamente
distribuido no reino vegetal e geralmente presentes em frutos verdes que desaparecem
com o amadurecimento. Possuem alto peso molecular e podem ser classificados em

taninos hidrolisaveis e taninos condensados.

Os taninos hidrolisaveis podem ser subdivididos em galotaninos, derivados do
acido galico [2] ligado a um glicosideo, enquanto os taninos condensados formam

polimeros complexos onde sdo formados geralmente por catequinas e flavonoides (54).

COOH

HO OH
OH

2 4cido gélico

Taninos causam varios efeitos em sistemas bioldgicos devido ao seu potencial
quelante de ions metalicos e como agentes precipitadores de proteinas formando
complexos insollveis com essas proteinas, assim como oxidantes biologicos (55).
Estudos realizados em pacientes portadores de DM2 ndo insulino-dependentes mostrou
a capacidade em reduzir os niveis séricos de glicose, ap6s refeicdo rica em amido, do
acido tanico e de compostos ndo alcodlicos enriquecidos em taninos presentes no vinho
tinto. O mecanismo envolvido nesse efeito anti-hiperglicémico é desconhecido,
provavelmente os taninos causam inibigdo da a-amilase por meio de interacdo in situ
(56).

A habilidade dos taninos em se ligar a proteinas formando complexos insolluveis
fundamenta seu largo uso na industria de couros, no tratamento de diarreias,
sangramentos e lesfes cutaneas (57) e provavelmente € este 0 mecanismo de acdo que

causa a inibicdo da a-amilase.

Terpenoides sdo compostos que compreendem varias estruturas comumente
encontradas na natureza desempenhando diversas fungbes em plantas e animais. A
interacdo cabeca-cauda de unidades isoprénicas e a combinagdo de duas ou mais dessas
unidades divide os terpenoides em monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos

(Cyo), triterpenos (Csp) e tetraterpenos (Cyo) (58).
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Triterpenos compreendem um grupo de produtos contendo 30 carbonos,
derivados do esqualeno, com vérias utilizacdes na &rea médica. Alguns triterpenos
possuem atividades bioldgicas bem caracterizadas, por exemplo, 0s esterdides e

saponinas (59)

Varios efeitos biologicos reais e potenciais tém sido avaliados para essa classe
de substancias. Atividade antiinflamatdria, analgésica, antimicética, antiviral,
antiplasmodial, antiulcerogénica, anticariogénica, imunomoduladora, protetora vascular,
antiobesidade, anticarcinogénica e efeito ténico séo alguns dos usos relatados para essa
classe de compostos (60, 61). Triterpenos representam uma classe de compostos
naturais biologicamente ativos promissores para pesquisa e desenvolvimento de novas
substancias farmacologicamente ativas e apesar de serem amplamente distribuidas em
vegetais, a atividade inibitoria da enzima a-amilase foi relatada somente para os tipos

oleano, ursano e lupano e o mecanismo de inibi¢cdo ainda é desconhecido.

A Tabela 1 mostra os compostos quimicos isolados de plantas e que apresentam
atividade de inibi¢do da enzima a-amilase. As Figuras 3 a 6 ilustram as estruturas dessas

substancias.
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Tabela 1 - Compostos com capacidade de inibicao da a-amilase humana

Composto Fonte Atividade Controle Referéncia
Flavanol
uercetina (3a) i 82% de atividade inibitéria (IC5,=21,4 | Acarbose com 99% de atividade (52)
g M) inibitéria maxima (1Cs,= 0,996 M)
3,7,3’-trimetoxiquercetina (3b) g?;:;ﬁ?'&sgsgggaﬂf es Boiss. & 32% de atividade inibitoria (100 uM) Enzima sem tratamento (62)
0 inibica -
quercetrina (3c) Kalopanax pictum (Araliaceae) + 45% de atividade inibitéria (5 mg/mL) 'g‘g igﬁ:}i com 50% de inibicdo em 5- | (63)
3 — -
rutina (3d) Sophora japonica (Fabaceae) + 40% de atividade inibitéria (5 mg/mL) ?;T:g/orzi com 50% de inibigdo em 5- | (63)
kaempferol (3¢) i 34% de atividade inibitoria (ICs, = ndo | Acarbose com 99%  de atividade | (52)
P determinado) inibitéria maxima (1Cso= 0,996 uM)
?31)4 - triidroxi-3-metoxiflavona \é?;rgiﬁgu&s'ggg:a%l)d es BOIss. & | 9904 de atividade inibitéria (100 pM) Enzima sem tratamento (62)
?3‘;) diidroxi-3,7-dimetoxiflavona g?;:;ﬁ?'&stfgg:a%'f es BOIss. & | 9504 de atividade inibitoria (100 pM) Enzima sem tratamento (62)
?I,;Ivgqulgl(%rho)m—3,6,7—tr|metOX| \é?;:;ﬁr:'(i\stfgf:a%'f es BOIss. & | 2794 de atividade inibitéria (100 pM) Enzima sem tratamento (62)
0 inibica -
astragalina (3i) Polygala japonica (Polygalaceae) + 55% de atividade inibitéria (5 mg/mL) ?gﬂgfgi com 50% de inibicdo em 5- | (63)
3 — -
hiperina (3j) Kalopanax pictum (Araliaceae) + 55% de atividade inibitéria (5 mg/mL) ?gﬂgfrﬁf_ com 50% de inibicao em 5- | (63)
isoraminetina (4a) i 35% de atividade inibitoria (ICso = ndo | Acarbose com 99% de atividade | (52)
determinado) inibitéria maxima (I1Cso= 0,996 pM)
0 — -
narcisina (4b) Sophora japonica (Fabaceae) + 70% de atividade inibitéria (5 mg/mL) ?girgfrﬁf_ com 50% de inibi¢do em 5- | (63)
0 inibica 64
) 50% inibicao entre 0,4-0,6 mM Acarbose com 50% de inibicdo em (64)
fisetina (4c) concentragdo < 0,1 mM
85% de atividade inibitoria (ICsp= 19,6 | Acarbose com 99% de atividade | (52)

HM)

inibitdria maxima (I1Cso= 0,996 puM)
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Continuacao: Tabela 2 - Compostos com capacidade de inibi¢do da a-amilase humana

Composto Fonte Atividade Controle Referéncia
miricetina (4d) i 79% de atividade inibitoria (ICso = 30,2 | Acarbose com 99% de atividade | (52)
M) inibitoria maxima (ICso= 0,996 pM)
dimero de quercetina (5a) Allium cepa L. (Liliaceae) 87% de atividade inibitoria Acarbose (65)
(4"-O-B-D-glicopiranosideo  de . - 0 . S (65)
dimero de quercetina) (5b) Allium cepa L. (Liliaceae) 56% de atividade inibitoria Acarbose
tagetina (6) i 97% de atividade inibitéria (ICso= 10,2 | Acarbose com 99% de atividade | (52)
quercetagetina M) inibitéria maxima (1Cs,= 0,996 LM)
kaempferol-3-O-[6"-O-(3- 0 S | (63)
hidroxil-3-metilglutaroil) Polygala japonica (Polygalaceae) 100% de atividade inibitdria Acarbose com 50% de inibigdo em 5
S 50 pg/mL
glicosideo] (7)
. . ia iphionoi i o . (62)
auranetina-5-metileter (8) Varthemia iphionoides - Boiss. & 18% de atividade inibitoria (100 puM) Enzima sem tratamento
Blanche (Asteraceae)
Flavona
0 inibica -
Lonicera japonica (Caprifoliaceae) | 100% de atividade inibitéria (5 mg/mL) ?gigfr;i com 50% de inibicdo em 5- | (63)
L Acarbose com 50% de inibicdo em | (64)
- 0,
luteolina (9a) 50% de inibigao em 0,2 mM concentragdo < 0,1 mM
i 88% de atividade inibitéria (ICso= 18,4 | Acarbose com 99% de atividade (52)
M) inibitéria maxima (1Cso= 0,996 uM)
5 — — ———-
Allium cepa L. (Liliaceae) 82% d_e atividade inibitéria (IC5, = néo Acarbose (65)
determinado)
0 inibica -
luteolina -7-O-glicosideo (9b) Salix gracilistyla (Salicaceae) 100% de atividade inibitéria (5 mg/mL) ?gigfr;i com 50% de inibicdo em 5- | (63)
5 ——
i 50% de inibicdo em 0,2-0,4mM Acarbose com 50% de inibicdo em | (64)
concentragdo < 0,1 mM
(52)

acacetina (9c)

14% de atividade inibitéria (ICsy = nédo
determinado)

Acarbose com 99% de atividade
inibitéria maxima (1Cso = 0,996 uM)
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Continuacao: Tabela 3 - Compostos com capacidade de inibi¢do da a-amilase humana

Composto

Fonte

Atividade

Controle

Referéncia

apigetrina (9d)

ICs < 0,2 MM

Acarbose com 50% de inibigdo em
concentragdo < 0,1mM

(64)

5 ——— -
lonicerina (9e) Lonicera japonica (Caprifoliaceae) | * 55% de atividade inibitoria (5 mg/mL) ?;ﬂgf;f_ com 50% de inibi¢do em 5- | (63)
3 — -
rhoifolina (9f) Lonicera japonica (Caprifoliaceae) | + 60% de atividade inibitéria (5 mg/mL) 'g‘gﬂgfnﬁf_ com 50% de inibi¢do em 5- | (63)
diosmetina (10a) i 19% de atividade inibitéria (ICsy = ndo | Acarbose com 99% de atividade | (52)
determinado) inibitéria maxima (1Cso= 0,996 uM)
enkwanina (10b) i 17% de atividade inibitéria (ICs, = ndo | Acarbose com 99% de atividade (52)
g determinado) inibitdria maxima (ICso= 0,996 uM)
escutelareina (11a) i 98% de atividade inibitéria (ICso= 9,64 | Acarbose com 99% de atividade | (52)
uM) inibitéria maxima (1C5o= 0,996 uM)
. L S Acarbose com 99% de atividade | (52)
- 0, =
eupafolina (11b) 99% de atividade inibitoria (ICsp= 48 pM) inibitéria méxima (1Cs,= 0,096 LIM)
0 — -
bilobetina (12) Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae) | + 25% de atividade inibitdria (5 mg/mL) ?gﬂgfrﬁi com 50% de inibigdo em 5- | (63)
Flavanona
. 26% de atividade inibitoria (ICs, = ndo | Acarbose com 99% de atividade | (52)
naringenina (13a) - . A _
determinado) inibitdria maxima (ICso= 0,996 uM)
hesperetina (13b) ) 39% de atividade inibitéria (ICs, = ndo | Acarbose com 99% de atividade | (52)
P determinado) inibitéria maxima (1Cso= 0,996 uM)
0 inibica -
hesperidina (13c) Citrus unshiu (Rutaceae) + 60% de atividade inibitéria (5 mg/mL) ?gﬂgféi com 50% de inibicdo em 5- | (63)
Flavanonol
96% de atividade inibitéria (65)

aliocideo G (14a)

Allium cepa L. (Liliaceae)

Acarbose
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Continuacao: Tabela 4 - Compostos com capacidade de inibi¢do da a-amilase humana
Composto Fonte Atividade Controle Referéncia
Isoflavona
0 I _ 63
: + 55 de atividade inibitoria (5 mg/mL) | AC&"D0se com 50% de inibiczo em 5- | (63)
. 50 pg/mL
daidzeina (15a) __ I _ __
i 23% de atividade inibitoria (ICso = ndo | Acarbose com 99% de atividade | (52)
determinado) inibitéria maxima (1Cso= 0,996 uM)
0 C e ) (63)
: + 30% de atividade inibitéria (5 mg/mL) | Acarbose com 50% de inibicgo em 5
50 pg/mL
genisteina (15b) (52)
i 25% de atividade inibitéria (ICs; = ndo | Acarbose com 99% de atividade
determinado) inibitdria maxima (ICso= 0,996 uM)
Proantocianidina
catequina (16a) i 13% de atividade inibitéria (ICs, = ndo | Acarbose com 99% de atividade | (52)
g determinado) inibitéria maxima (1Csp = 0,996 pM)
L 50% de atividade inibitéria (concentracdo | Acarbose com 50% de inibi¢cdo em 5,7 | (66)
catequina hidrato (16a) - > 20 mM) UM
. . i 10% de atividade inibitéria (ICsy = ndo | Acarbose com 99% de atividade | (52)
epicatequina (16b) determinado) inibitoria maxima (1Cso= 0,996 uM)
alato de (-)-catequina (16c¢) Bergenia ciliate (Haw) 1C50 =401 uM Enzima sem tratamento "
9 g (Saxifragaceae) 50~ UL M
. - (67)
galato de (-)-epicatequina (16d) Berg_ema ciliate (Haw) 50% de atividade inibit6ria em 739 uM Enzima sem tratamento
(Saxifragaceae)
(66)

galato de epicatequina (16d)

50% de atividade inibitoria em 1,5 mM

Acarbose com 50% de inibicdo em 5,7
Y
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Continuacao: Tabela 5 - Compostos com capacidade de inibi¢do da a-amilase humana

Composto Fonte Atividade Controle Referéncia
5 —
galato de epigalocatequina (17) - 50% de atividade inibitoria em 1,4 mM ﬁ:/?rbose com 50% de inibigdo em 5,7 | (66)
Acarbose com 50% de inibicdo em 5,7 (66)
teaflavina (18a) - 50% de atividade inibitéria em 67 uM UM ¢ '
Acarbose com 50% de inibicdo em 5,7 (66)
monogalato de teaflavina (18b) - 50% de atividade inibitoria em 5,5 uM UM 0 ¢ '
Acarbose com 50% de inibicdo em 5,7 (66)
digalato de teaflavina (18c) - 50% de atividade inibitoria em 2,9 uM LM 0 ¢ '
Outros
2.(3 4-diidroxibenzoil)-2,4,6- (65)
triidroxi-3  (2H)-benzofuranona | Allium cepa L. (Liliaceae) 88% de atividade inibitoria Acarbose
(19)
(68)
_ . 0 . s _
aceronidina (20) Malplghlg emarginata DC. | 34% de atividade inibitoria (1Cs, = 820 Enzima sem tratamento
(Malpighiaceae) uM)
Tanino
Constante de dissociacio do complexo Acarbose com constante de dissociacdo | (57)
L ¢ P do complexo contendo inibidor EI (Kg))
contendo inibidor EI (Kg)) 0,82 pg/ mL vs 045 I mL Vs constante de
“Aleppo tannin” (galotanino) (21) | “noz de gala” constante de dissociacdo do complexo dissociggéo do complexo inibidor/
inibidor/ enzima/ substratoESI (Kgs)) 3,32 oclac P
enzima/ substratoESI (Kgs;) 0,065 pg/
pg/ mL mL
. . teaflavina- (69)
pedunculagina (222) (Réj(k)):asceaeiuawssmus S LEE 14% de atividade inibitdria 3,3-di-O-gallato com 83% de atividade

de inibicdo
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Continuacao: Tabela 6 - Compostos com capacidade de inibi¢do da a-amilase humana

Composto Fonte Atividade Controle Referéncia
: . Rubus  suavissimus LEE 0 - L teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de | (69)
1(B)-O-galoilpedunculagina (22b) (Rosaceae) 56% de atividade inibitoria atividade de inibicéo
. . Rubus  suavissimus LEE 0 o L teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de (69)
1 (o)- galoilpedunculagina (22b) (Rosaceae) 36% de atividade inibitoria atividade de inibicéo
- ina-3.3-di-O- 9 69
estrictinina (23a) Rubus  suavissimus LEE | 5206 de atividade inibitoria teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de | (69)
(Rosaceae) atividade de inibicéo
. Rubus  suavissimus LEE 0 L s teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de | (69)
sanguiina H5 (23Db) (Rosaceae) 56% de atividade inibitoria atividade de inibicio
roshenina B (1-desgaloil | Rubus  suavissimus LEE 54% de atividade inibitoria teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de (69)
sanguiina H6 (23c) (Rosaceae) atividade de inibigao
. ina-3 3-di-O- 0 69
sanguiina H2 (23d) Rubus  suavissimus LEE | 3604 de atividade inibitoria teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de (69)
(Rosaceae) atividade de inibigdo
- . - _ _ ._ _ o 69
sanguiina H10 (23¢) Rubus  suavissimus LEE | 2396 de atividade inibitoria teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de | (69)
(Rosaceae) atividade de inibigao
sanguiina H11 (23f) Rubus  suavissimus LEE 1% de atividade inibitéria tegf!avma 3,:_3 d|O galato com 83% de | (69)
(Rosaceae) atividade de inibigdo
lambertianina A (23g) Rubus ~ suavissimus LEE | 3606 de atividade inibitoria teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de | (69)
(Rosaceae) atividade de inibigdo
sanguiina H6 (23h) Rubus  suavissimus LEE 19% de atividade inibitoria tegf!avma 3,:_3 d|O galato com 83% de | (69)
(Rosaceae) atividade de inibicdo
1SS 1na- -di-O- 0,
rubusuaviina A (24a) (RF‘;E:;C%S“&V'SS'”‘”S LEE | 6006 de atividade inibitéria ;‘i?\f:g‘;g;a d?é'?n?t;i;ga'ato com 83% de | (69)
issi ina-3,3-di-O- 9 69
rubusuaviina B (24b) (Réjg:asceaejuawsmmus LEE 60% de atividade inibitoria ;i?\t:z\;:jr:eadi’?n?t;i((;)e”u?alato com 83% de | (69)
1SS 1Na- -di-O- 0,
rubusuaviina C (24c) Rubus  suavissimus LEE 17% de atividade inibitdria teafla_lv!na 3,3 d.' O _gzilllato com 83% | (69)
(Rosaceae) de atividade de inibicdo
Rubus  suavissimus LEE teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de | (69)

rubusuaviina D (24d)

(Rosaceae)

52% de atividade inibitéria

atividade de inibicéo
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Continuacao: Tabela 7 - Compostos com capacidade de inibi¢do da a-amilase humana

Composto Fonte Atividade Controle Referéncia
- Rubus  suavissimus S. LEE 0 - L teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de | (69)
rubusuaviina E (24e) (Rosaceae) 14% de atividade inibitdria atividade de inibicio
. Rubus  suavissimus S. LEE 0 . S teaflavina-3,3-di-O-galato com 83% de (69)
rubusuaviina F (24f) (Rosaceae) 34% de atividade inibitoria atividade de inibicéo
Acarbose com 50% de inibicdo em | (64)
i 1G5 < 0.2 MM concentragio < 0,1mM
S 54
Constante de dissociacdo do complexo (54)
acido tanico (25) contendo inibidor El (Kg) entre 8-9 pg/
- mL  vs constante de dissociagdo do | -
complexo inibidor/ enzima/ substrato ESI
(Kgs)) entre 45-49 pg/ mL
Derivados do acido cinamico
- . Acarbose com 50% de inibicio em | (64)
acido clorogénico (26) - I1Csp entre 1,4-1,6 mM concentragio <0,1mM
L A Acarbose com 50% de inibicdo em | (64)
acido isoclorogénico (27) - ICso entre 0,6-0,8 MM concentracio < 0,1 mM
- 85% de atividade inibitoria Enzima sem tratamento (70)
acido rosmarinico (28) Acarbose com 50% de inibica
i i cdo em | (64)
ICso entre 1,4-16 mM concentragéo < 0,1 mM
. Acarbose com 50% de inibicio em | (64)
esculina (29) - I1Csp entre 1,4-1,6 mM concentragio < 0,1 mM
mistura de acido galico (2), acido (71)
?;gg;'czggg é?;)i,cgcgi)cagsilgg Centratherum anthelminticum | 90% de atividade inibitoria (ICso = 185ug) | Acarbose com 85% de inibicdo
' g ' (Asteraceae) maxima (ICso = 17 pg)

feralico (32b), quercetina (3a) e
kaempferol (3e)




Revisdo da literatura

37

Conclusdo: Tabela 8 - Compostos com capacidade de inibi¢do da a-amilase humana

Composto Fonte Atividade Controle Referéncia
Terpeno
esqualeno (33) - 30% de atividade inibitdria Enzima sem tratamento (72)
lupeol (34) - + 50% de atividade inibitéria Triticum aestivum  (inibidor ' de ~o- | (73)
amilase isolado de semente de trigo)
3-0_—_[(92)-9—heexadec—9—en0|I]—B— Spondlas_ mombin Linn 57% de atividade inibitoria Acarbose (74)
amirina (35) (Anacardiaceae)
. . N (73)
acido oleandico (36a) - + 50% de atividade inibitoria Trlpcum_ aestivum _ (inibidor _de o
amilase isolado da semente de trigo)
i ; Fib _ 1 (73)
cido ursélico (36b) - + 87,5% de atividade inibitéria Triticum aestivum  (inibidor ~ de o
amilase isolado da semente de trigo)
mistura de lambertianina C, . . . 0 o | (75)
sanguiina H10 (23e), e sanguiina RUbUIS idaeus L. variedade Glen * 75% de atividade inibitéria Cha_verde com + 99% de inibigdo
H6 (23h) Ample (Rosaceae) maxima
mistura de isdmeros de Aacidos | Phyllanthus amarus Schumach. & | + 65% de atividade inibitéria (ICsy = | Triticum aestivum (inibidor de o- | (73)
oleandlico (36a) e ursélico (36b) | Thonn. (Euphorbiaceae) 2,01u9) amilase isolado da semente de trigo)
mistura de acido betulinico (37) e (76)

3,5,7,4’-tetraidroxiflavanona
(14b)

Syzygium cumini Linn (Myrtaceae)

98% de atividade inibitdria

N&o informado



http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=10624-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DPhyllanthus%2Bamarus%2B%26output_format%3Dnormal
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Figura 4: Taninos que apresentam atividade
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23f sanguiina H11
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23g ~w = lambertianina A
23h w~ww = sanguiina H6
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24b rubusuaviina B
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24c rubusuaviina C
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24d rubusuaviina D
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24e rubusuaviina E
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24f rubusuaviina F
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Figura 5: Derivados do acido cinimico que apresentam atividade inibitoria sobre a-amilase
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2.3. Constituintes quimicos e atividades biolégicas de frutos da familia
Sapotaceae

A familia Sapotaceae compreende cerca de 75 géneros e 800 espécies
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, sendo que 12 deles, com cerca de 103

espécies, sdo encontrados no Brasil (77, 78).

Poucas referéncias sdo encontradas quanto as atividades bioldgicas ou aos
metabdlitos secundarios de frutos pertencentes a espécies da familia Sapotaceae, apesar
de varias espécies produzirem frutos comestiveis amplamente consumidos pela
populacdo, como por exemplo, Pouteria caimito (abiu), P. macrocarpa (cutito), P.

macrophyla (caimo), P. sapota (sapota, sapoti, sapotilha), Manilkara zapota cv.

O estudo do oleo essencial isolado da polpa do fruto de Argania spinosa L.
identificou a presenca de 1,8-cineol, canfora, 2-(4-metilciclohex-3-enil)-propan-2-ol,
como constituintes mais abundantes, indicando a utilizacdo do dleo essencial como
repelente de insetos (79). Ainda da polpa do fruto foram identificados os compostos
polifendlicos rutina [3d], hesperidina [13c], isoroifolina [38a], quercetina [3c] e
derivados, naringenina [13a], luteolina [9a], catequina [16a], epicatequina [16b] e &cido
gélico [2] (80).

OH

H " O i
HO
0
Ry OH

R,0 0

R1 R2 R3 R4 o |(|)
38a O-gli OH H ramn-6B-gli isorhoifolina
38 H H H gl isorquercetina

38c O-ramn OH OH H miricitrina 39 diidromiricetina
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A analise do o6leo concentrado obtido das sementes Argania spinosa L.
identificou, como componentes mais abundantes, os &cidos palmitico, oléico, linoléico e
estearico, além da presenca de tocoferol e outros compostos polifenolicos. Devido a sua
composicdo rica em &cidos graxos e compostos antioxidantes, o 6leo vem sendo
amplamente utilizado na industria dermocosmética em preparacdes cosméticas para uso

cuténeo e capilar (81).

A avaliagdo da composi¢do fitoquimica de frutos frescos da espécie
Chrysophyllum cainito L. permitiu a identificacgdo dos compostos polifendlicos
catequina [16a], epicatequina [16b], galocatequina [40a], epigalocatequina [40b],
quercetina [3a], quercetrina [3c], isoquercetrina [38b], miricitrina [38c] e acido galico
[2], responsaveis pela capacidade antioxidante in vitro apresentada pelo extrato (82). A
presenca de acido galico [2] foi também relatada em frutos de Mimusops elengi L. (83).

OH

OH
HO o
‘ OH
OH

OH 0]

Laaaaadd

40a —== galocatequina
40b oeen epigalocatequina

Compostos com capacidade antioxidante, in vitro, foram identificados na fragdo
acetato de etila dos extratos brutos dos frutos frescos de P. sapota e P. viridis, sendo
eles: &cido galico [2], galocatequina [40a], catequina [16a], epicatequina [16b],

diidromiricetina [39], catequina-3- O- galato [16c] e miricitrina [4d].

Carotenoides e compostos fendlicos foram quantificados e identificados por
CLAE-EM no extrato bruto dos frutos de P. sapota Jacg. H. E. Moore & Stearn, sendo
descritos como os mais abundantes o B-caroteno [41a], luteina [41b], violaxantina [42]
e o0s acidos benzoicos {principalmente acidos p-hidroxibenzoico [44],

protocatéquico[30] e galico [2]} (84, 85). Em ensaios de avaliagdo da capacidade
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antioxidante foi possivel identificar a fracdo hidrofilica, obtida a partir do extrato bruto,

como a mais ativa frente aos métodos usados (85).

e

R

4la H B-caroteno
41b OH luteina

\)\/\)\/YVY\ OH

HO

42 violaxantina

Os carotenoides violaxantina [42] e neoxantina [43] foram identificados, como
mais predominantes, na polpa do fruto de P. campechiana (Kunth) Baehni (86). Acido
galico [2] e catequina [16a] foram também isolados da fragdo acetona do extrato bruto

dos frutos frescos dessa espécie (87).

HO /K/ \)\/ N \( X \( X
o HO |
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43 neoxantina
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COOH

OH

44 &cido p-hidroxibenzoico

A presenca dos flavonoides glicosilados 2R,3R- 4'O-metildiidrokaempferol-7-O-
[3"-O-acetil]-B-D-glucopiranosideo [45a], 2R,3R-4'O-metildiiidrokaempferol-7-O-p-D-
B-L-xilopiranosil-(1"—6")-[3"-O-acetil]-B-D-glucopiranosideo  [45b],  2R,3R-4'0O-
metildiidrokaempferol-3-O-B-D-B-L-xilopiranosil-(1"—6")-[3"-O-acetil]-p-D-
glucopiranosideo [46], além de acido galico [2] foi identificada em extratos de frutos

secos de P. obovata (88).

OR
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HO
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OCH,

R
45a H 2R,3R,4'-O-metildiidrokaempferol-7-O-[3"-O-acetil]-B-D-glicopiranosideo
45b xil 2R,3R,4'-O-metildiidrokaempferol-7-O-B-L-xilopiranosil-(1"-»6")-[3"-O-acetil]-p-D-glicopiranosideo

E importante destacar que na referéncia original os autores denominaram o
composto 46 como 2R,3R-4'0O-metildiidrokaempferol-3-O-p-D-B-L-xilopiranosil-
(1"—6")-[3"-O-acetil]-p-D-glicopiranosideo (88). Contudo, no mesmo trabalho, nos
dados de RMN apresentados ndo foi possivel observar valores de deslocamento quimico

para os carbonos do grupo acetila.
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OCH;

O-xil-gli

46 2R-3R-4'-O-metildiidrokaemferol-7-O-p-D-B-L-xilopiranosil-(1=»6")-3-D-glicopiranosideo

A andlise de extratos dos frutos frescos de Manilkara zapota cv levou a
caracterizacdo dos compostos polifendlicos clorogenato de metila, diidromiricetina [4d],
quercetina [3a], miricetina [4d], catequina [16a], epicatequina [16b], galocatequina
[40a] e &cido gélico [2], além dos compostos 4-O-galoilclorogenato de metila e &cido 4-
O-galoilclorogénico. Alta capacidade antioxidante e atividade citotéxica, em ensaio de
citotoxicidade nas linhagens celulares humanas HCT-116 e SW-480 (células de
carcinoma de colon) foram identificadas nos compostos acido 4-O-galoilclorogénico
[47a] e 4-O-galoilclorogenato de metila [47b] e ] (89).
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A correlagdo entre a atividade inibitoria da enzima a-glicosidase e a quantidade
de compostos fenolicos foi avaliada para o extrato aquoso da polpa do fruto de P.
lucuma, in vitro. Os resultados apontaram que apesar de ndo ter sido possivel a
identificacdo de compostos fendlicos pelo método CLAE-EM, no referido extrato, sua

capacidade de inibicdo enzimatica foi em torno de 85% (90).

Estudo quimico dos acidos graxos obtidos das sementes dos frutos de Madhuca
longifolia (Koenig) permitiu a identificacdo dos acidos oleico [48], linoleico [49],
estedrico [50] e palmitico [51] como mais abundantes; foram ainda caracterizados f3-
sitosterol [52] e o-tocoferol [53] (91).

COOH | COOH
A
48 acido oleico 49 &cido linoleico
COOH COOH
50 &cido esteérico 51 &cido palmitico

52 B-sitosterol
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HO

53 y-tocoferol

Com isso, considerando que até o presente momento, ndo ha referéncias, quanto
a fitoquimica e potenciais atividades biologicas de frutos frescos de P. torta (Mart.)
Raldk, e a grande importancia da espécie no bioma do Cerrado, torna-se relevante seu

estudo visando possivel desenvolvimento de novo agente terapéutico.
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando que:

4.1.

As plantas medicinais sdo largamente utilizadas por individuos portadores de
diferentes doencas, sobretudo as cronicas, de tratamento dificil e/ou demorado,
no intuito de que os sintomas sejam minimizados.

A ampla biodiversidade da flora brasileira, em especial a vegetacdo do Cerrado,
apresenta um potencial ainda inexplorado para a realizagcdo de estudos que
identifiquem atividades terapéuticas de substancias fitoativas.

Existe uma necessidade de conhecimento das caracteristicas quimicas e
atividades bioldgicas de espécies vegetais do Cerrado, com o intuito de serem
determinados padr@es de qualidade em atendimento a legislacao para producao e
comercializacdo de fitofarmacos, pois muitas espécies brasileiras sdo utilizadas
como medicinais, baseando-se tdo somente nas informacGes ethomedicinais, sem
que haja comprovagdo das atividades farmacoldgicas preconizadas ou sua
composi¢do quimica, bem como sem uma metodologia eficiente para o Controle
da Qualidade.

Os seguintes objetivos sdo propostos:

. OBJETIVO

Avaliar a atividade inibidora enzimaética, por ensaio de atividade de
inibi¢ao da a-amilase, do epicarpo de fruto de Pouteria torta (Mart.) Radlk, por

meio de um estudo biomonitorado.

Objetivos especificos

Determinar a composi¢do micromolecular do extrato bruto do epicarpo de fruto
de Pouteria torta (Mart.)) Radlk por meio de técnicas espectrometricas e
cromatograficas.

Caracterizar a(s) fracdo(0es) ou substancia(s) isolada(s) da espécie em questéo

responsavel(eis) pela atividade de inibicéo enzimatica.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Reacdo de acetilacéo

Em um baldo de fundo redondo, contendo 100 mg de amostra, foram
adicionados 4 mL de anidrido acético e 2 mL de piridina e a mistura foi mantida sob
agitacdo. Apds 1 hora, foram adicionados mais 4 mL de anidrido acético e 2 mL de
piridina e a reacdo foi acompanhada por CCD, sendo agitada periodicamente e apos 48
horas a reacdo se completou. Apds esse periodo foram adicionados, ao baldo,
aproximadamente 200 mL de gelo triturado. A mistura foi transferida para um funil de
separacdo e foram adicionados 200 mL de diclorometano, procedendo-se a separacdo
das fases. A fracdo acetilada foi seca com Na,SO, anidro e apos filtracdo o solvente foi

retirado por destilacéo a vacuo (92).

5.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

5.2.1. Fase estacionéria (FE):

- Placas de silica gel 60G (Merck), preparadas em suporte de vidro, com 0,25 mm de

espessura (analitica) previamente ativadas a 105°C.

- Placas de silica gel 0,2 mm Kieselgel 60 ALUGRAM SIL G. (MACHEREY-
NAGEL).

5.2.2. Fase mébvel:

FM1: AcOEt: HCO,H: CH3COOH: H,0 (100: 10: 10: 15)
FM2: AcOEt: HCO,H: CH3COOH: H,O (100: 10: 10: 20)
FM3: CHCI3: MeOH: H,0 (70: 30: 5)

FM4: AcOEt: propanol (7: 3)
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FM5: AcOEt: HCO;H: CH3COOH: H,0 (100: 10: 10: 8)
FM6: MeOH: CHCl; (1: 1)

FM7: CHCl;

FM8: AcOEt: HCO;H: CH3COOH: H,0 (100: 6: 6: 4)
FM9: AcOEt : HCO,H (100:2)

FM10: Hexano: CH,ClI, (8:2)

FM11: AcOEt: HCO,H: CH3COOH: H,0 (100: 11: 11: 26)

5.3. Reveladores (93)

5.3.1. R1- Solucdo acida de anisaldeido

Reagente para deteccdo de esteroides, prostaglandinas, carboidratos, fendis,
glicosideos, sapogeninas, terpenos de modo geral (6leos essenciais), antibioticos,

micotoxinas.
Solucdo A: Solucéo de anisaldeido em acido acético 2%.
Solucéo B: Solucéo etandlica de H,SO4 20%.

A cromatoplaca foi borrifada com a solugdo A, em seguida, com a solucdo B e

foi entdo aquecida a temperatura de 100°C. Revelador geral.

5.3.2. R2 - Reagente NP/PEG

Reagente para deteccdo de flavonoides e outras substancias fenolicas pela

intensificacdo da fluorescéncia.

Solucédo A: solucdo metanolica de difenilboriloxietilamina 2%.
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Solucéo B: solucgéo etanolica de polietilenoglicol — 400 (PEG 400) 5%.

A cromatoplaca foi borrifada com a solucdo A, em seguida com a solucdo B e

observada sob luz ultravioleta (A= 365 nm).

5.3.3. R3-reagente vanilina 1%

Reagente para deteccdo de esteroides, triterpenos, prostaglandinas e saponinas.
Solucéo A: solucéo etandlica de vanilina a 1%.
Solucéo B: solucao etandlica de H,SO,4 a 5%.

A cromoplaca foi borrifada com a solugdo A, em seguida, com a solugéo B e foi

entdo aquecida a temperatura de 100 °C.

5.3.4. R4 —radiagao ultravioleta

A cromatoplaca foi sistematicamente analisada sob luz ultravioleta (A= 365 nm).

Deteccdo de substancia contendo grupos cromaforos.

5.4. Cromatografia em coluna (CC)

5.4.1. Exclusdo em gel Sephadex

O sephadex (Sephadex ™ LH-20 Amersham Biosciences) foi suspenso no
solvente utilizado como fase movel, mantido em repouso por 24 horas e empacotado em

coluna de vidro até total decantacdo do gel. A coluna foi mantida sob repouso por 24
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horas. A amostra foi dissolvida em quantidade suficiente do eluente e entdo aplicada no

topo da coluna que foi, em seguida, eluida até completo esgotamento.

5.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE foram realizadas em equipamento da marca Hitachi
Lachrom Elite e utilizados os detectores arranjo diodos (DAD) e indice de refracdo (IR)

As amostras foram dissolvidas em solvente apropriado e filtradas.
- métodos analiticos:

CLAE 01: coluna: Lichrospher 100 NH3, 250 mm x 4,0 mm (HP 5 pm) mantida
a 30°C; fluxo: ImL/min; eluente: bomba A (acetonitrila), bomba B (&4gua); detector: por
indice de refracdo (IR); sistema de eluicdo: isocratico; programa de eluicdo: bomba A:
bomba B (80:20).

CLAE 02: coluna: LichroCART 150-4,6 Purospher STAR RP 18e (5um); Pré-
coluna: LichroCART 4-46 Purospher STAR RP 18e (5um); fluxo: 0,6mL/min; eluente:
bomba A (&gua, acidificada com 1% de solucdo de acido fosférico 0,1M), bomba B
(acetonitrila); detector: DAD; intervalo de analise: 230-400 nm; sistema de eluicdo:

gradiente.

Programa de eluicdo:

Tempo (min) Bomba A (%) Bomba B (%)

0 90 10
40 70 30
50 50 50

55 90 10




Materiais e métodos 74

5.5. Analises espectrométricas

5.5.1. Espectrometria no infravermelho (1V)

O espectro foi obtido no espectrofotbmetro Bomem Hartmann & Braun MB —

100 (Alemanha), com as freqiiéncias vibracionais expressas em cm™.

As amostras foram analisadas em pastilhas preparadas com brometo de potéssio
(KBr) (Instituto de Quimica — 1Q — UnB, realizada pela Profa. Inés Sabioni Resck).

5.5.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H e de **C foram obtidos & temperatura ambiente no
espectrometro Varian Mercury Plus (300MHz, 7,04T, E.U.A), utilizando sondas de
deteccdo ATB e SW de 5 mm de diametro interno. Os deslocamentos quimicos (o)
foram expressos em ppm, 0s acoplamentos escalares em hertz (Hz) e os solventes
deuterados foram D,0, CD3;OD e CDCl;, com TMS (tetrametilsilano) e DSS como
referéncias internas (Instituto de Quimica — 1Q — UnB, realizada pela Profa. Inés
Sabioni Resck).
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5.6. Ensaios bioldgicos

5.6.1. Atividade citotdxica

e Toxicidade a larvas de Artemia salina (94)

- Preparacéo da solucéo salina: Uma solucdo de sal marinho sintético (36 g/L)
foi preparada e ajustada, com uma solucéo 0,1 M de NaOH até pH 8-9. Essa soluc¢éo foi
utilizada para a ecloséo dos ovos de A. salina e para o preparo das diluicdes do extrato

bruto hidroalcodlico e algumas fracGes dos epicarpos frescos do fruto de Pouteria torta.

- Ecloséo dos ovos: os ovos de A. salina foram postos em solugédo salina aquosa

com aeragdo constante e expostos a luz diurna por 48 horas para eclodir.

- Preparacao das diluicdes seriadas: As amostras foram solubilizadas em 0,2
mL de DMSO e o volume completado para 20 mL com solucdo salina (1000 ppm).
Desta solucdo foram preparadas dilui¢des seriadas (500, 250 e 125 ppm) em triplicata.
Em cada tubo foram adicionadas 10 larvas de A. salina.

- Controle positivo: Uma amostra de 2,00 mg/mL de dicromato de potéssio foi

submetida a mesma condicdo teste da amostra a ser analisada.

- Controle negativo: Tubos contendo 0,2 mL de DMSO e 10 larvas de A. salina,

nas mesmas condicdes da amostra a ser analisada.

- Bioensaio: Os tubos foram mantidos sob iluminacéo e, apds 24 horas, as larvas
sobreviventes foram contadas. O célculo de DLsy foi realizado utilizando o programa
PROBITOS® (94).
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5.6.2. Atividade antioxidante

e Meétodo de reducao do complexo fosfomolibdénio (95)

A avaliagdo da capacidade antioxidante desenvolvida neste estudo foi baseada na
metodologia descrita por Prieto, Pineda e Aguilar (1999) com algumas modificacfes
(95). A capacidade redutora do complexo de fosfomolibdénio foi avaliada em
comparagdo com a quercetina, acido ascorbico e 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT),
compostos de atividade antioxidante conhecida. As absorbancias foram registradas em
espectrofotémetro Shimadzu (UV - 1601) em A=695 nm (Laboratério de Farmacologia

Molecular da Faculdade de Ciéncias da Saude - UnB).
- Reagente

O reagente foi preparado com a mistura de 0,025 L de solucéo aquosa de fosfato
de sodio (NagPO4, 28 mM), 0,025 L de solucdo de molibdato de amonio tetraidratado
[(N4)sM07024.4H,0, 4 mM] e 0,025 L de solucéo aquosa de acido sulfarico (H2SO4, 0,6
M).

- Substancias de referéncia

Acido ascorbico (Dinamica): para a construgio da curva-padrio foi preparada
solucdo estoque de acido ascorbico (1 mg/mL) em etanol. A partir dessa solucdo, foram
realizadas diluicdes nas concentracdes de: 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,60; e 0,80 mg/mL,

em etanol.

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (Vetec): para a construcdo da curva-padrdo
foi preparada solucdo estoque de BHT (1 mg/mL) em etanol. A partir dessa solucéo,
foram realizadas diluicbes nas concentragbes de: 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,60; e 0,80

mg/mL, em etanol.

Quercetina (amostra gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Lauro E. S. Barata do
Laboratorio de Produtos Naturais de Instituto de Quimica da Unicamp): para a
construcdo da curva-padrédo foi preparada solucéo estoque de quercetina (1 mg/mL) em
etanol. A partir dessa solucdo, foram realizadas diluicbes nas concentragdes de: 0,05;
0,10; 0,20; 0,40; 0,60; e 0,80 mg/mL, em etanol
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- Obtencdo das curvas de calibragdo

Em microtubos de centrifuga (Axigen), 0,1 mL da solucdo estoque e das
diluicbes das substancias de referéncia foram adicionadas em 1 mL de reagente, em
triplicata. Os tubos foram tampados e mantidos em banho-maria a 95 °C por 90 min.
Ap0s este periodo, as amostras foram deixadas arrefecer até temperatura ambiente. Para
0 branco do experimento, foi utilizado a mistura 0,1 mL de etanol e 1 mL do reagente

mantido sob as mesmas condic¢des acima descrita.

O conteudo de cada microtubo foi transferido para cubetas de plastico (caminho
Optico 1 cm) e analisado sob comprimento de onda 695 nm em espectrofotdmetro,

previamente zerado com o branco do experimento.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Prisma 5.0 e as curvas-

padrdo foram construidas pelo método de regressao néo linear (curva sigmoidal).
- Construcéo da curva padréo do acido ascérbico

A Figura 7 apresenta a curva padrdo das concentracdes de &cido ascdbico
utilizadas. Os valores apresentados referem-se a média das absorbancias obtidas em

cada triplicata e o desvio padrao referente a cada concentracao.

Curva-padréo do 4cido ascérbico
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Figura 7: Atividade redutora do &cido ascorbico no método do fosfomolibdénio. Curva padrdo
construida com a média das absorbancias de concentracBes crescentes do acido ascérbico. Cada ponto
representa a média das absorbancias + desvio-padrdo para cada concentracao.
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- Construcao da curva padrédo do BHT

A Figura 8 apresenta a curva padrdo das concentracfes de BHT utilizadas. Os
valores apresentados referem-se a média das absorbéancias obtidas em cada triplicata e o
desvio padréo referente a cada concentragéo.

Curva-padréo do BHT
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Figura 8: Atividade redutora do BHT no método do fosfomolibdénio. Curva padrdo construida com a
média das absorbancias de concentragdes crescentes de BHT. Cada ponto representa a média das
absorbancias + desvio-padréo para cada concentragéo.

- Construcéo da curva padrao de quercetina

A Figura 9 apresenta a curva padréo das concentragdes de quercetina utilizadas.
Os valores apresentados referem-se & média das absorbancias obtidas em cada triplicata

e o0 desvio padréo referente a cada concentracao.
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Curva Padréo da Quercetina
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Figura 9: Atividade redutora da quercetina no método do fosfomolibdénio. Curva padrdo construida
com a média das absorbancias de concentracfes crescentes de quercetina. Cada ponto representa a média
das absorbancias + desvio-padrdo para cada concentragéo.

- Teste de atividade antioxidante

Foram preparadas solucGes etandlicas das amostras (extrato bruto e fragdes) na
concentracdo de 1 mg/mL. Uma aliquota de 0,1 mL de cada amostra foi misturada a 1
mL do reagente e foi seguido 0 mesmo protocolo descrito na obtencdo das curvas de

calibracdo com as substancias de referéncia.

Para calcular a equivaléncia dos compostos analisados com relacdo as
substancias antioxidantes - acido ascdrbico, BHT e quercetina - foram utilizadas as
equacdes das retas obtidas das curvas-padrdo. Os valores médios das absorbéncias, dos
compostos estudados, obtidos no comprimento de onda de 695 nm foram aplicados as
equacbes das retas e, desta forma, foram obtidas as concentracdes relativas aos
controles. A equivaléncia foi calculada dividindo a concentracdo obtida para o padréo
pela concentracdo usada para os compostos analisados. O resultado é dado em

equivalentes de &cido ascérbico, BHT e quercetina.
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5.6.3. Atividade de inibicdo enzimatica

A atividade de inibicdo sobre a-amilase foi determinada usando o método
colorimétrico adaptado da Sigma-Aldrich, descrito por Bernfeld (1955) (96).

5.6.3.1. Reagentes e solucdes

A. Tampdo fosfato de sdédio 20 mM com cloreto de sédio 6,7 mM, pH 6,9: A
solugéo tampdo foi preparada pela mistura de 45 mL de solu¢do aquosa de fosfato de
sodio monobaésico (0,2 M), 55 mL de solu¢do fosfato de sddio dibasico (0,2 M), 0,38 g
de cloreto de sodio e dgua destilada (g.s.p) 1000 mL.

B. Solucédo de amido 1% (Sigma): Foi preparada solucdo de amido 1% na solugédo
A. Para solubilizacdo, a solucdo de amido foi mantida em banho maria sob agitacao por
15 minutos. ApGs este periodo, foi deixada arrefecer, sob agitacdo, até temperatura

ambiente.

C. Reagente DNS: O reagente foi preparado dissolvendo-se, sob agitacdo
constante, 19,8 g de hidroxido de sddio (Vetec), 306,0 g de tartarato de sodio e potassio
(Vetec), 8,3 g de bissulfito de sédio (Vetec) e 10,6 g de acido 3,5-dinitrosalicilico
(Sigma) em 1 L de agua destilada. A solucdo reagente DNS foi mantida acondicionada

em frasco ambar a temperatura ambiente.

D. Solucio de a-amilase: Imediatamente antes da utilizacdo, a a-amilase
pancredtica suina (EC 3.2.1.1, tipo VI, Sigma) foi dissolvida na solucdo A para

obten¢do de uma solu¢do contendo a-amilase na concentracao de 40 Ul/mL.

E. Solucéo de Triticum aestivum (Sigma) (controle positivo): Solucdo de Triticum
aestivum (1 mg/mL) foi preparada em &gua deionizada gelada e mantida sob
refrigeracdo. Em seguida foi contruida curva dose - resposta com as seguintes

concentrages finais no teste de inibi¢do: 20; 40; 60; 80; 100; 120 e 140 pg/mL.

F. Solucdo de acarbose (Sigma) (controle positivo): Solucdo de acarbose (1
mg/mL) foi preparada em agua destilada. Em seguida, foi construida curva dose -
resposta com as seguintes concentragdes finais no teste de inibicdo: 1; 2; 5; 10; 20; 40;
60 e 80 pug/mL.
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5.6.3.2. Preparo das amostras

- Extrato bruto do epicarpo dos frutos de P. torta: Foi preparada solucéo estoque
na concentracdo de 80,25 mg/mL do extrato hidroalcodlico bruto da espécie estudada
em etanol:DMSO (3:1). O extrato bruto foi mantido em contato com o solvente por
aproximadamente 24 horas. A partir dessa solucdo estoque foi realizado teste de
inibicdo com extrato na concentracdo final de 1 mg/mL e em seguida foi elaborada um
curva dose - resposta com concentragéo final do extrato bruto no teste de inibi¢do: 1000;
500; 250; 125; 62,5 e 31,25 pg/mL.

O mesmo esquema de diluicdo foi repetido utilizando &gua destilada na solubilizacéo
do extrato bruto, porém foi utilizado logo apds preparagéo.

- Fragdes hexanica (FH), acetato de etila (FAET) e aquosa (FA): Foram
preparadas solucbes estoques das fracbes hexanica, acetato de etila e aquosa na
concentracdo de 6,6 mg/mL em etanol: DMSO (3:1). A partir dessas solu¢Bes estoques,
as referidas fragdes foram testadas com concentracdo final de 125 pg/mL no teste de

inibicdo enzimatica.

- Fragdes metandlica (FM), acetona (FAC) e insolavel (Fl,): Foram preparadas
solucdes estoques das fragcdes FM e FAC na concentracdo de 6,6 mg/mL em
etanol:DMSO (3:1). A partir dessas solugdes estoques, as referidas fracdes foram

testadas com concentracdo final de 125 pg/mL no teste de inibicdo enzimatica.

A fracdo FI, foi preparada em etanol: DMSO: H,0 (3: 1: 0,01) na concentracdo de
6,6 mg/mL (solucdo estoque). A partir dessa solugdo estoque, a referida fragcdo foi
testada com concentracdo final de 125 pg/mL no teste de inibicdo enzimatica.

As fragbes que apresentaram atividade de inibicdo foram selecionadas para a
avaliacdo do potencial de inibicdo em diluicdes seriadas. Foram construidas curvas
dose-resposta para cada fragdo selecionada determinando-se o valor do 1Csp. A
concentracdo capaz de inibir metade da inibicdo maxima (ICsp) € a medida da eficacia
de um composto na fungéo bioldgica ou bioquimica de inibicao.

Foi preparada solugéo estoque da fragdo aquosa (FA) na concentracdo de 6,6 mg/mL
em agua destilada. A partir dessa solucéo estoque, foi construida curva dose - resposta
com concentragdo final no teste de inibi¢do: 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 pg/mL.
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Foi construida curva dose - resposta com concentracdo final no teste de inibicao:
Para FM e Fl, concentracdo de 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 pug/mL; enquanto para
FAC as concentracOes de 3,9; 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125 e 250 pg/mL.

A curva de inibicdo foi obtida construindo um grafico com a porcentagem de
inibicdo versus o logaritmo da concentracdo do inibidor. Para tanto, foi utilizado o

programa GraphPad Prism 5.0.

5.6.3.3. Teste de inibi¢do da a-amilase
- Ensaio enzimatico

A. Pré-incubacéo: Em tubo de ensaio foram misturados 2 mL de tampdo fosfato de
sodio 20 mM (pH 6.9) contendo cloreto de sddio 6.7 mM e 100 uL da solugdo de a-
amilase. Os tubos foram mantidos a 25°C por 30 min. Apos esse periodo segue para

0 ensaio enzimatico.

B. Ensaio enzimatico: Depois da pré-incubacdo, 0,5 mL do pré-incubado (item A)
foi misturado a 1 mL de solucdo de amido 1% e 0,5 mL tampao fosfato de sédio 20
mM. Os tubos foram incubados a 40°C por 20 min. Apds o periodo determinado, a
reacdao foi interrompida com a adi¢do de 1 mL de solucdo do reagente DNS. As
amostras foram entdo aquecidas em ebulicdo por 5 minutos e resfriadas a
temperatura ambiente. A mistura de reacdo foi diluida adicionando 9 mL de agua
destilada. A atividade da a-amilase foi determinada pela absorbancia em

espectrofotbmetro a 540 nm.

Concentracbes finais no ensaio: Em 2 mL da mistura, as concentracdes finais

foram 0,5% (p/v) do amido e 1 Ul/mL de enzima.
- Ensaio de inibi¢cdo enzimatica

A. Pré-incubagdo: Em tubo de ensaio, 40 pL de inibidor/amostras foram
misturados a 2 mL de tampéo fosfato de sédio 20 mM (pH 6,9) contendo cloreto de
sodio 6,7 mM e 100 pL da solugao de a-amilase. Os tubos foram mantidos a 25°C

por 30 min. Apo0s esse periodo, segue para ensaio de inibi¢do enzimatica.
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B. Ensaio de inibicdo enzimatica: Depois da pré-incubacdo, 0,5 mL do pré-
incubado (item A) foi misturado a 1 mL de solugdo de amido 1% e 0,5 mL tampdo
fosfato de sddio 20 mM. Os tubos foram incubados a 40°C por 20 min. Apds o
periodo determinado, a reacdo foi interrompida com a adicdo de 1 mL de solucéo do
reagente DNS. As amostras foram entdo aquecidas em ebulicdo por 5 minutos e
resfriadas a temperatura ambiente. A mistura de reacéo foi diluida adicionando 9 mL
de &gua destilada. A atividade da a-amilase foi determinada pela absorbancia em

espectrofotbmetro a 540 nm.

Concentracfes finais no ensaio: Em 2 mL da mistura, as concentracdes finais

foram 0,5% (p/v) do amido e 1 Ul/mL de enzima.

C. Branco do substrato: Em tubo de ensaio, 1 mL de solucdo de amido 1% foi
misturado a 1 mL de tampdo fosfato de sédio 20 mM. Os tubos foram incubados a
40°C por 20 min. Ap6s o periodo determinado, a reacdo foi interrompida com a
adicdo de 1 mL de solugdo do reagente DNS. As amostras foram ent&o aquecidas em
ebulicdo por 5 minutos e resfriadas a temperatura ambiente. A mistura de reacéo foi
diluida adicionando 9 mL de agua destilada. As amostras foram analisadas em

espectrofotdmetro a 540 nm.

D. Branco dos extratos e fracdes: Em tubo de ensaio, 40 uL da solugéo estoque
de extrato/ fragfes foram misturados a 2 mL de tampé&o fosfato de sédio 20 mM (pH
6,9) contendo cloreto de sédio 6,7 mM. Os tubos foram mantidos a 25°C por 30 min.
Apds esse periodo, 0,5 mL dessa solucao foi adicionada a 1 mL de solucdo de amido
1% e 0,5 mL tampdo fosfato de sédio 20 mM (pH 6,9). Os tubos foram incubados a
40°C por 20 min. Apos o periodo determinado, foi acrescido 1 mL de solucdo do
reagente DNS. As amostras foram entdo aquecidas em ebulicdo por 5 minutos e
resfriadas a temperatura ambiente. A mistura de reacao foi diluida adicionando 9 mL

de &gua destilada. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 540 nm.

Essas solugdes foram utilizadas visando eliminar possiveis variagdes
relacionadas a coloracdo caracteristica do extrato bruto e fracGes, além da
possibilidade de atividade amilolitica do mesmo ou teor de maltose e agucares

redutores presentes no extrato antes do experimento.
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E. Branco do reagente DNS: Em tubo de ensaio, 1,5 mL de tampéo fosfato de
sodio 20 mM foi incubado a 40°C por 20 min. Apds o periodo determinado, foi
acrescido de 0,75 mL de solucdo do reagente DNS. A amostra foi entdo aquecida em
ebulicdo por 5 minutos e resfriada a temperatura ambiente. A mistura de reacao foi
diluida adicionando 9 mL de agua destilada. Solucdo utilizada como zero do

espectrofotometro.

A determinagédo da porcentagem de inibigdo das amostras foi realizada tomando-
se como referéncia a atividade maxima da enzima, isto é, o ensaio contendo somente
enzima e substrato. Assim, as porcentagens referentes a capacidade de inibicdo das

amostras foram calculadas de acordo com a equacéo abaixo:

% inibigéo = [(C - A) /C] x 100

Onde:
C = (absorbancia enzima + substrato) — (absorbancia branco substrato)
A = (absorbancia amostra) — (absorbancia branco do extrato)

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados obtidos foram
apresentados na forma de média ponderada, com os respectivos desvios padrdo. Os
valores encontrados foram comparados ao controle com uso do teste estatistico
paramétrico t de Student bicaudal, utilizando como hipétese nula a diferenca entre as
médias. Ou seja, o teste busca identificar se as médias obtidas para a amostra e para 0
controle sdo significativamente diferentes. O critério de significancia foi o valor de p <
0,05, com intervalo de confianca de 95%. A andlise estatistica foi realizada utilizando-

se 0 programa GraphPad Prism vers&o 5.0 para Windows.

5.6.4. Quantificacdo de fenolicos totais

O conteddo total de polifendis do extrato bruto e fracbes foi determinado
colorimetricamente utilizando o método de Folin-Ciocalteau com algumas modificacdes
(97). Uma aliquota de 65 pL da amostra, na concentracdo de 2 mg/mL, foi misturada
com 0,25 mL de carbonato de sodio 10% e 0,25 mL do reagente Folin-Ciocalteau

(Sigma-Aldrich), completando-se o volume para 2,5 mL com &gua destilada. A
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absorbancia da reacdo foi medida em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1601) a 760
nm, apds 1 hora a temperatura ambiente. Para quantificacdo foi empregada uma curva
padrdo com solucdo de &cido galico e a quantidade de polifenol total foi expressa em

pg/mg em equivalentes de &cido galico em relacdo ao extrato bruto e fracGes.

5.6.5. Quantificacéo de flavonoides

O conteddo total de flavonoides do extrato bruto e fracbes foi determinado
utilizando o método descrito por Woisky and Salatino com modificacdes (98, 99).
Foram preparadas solugGes metandlicas das amostras (extrato bruto e fragfes) na
concentracdo de 2 mg/mL. Uma aliquota de 0,5 mL de cada amostra foi misturada a
0,25 mL da solucdo metanolica de cloreto de aluminio 5% e o volume completado para
25 mL. Apés 1 hora a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1601) a 425 nm. Para quantificacdo foi empregada
uma curva padrdo com solucdo de quercetina e a quantidade de flavonoides totais foi

expressa em pg/mg em equivalentes de quercetina em relacdo ao extrato bruto e fracGes.
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5.7. Estudo biomonitorado do epicarpo do frutos maduros de
Pouteria torta (Mart.) Radlk

5.7.1. Descricéo botanica

Familia: Sapotaceae
Género: Pouteria
Espécie: Pouteria torta (Mart.) Radlk

Sinonimia popular: abiu-do-cerrado, abiu-piloso, guapeva, curriola, abiurana, péssego

— do — cerrado, grao de galo.

Pouteria torta (Mart.) Radlk (Sapotaceae) é uma arvore caducifolia, lactescente,
medindo de 6-18 m de altura. Apresenta tronco aspero com didmetro de até 32 cm, com
aspecto retorcido; cinza-claro, com fissuras e cristas sinuosas e possui ramos tortuosos e
pubescentes (100, 101).

As folhas s@o simples, alternadas e espiraladas com margens inteiras e
onduladas; elipticas, oblongas ou suborbiculares, medindo de 8 a 20 cm de

comprimento e 4 a 12 cm de largura; congestas no apice dos ramos (100).

As flores séo esverdeadas, dispostas em fasciculos sobre ramos desnudos (folhas

ja caidas), de até 1 cm de comprimento; com 4 pétalas unidas (100, 101).

Os frutos sdo globosos ou ovoides, carnosos com superficie pilosa e enrugada.
Possuem até 8 cm de comprimento; alaranjados quando maduros e com polpa gelatinosa
de sabor adocicado. A frutificagdo ocorre entre 0s meses de novembro e janeiro com
producdo abundante de frutos. As sementes sdo elipsoides, medindo até 2 cm de

comprimento e de cor amarelada; uma por fruto (100, 101).



Materiais e métodos 87

5.7.2. Obtencao do material botanico

Os frutos maduros de Pouteria torta (Mart.) Radlk foram coletados no campus
da Universidade de Brasilia- UnB em 20 de dezembro de 2008. O especimen é
comparavel a exsicata depositada no Herbario da Universidade de Brasilia (JElias de
Paula 3674). Os frutos frescos foram separados em epicarpo, mesocarpo e sementes. O
epicarpo foi pulverizado em moinho de facas e seguiu-se para a obtengdo do extrato
bruto.

5.7.3. Obtencdo do extrato bruto

A obtencdo do extrato bruto foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Ma et al (2004) com modificacbes (87). O material botanico fresco pulverizado (1,338
Kg) foi submetido a extracdo por maceracdo a frio, por duas vezes, perdurando 48 horas
cada, utilizando etanol 95% como solvente. Apds decantacdo, a solucdo extrativa foi
concentrada sob vacuo a uma temperatura de aproximadamente 40 °C, para eliminagéo
do solvente orgéanico. Ap6s congelamento, a solucdo aquosa resultante foi submetida a
liofilizacdo, fornecendo o extrato hidroalcodlico bruto liofilizado (Esquema 1). O
rendimento do extrato hidroalcodlico bruto (EHB) foi de 4,1% (55 g).
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Esquema 1: Obtencdo do extrato hidroacodlico bruto (EHB) dos epicarpos
frescos do fruto de Pouteria torta

Pouteria torta

Epicarpos frescos: 1,338 K¢

- Etanol (maceracéo)

- Decantacéo

- Eliminacéo
do solvente

Torta Extrato aquoso

- Liofilizagao

Extrato hidroaco6lico
bruto

(EHB, 55 g)

5.7.4. Monitoramento do extrato hidroalcodlico bruto (EHB)

O extrato hidroalcodlico bruto (EHB), obtido conforme Esquema 1, foi submetido

a teste de inibi¢ao da enzima a-amilase in vitro.

Parte do extrato hidroalcodlico bruto (EHB, 18 g) foi submetido & partigdo entre
liquidos imisciveis, conforme descrito por Ma et al. (2004) (87). Ao extrato
hidroalcodlico bruto foi primeiramente acrescido 30 mL de agua destilada, que foi

submetida & particdo entre os solventes hexano e acetato de etila, respectivamente
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(Esquema 2). Desse procedimento foram obtidas 3 fragGes: hexanica (FH; 0,5 g, 2,7%),
acetato de etila (FAET; 0,9 g, 5%) e a aquosa (FA; 16 g, 89%). As fracdes hexanica e
acetato de etila foram concentradas em evaporador rotatério sob vacuo a uma

temperatura de aproximadamente 40 °C. A fragcdo aquosa foi submetida a liofilizacdo.

Esquema 2: Particdo biomonitorada do extrato hidroacodlico bruto do epicarpo do
fruto de Pouteria torta (EHB)

Extrato hidroalcodlico bruto

(EHB, 18,0 g)

- H,0: hexano (1:1)

- Particdo
Fragéo aquosa FI’&QQO hexanica
intermediaria
(FH; 0,59, 2,7%)
-AcOEt
- Particdo
Fracdo aquosa Fracéo acetato de etila
(FA; 16 g, 89%) (FAET; 0,9 g, 5%)

5.7.5. Elaboracéo e biomonitoramento da fracdo aquosa (FA)

Parte da fracdo aquosa (FA) (5 g) foi submetida a um processo de extracdo
utilizando primeiramente metanol (60 mL). A frag&o insoluvel intermediaria restante
foi entdo submetida a extracdo por acetona (20 mL). O procedimento acima descrito
estd sumarizado no Esquema 3.
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Esquema 3: Elaboracdo e biomonitoramento da fracdo aquosa (FA) quanto a
atividade de inibi¢do da a-amilase

Fracdo aquosa

(FA;59)

- MeOH (60 mL)

Frac&o insolavel Fracdo metandlica
intermediaria

(FM; 3,5 g, 70%)

-Acetona (20 mL)

Fracdo insoluvel Fracdo acetona

(Fl,; 0,906 g, 18,1%) (FAC; 0,255 g, 5,1%)

5.7.6. Elaboragdo da Fracdo insoltvel (Fly)

5.7.6.1. Primeira estratégia na elaboracao da fracao insoltvel (Fl,)

Parte da fracdo Fl, (80,0 mg) foi submetida & cromatografia por exclusdo em gel
utilizando coluna de Sephadex LH-20 (altura= 26 cm; didametro= 2,5 cm), empacotada e
eluida com mistura MeOH:H,O (8:2), fornecendo um total de 54 fracdes de 10 mL
cada. As fracoes foram concentradas em evaporador rotativo e comparadas por CCD. A
andlise dos cromatogramas permitiu a reunido das fracdes em 8 grupos, conforme
Tabela 2.
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Tabela 2: Cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-20 da fracédo insoltvel
(F1,) da fracdo aquosa do extrato hidroalcodlico bruto do epicarpo do fruto de
Pouteria torta — primeira estratégia

Fl, Fracdes Massa ()

01 1-3 0,0003
02 4 0,0090
03 5eb 0,0650
04 7 0,0020
05 8 0,0006
06 9e10 0,0002
07 11-13 0,0002
08 14-54 0,0012

F1,02 (9 mg): apresentou-se como um solido esbranquicado pastoso, solivel em
agua, denominado PTEOl. Quando avaliado por CCD (FM1, R1), apresentou uma

mancha azulada.

FI,03 (65 mg): apresentou-se como um solido de cor marrom clara, soltvel em
agua, denominado PTEO2. Quando avaliado por CCD (FM1, R1), apresentou duas
manchas azuladas, sendo que uma delas possuia 0 mesmo padrdo da mancha presente na
analise do CCD da fragdo F1,02 (R¢ = 0,43 e 0,42, respectivamente).

5.7.6.2. Segunda estratégia na elaboracdo da fracéo insoltvel (Fl,)

Parte da fracdo insoluvel (Fl,, 100 mg) foi submetida a reacdo de acetilacdo. O
material acetilado (designado FIA), apés a elaboracdo, rendeu 90,4 mg e foi submetido
a cromatografia por exclusdo em gel utilizando coluna de Sephadex LH-20 (altura= 26
cm; didmetro= 2,5 cm), empacotada e eluida com metanol, fornecendo um total de 64
fracdes de 3 mL cada. As fragdes foram concentradas em evaporador rotativo e
comparadas por CCD. A andlise dos cromatogramas permitiu a reunido das fragdes em

10 grupos, conforme Tabela 3.
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Tabela 3: Cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-20 da fracéo insoluvel
(F12) da fracdo aquosa do extrato hidroalcoolico bruto do epicarpo do fruto de
Pouteria torta — segunda estratégia

FIA Fragdes Massa (Q)

01 1-5 -

02 6-9 0,0105
03 10 0,0096
04 11 0,0167
05 12 0,017

06 13e14 0,0249
07 15 0,005

08 16-21 0,004

09 22-24 0,0025
10 25-64 0,0002

FIAO03 (9,6mg): apresentou-se como um solido esbranquicado pastoso, soltivel em
cloroférmio, denominado FIAL. Quando avaliado por CCD (FM1, R1), apresentou uma

mancha azulada.

5.7.7. Elaboracéo da Fragdo acetona (FAC)

- Cromatografia por exclusdo em gel Sephadex LH-20

Parte da fracdo acetona (70 mg) foi submetida a cromatografia por exclusdo em
gel utilizando Sephadex LH-20 (altura = 20 cm; didmetro = 2,5 cm), empacotada e
eluida com metanol, fornecendo um total de 123 fracdes de 3 mL. As fracGes foram
concentradas em evaporador rotativo e comparadas por CCD (FM5, R1 e R3). A anélise

dos cromatogramas permitiu a reunido das fragcdes em grupos (Tabela 4).

FAC 03 (39 mg): apresentou-se como um solido esbranquicado, soltivel em
metanol. Quando avaliado por CCD (FM5, R1), apresentou duas manchas proximas de

coloragéo cinza escura que foi denominado FP.
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Tabela 4: Cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-20 da fracdo acetona
(FAC) da fracdo aquosa do extrato hidroalcoolico bruto do epicarpo do fruto de
Pouteria torta

FAC Frac0es Massa ()

01 1-15 -

02 16 0,003
03 17-20 0,039
04 21-22 0,008
05 23-44 0,004
06 45-59 0,003
07 60-85 0,002
08 86-123 0,004

- Tentativa de purificagdo

Parte da fragdo FAC (170 mg) foi solubilizada em metanol e em seguida
adicionada de acetona, gota a gota. Durante o processo, houve a formacdo de um
precipitado sélido esbranquicado que foi separado por decantacdo. O sobrenadante foi
submetido a sucessivas lavagens com acetona. Ao final, os sobrenadantes foram

reunidos e concentrados em rotaevaporador.

As duas fragOes resultantes, precipitado (0,072 g) e sobrenadante (0,086 g),
foram avaliadas por CCD (FM4, R1 e R3). A anélise do cromatograma obtido mostrou
que o precipitado, soltvel em metanol, apresentou-se como duas manchas proximas de
coloracdo cinza escura apés revelacdo com R3 que possuia 0 mesmo padrdo de manchas
da fragdo FAC 03, depois de comparados por CCD, sendo mantida a denominagéo
anterior FP.

A subfracdo FP foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE
01) e mostrou-se tratar de uma mistura de trés constituintes. As substancias

supracitadas foram comparadas com padrdes auténticos.

A fragdo sobrenadante, solido amarelo pastoso, solivel em metanol, mostrou-se
como uma mancha de cor rosa intenso apos revelacdo com R3 que foi identificada como
FS.
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5.7.8. Fitoquimica das fracGes hexanica (FH), acetato de etila (FAET) e
metandlica (FM)

Apesar das fragdes FH, FAET e FM terem apresentado pouca ou nenhuma
capacidade de inibi¢do da enzima a-amilase, foram submetidas a estudo quimico,
considerando que, até onde vai nosso conhecimento, ndo ha relato na literatura de

estudos acerca do extrato hidroalcoolico bruto do epicarpo do fruto de Pouteria torta.

5.7.8.1. Elaboracdo da Fracdo Hexanica (FH)

Parte do material desta fracdo (0,5 g) foi exaustivamente lavado com hexano,
fornecendo 0,184 g de um sdlido esverdeado (FHa) solivel em metanol. O sélido foi
avaliado por CCD (FM6, R1) e apresentou-se como uma mancha de coloracdo rosa
intenso, contudo devido a complexidade apresentada pela fracdo, optou-se por nao
estuda-la.

A fase hexanica, denominada FHb, foi concentrada e, em seguida, o material
resultante foi lavado com acetona, ocorrendo a solubilizacdo de parte do material
(FHb1) e outra permanecendo insoltvel (FHb2) (Esquema 4). FHbl e FHb2 foram

separados e avaliados por CCD de silica.

FHb2 (0,013 g) apresentou-se como um sélido branco, solavel em cloroférmio,
caracterizando-se como uma mancha amarronzada quando avaliado por CCD de silica
(FM7, R1) sendo identificado como FH1. A fracdo FHb1 apresentou uma composicao
complexa, quando analisada por CCD de silica, ndo sendo possivel purifica-la e analisa-
la.



Materiais e métodos 95

5.7.8.2. Elaboracéo da fracédo acetato de etila (FAET)

A analise por CCD de silica revelou que a fracdo acetato de etila (FAET)
apresentava-se como uma mistura pouco complexa e foi submetida a processos de

elaboracdo na tentativa de purificagdo dos compostos ali presentes.

Parte de FAET (0,08 g) foi submetida & cromatografia por exclusdo em gel
sephadex LH-20 (altura = 20 cm; didmetro = 2,5 cm), empacotada e eluida com
metanol, fornecendo um total de 89 fracbes de 10 mL cada. As fragdes foram
concentradas em evaporador rotativo e comparadas por CCD de silica (FM8, FM9, R1 e
R2). A analise dos cromatogramas permitiu a reunido das fracdes em 8 grupos, como
apresentado na Tabela 5.

FAETO02 (0,0348 g): apresentou-se como sélido branco amarelado, soluvel em
metanol. Sob analise por CCD (FM9, R1), apresentou uma mancha rosada, denominado
FAET2.

Esquema 4: Elaboracéo da fracdo hexanica (FH) do extrato hidroalcodlico bruto do
epicarpo do fruto de Pouteria torta

FH

(0.59)
Hexano
FHa (0,184 g) FHb
Acetona

FHbl FHb2 (0,013 g)

(Soluvel) (Insoluvel)
FH1
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-Tentativa de purificacao

Parte da fracdo FAET (0,5 g) foi submetida a um processo de lavagem com o
solvente acetato de etila. Durante o processo, parte da amostra foi solubilizada e o
restante permaneceu insollvel, em seguida, o sobrenadante (FAETa) e o precipitado
(FAETDb) foram separados por decantacdo. A fracdo FAETD foi submetida a sucessivas
lavagens com acetato de etila. Ao final, os sobrenadantes foram reunidos e concentrados

em rotaevaporador.

Tabela 5: Cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-20 da fracdo acetato de
etila (FAET) do extrato hidroalcodlico bruto do epicarpo do fruto de Pouteria torta

FAET  Fracbes Massa (Q)

01 1-10 0,0011
02 11-17 0,0348
03 18-23 0,0176
04 24-32 0,006
05 33-39 0,004
06 40-59 0,002
07 60-67 0,006
08 68-89 0,006

FAETa (0,299 g) apresentou-se como um solido amarelo pastoso, soltvel em
metanol. Quando avaliado por CCD de silica (FM2, R2), apresentou uma mancha
amarela que se intensificava ao ser submetida a luz UV, ap6s revelacdo com R2, sendo
denominado FAET3.

FAETb sofreu uma segunda lavagem com metanol, ocorrendo novamente a

solubilizacdo de parte da amostra (FAETb1) e outra permanecendo insolivel (FAETD2).

As duas fragOes resultantes, FAETbl (0,1 g) e FAETb2 (0,08 g), foram
avaliadas por CCD de silica. A andlise do cromatograma obtido mostrou que FAETb1,
solido amarelado, soluvel em metanol, possuia 0 mesmo padrdo de mancha da fracdo

FAETO02, permanecendo com a denominagéo anterior FAET2.
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FAETb2 (0,08 g) apresentou-se como sélido branco, soltvel em cloroférmio e
apos avaliado por CCD de silica (FM10, R1) mostrou-se como uma mancha violacea,
sendo denominado FAET1.

5.7.8.3. Elaboracdo da fracdo metanodlica (FM)

Parte da fracdo metandlica (0,1 g) foi submetida a cromatografia por excluséo
em gel sephadex LH-20 (altura = 16 cm; diametro = 1,0 cm), empacotada e eluida com
metanol, fornecendo um total de 35 fracbes de 3 mL cada. As fracbes foram
concentradas em evaporador rotativo e comparadas por CCD de silica (FM11, R2 e R3).
A andlise dos cromatogramas permitiu a reunido das fracbes em 7 grupos, como

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: Cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-20 da fracdo metandlica
(FM) do extrato hidroalcodlico bruto do epicarpo do fruto de Pouteria torta

FM Fragdes Massa (g)

01 1-9 0,003
02 10-11 0,004
03 15-19 0,012
04 20-21 0,015
05 22-23 0,004
06 24-28 0,047
07 29-35 0,008

FMO6 (0,047 g) apresentou-se como s6lido amarelo pastoso, soltvel em metanol
e apos avaliado por CCD de silica (FM11, R3) mostrou-se como uma mancha de

coloragéo rosa, sendo denominado FM1.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Biomonitoramento do extrato hidroalcodlico bruto e
fragOes do epicarpo do fruto de Pouteria torta por ensaio
de inibicao da a-amilase.

O estudo biomonitorado enfatiza o conhecimento da estrutura dos
constituintes quimicos de uma planta, com énfase em substancias com atividade
biologica ou farmacoldgica e ndo somente com foco central ao isolamento e
determinacéo estrutural, como na fitoquimica classica (1).

A partir de uma prospeccdo realizada em nosso laboratério com espécies
do Cerrado (102), visando avaliar atividade de inibi¢cdo sobre a enzima a-amilase,
foi possivel identificar o epicarpo fresco do fruto da espécie Pouteria torta (Mart.)
Raldk como um dos extratos mais promissores para a realizacdo de um estudo

biomonitorado sobre a referida atividade inibitoria.

6.1.1. Avaliacdo do perfil de inibi¢do enzimatica do Triticum aestivum
(semente de trigo) e acarbose

A atividade inibicdo do extrato hidroalcodlico bruto e fracbes foi
comparada aos controles Triticum aestivum (semente de trigo) e acarbose,

inibidores conhecidos de a-amilase.

6.1.1.1. Obtencdo da curva dose - resposta do Triticum aestivum

(semente de trigo)

O perfil inibitério do Triticum aestivum, inibidor proteico de a-amilase
isolado de semente de trigo, foi avaliado por meio de ensaio utilizando
concentragdes crescentes do referido inibidor (Figura 10). Foram testadas as
seguintes concentragdes finais: 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 140 pg/mL. a-Amilase,
na auséncia do inibidor, foi utilizada como controle positivo, referenciada como
apresentando 100% de atividade.

A anélise dos resultados mostrou que nas concentracdes de 80, 100, 120 e

140 pg/mL as atividades inibitorias ndo se apresentaram significativamente
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diferentes, sendo a inibicdo méxima obtida com o Triticum aestivum de 62%
(|C5o: 39,2 ug/mL)

100~

80+
IC50= 39,2ug/mL
60+
40+

201

% Inibicdo a.-amilase

0-

0O 20 40 60 80 100 120 140
[Triticum aestivum] (ug/mL)

Figura 10: Avaliacdo do perfil de inibi¢do sobre a-amilase por Triticum aestivum. Foram
utilizadas concentragdes finais crescentes do inibidor (20, 40, 60, 80, 100, 120 ¢ 140 pg/mL). a-
Amilase sem tratamento foi utilizada como 100% de atividade enzimatica (controle negativo).
Cada ponto representa a média + desvio-padrdo em triplicata.

6.1.1.2. Obtencéo da curva dose - resposta da acarbose

Acarbose, inibidor ndo proteico de o-amilase e principio ativo do
medicamento Glucobay®, marca Bayer, também teve seu perfil inibitério
avaliado por meio da utilizacdo de concentracdes crescentes do referido inibidor
(Figura 11). Foram testadas as seguintes concentragdes finais: 1, 2, 5, 10, 20, 40,
60 e 80 pg/mL. a-Amilase, na auséncia do inibidor, foi utilizada como controle
negativo, referenciada como apresentando 100% de atividade.

A andlise dos resultados mostrou que nas concentrac@es de 20, 40, 60 e 80
pg/mL as atividades inibitérias ndo se apresentaram significativamente diferentes,

sendo a inibicdo maxima obtida com a acarbose de 83% (I1Cso= 6,3 pug/mL).
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Figura 11: Avaliag¢do do perfil de inibicdo sobre a-amilase por acarbose. Foram utilizadas
concentragdes finais crescentes do inibidor (1, 2, 5, 10, 20, 40, 60 ¢ 80 pg/mL). a-Amilase sem
tratamento foi utilizada como 100% de atividade enzimética (controle negativo). Cada ponto
representa a média * desvio-padrdo em triplicata.

6.1.2. Avaliacdo da atividade de inibi¢cdo sobre a-amilase pelo extrato
hidroalcodlico bruto (EHB)

A capacidade de inibigdo sobre a-amilase pelo extrato hidroalco6lico bruto
(EHB) do epicarpo do fruto de P. torta foi avaliada frente a dois sistemas de
solvente, com a construcdo de curva dose - resposta. No primeiro sistema, foi
utilizada agua destilada na solubilizacdo do extrato; enquanto, no segundo
sistema, o solvente utilizado na solubilizacdo do extrato foi mistura etanol: DMSO
(3:1). A Figura 12 expde os resultados obtidos.

As andlises dos resultados mostraram que o sistema de solvente aquoso
promoveu inibicdo enzimatica superior ao sistema etanol: DMSO (3:1), com
capacidade méaxima inibitoria de 88% (ICso= 79,0 pg/mL) em comparagdo a 64%
(ICso= 139,2 pg/mL) de inibicdo méxima apresentada pelo segundo sistema de

solvente.
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Figura 12: Comparacéo entre a curva dose - resposta de inibicdo da a-amilase por extrato
hidroalcodlico bruto do epicarpo do fruto de Pouteria torta em 4gua e etanol: DMSO (3:1)
como solvente. Foram utilizadas concentragdes crescentes do extrato bruto do epicarpo do fruto de
Pouteria torta (30, 60, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL). a-Amilase sem tratamento foi utilizada como
100% de atividade enzimética (controle negativo). Cada ponto representa a média + desvio-padréo
em triplicata.

6.1.3. Avaliacdo da atividade de inibicdo sobre a-amilase das fragdes
obtidas por particdo liquido-liquido do extrato hidroalcodlico
bruto (EHB)

O extrato bruto (EHB) foi submetido a particdo utilizando solventes
imisciveis, conforme descrito no Esquema 2. Foram obtidas 3 (trés) fracdes a
saber: fracdo hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAET) e fragdo aquosa (FA).

As fracbes foram avaliadas quanto a capacidade de inibicdo enzimatica e
comparadas com os controles T. aestivum e acarbose (Figura 13). As fracbes FH e
FAET foram testadas na concentracdo final de 125 pg/mL, solubilizadas em
mistura etanol:DMSO (3:1). A fracdo aquosa foi testada na mesma concentragdo
final das anteriores, solubilizada tanto em etanol:DMSO (3:1) quanto em agua
destilada (inibigc&o 40% vs 85%, respectivamente), sendo utilizada a fracdo aquosa
em agua destilada nas analises comparativas entre as referidas fraces (FH, FAET
e FA).

Os resultados apontaram para uma maior atividade de inibicdo da FA em

agua destilada e, quando comparada com acarbose (85% vs 83%,
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respectivamente), ndo ocorreu diferenca estatistica na capacidade inibitoria de

ambas.
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Figura 13: Teste de inibi¢do de a-amilase com fragdes hexanica (FH), aquosa (FA) e acetato
de etila (FAET). As fragdes FH e FAET foram solubilizadas em etanol: DMSO (3:1) e a FA foi
solubilizada em &gua destilada. As amostras foram testadas na concentragdo de 125 pg/mL e
comparadas com Triticum aestivum (80 pg/mL) e acarbose (20 pg/mL). a-Amilase sem tratamento
foi utilizada como 100% de atividade enzimatica. Cada ponto representa a média + desvio-padréo
em triplicata. (# p < 0,05 vs Triticum aestivum).

6.1.3.1. Curva dose - resposta da atividade de inibi¢ao sobre a-amilase
da fragdo aquosa (FA)

O perfil inibitorio da fragdo aquosa (FA) sobre a-amilase foi avaliado por
meio da observacdo da capacidade de inibicdo em relacdo a concentracdo da
amostra aplicada.

Foram utilizadas concentracbes crescentes da FA (10, 30, 60, 125, 250
pg/mL) em agua destilada como solvente. Os resultados mostraram uma inibicao
méaxima de 85% que foi alcancada a partir da concentracdo de 125 pg/mL com o

valor do ICsp de 79,1 pg/mL.
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6.1.3.2. Avaliagdo da atividade de inibicio sobre a-amilase das fracdes
obtidas a partir da fracio aquosa (FA)

A fracdo aquosa foi submetida ao processo de extracdo conforme Esquema
3, dando origem a 3 (trés) fragdes, a saber: fracdo metanol (FM), fracdo acetona
(FAC) e fracdo insolavel (Fl).

As fracbes FM, FAC e Fl, foram testadas na concentracdo final de 125
pug/mL, sendo FM e FAC solubilizadas em etanol: DMSO (3:1). Devido a baixa
solubilidade da fracdo insoluvel, foi utilizada a mistura etanol:DMSO:H,0O
(3:1:0,01) na preparagéo da referida amostra.

Os resultados apontaram ndo haver diferenca significativa entre a atividade
de inibicdo da acarbose e da Fl,, com atividade de 83% para ambas (p > 0,05). A
fragdo acetona (FAC) apresentou atividade de inibi¢cdo sobre a enzima em 77%
com p < 0,05 em relagdo aos inibidores conhecidos (Triticum aestivum e

acarbose), conforme mostra a Figura 14.
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Figura 14: Teste de inibiciio sobre a-amilase das fracdes metandlica (FM), acetona (FAC) e
insoluvel (Fl,). As fracbes FM e FAC foram solubilizadas em etanol: DMSO (3:1) e a Fl, foi
solubilizada com a mistura etanol: DMSO: H,O (3:1:0,01). As amostras foram testadas na
concentragcdo de 125 pg/mL e comparadas com Triticum aestivum (80 pg/mL) e acarbose (20
ug/mL). a-Amilase sem tratamento foi utilizada como 100% de atividade enziméatica. Cada ponto
representa a média + desvio-padréo em triplicata. (** p < 0,05 vs acarbose; # p < 0,05 vs Triticum
aestivum).
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6.1.3.2.1. Curva dose - resposta da atividade de inibiciao sobre a-amilase
das fraces insoltvel (Fl,), acetona (FAC) e metandlica (FM)

O perfil de inibicdo das fracdes FM, FAC e Fl, sobre a enzima a-amilase
foi avaliado por meio da construcdo de curva dose-resposta e determinacdo do
valor de 1Csp (concentracdo que produz 50% de inibicao).

Para construcdo da curva dose-resposta da FM e Fl, foram utilizadas as
seguintes concentragfes: 15,62; 31,25; 62,5; 125 e 250 pug/mL em etanol:DMSO
(3:1) como solvente. Para a FAC foram utilizadas as concentragdes: 3,9; 7,81;
15,62; 31,25; 62,5; 125 e 250 pg/mL em etanol: DMSO (3:1). Os resultados para
o valor do ICs, obtidos a partir da construcdo de curva dose-resposta estdo

descritos na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de 1C50 das fragdes FM, FAC e Fl,

- — "
Amostra ICep (Lg/ML)£DP Capacidade maxima de inibicéo (%)

+DP
FM 91,02+0,1 71+0,03
FAC 9,10+0,1 94+0,01
Fl, 29,90+0,3 95+0,01
Acarbose? 6,30+0,1 86+0,01
Triticum aestivum® 39,20+0,3 73+0,02

e ® controles positivos.

6.1.3.2.2. Avaliacdo da atividade de inibi¢do sobre a-amilase das fragdes
obtidas a partir da fracao insoltvel (FI,)

A fracdo Fl, foi submetida a cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-
20 da qual foram obtidas 54 subfracbes que foram monitoradas por CCD e
reunidas em 8 grupos denominados: Fl,-01, FI,-02, FI,-03, Fl, -04, Fl, -05, Fl, -
06, Fl, -07 e Fl, -08, de acordo com o descrito na Tabela 3.

As fracBes Fl,-01 a FI,-08 foram avaliadas com relacdo a capacidade de
inibigdo sobre a-amilase na concentracdo final de 125 pg/mL utilizando como
solvente agua destilada. Os resultados obtidos mostraram que nenhuma das

fracOes apresentou atividade inibitéria enzimatica.
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6.1.4. Avaliacdo da atividade de inibicdo sobre a-amilase das fragdes
obtidas a partir da fracao acetona (FAC)

A fracdo FAC foi submetida a processo de tentativa de purificagcdo sendo
obtidas 2 fragdes: fracdo precipitado (FP) e fracdo sobrenadante (FS).

As subfracdes FP e FS foram avaliadas quanto a capacidade de inibicdo da
enzima a-amilase na concentracdo final de 125 pg/mL utilizando etanol:DMSO
(3:1) como solvente.

De acordo com a Figura 15 foi possivel verificar que a subfracdo FS
apresentou atividade de inibicdo sobre a enzima a-amilase em 88%, sendo esta
inibicdo estatisticamente diferente em comparacao aos inibidores utilizados como
controle positivo com p < 0,05. A fracdo FP apresentou atividade inibitéria
inferior a 5%.

O perfil de inibicao da fracdo FS foi entdo avaliado através da construgédo

de curva dose-resposta e o valor de ICs foi calculado (ICsp 22,1 pg/mL).
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Figura 15: Teste de inibicdo sobre a-amilase das fracdes sobrenadante (FS) e precipitado
(FP). As amostras foram testadas na concentracdo de 125 pg/mL e comparadas com T. aestivum
(80 pg/mL) e acarbose (20 pg/mL). a-Amilase sem tratamento foi utilizada como 100% de
atividade enzimatica. Cada ponto representa a média de 2 experimentos, em triplicata + desvio-
padrdo. (* p < 0,05 vs acarbose e T. aestivum).
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6.2. Avaliagdo da atividade antioxidante total através de
ensaio da reducédo do complexo de fosfomolibdénio

A capacidade antioxidante total de uma substancia pode ser avaliada
quantitativamente a partir de método espectrométrico (95). A reducdo em meio
4cido do molibdénio VI (Mo®") em molibdénio V (Mo>*) por composto
antioxidante e a subsequiente formagéo de um complexo de cor azulada (complexo
fosfato/ molibdénio V) consiste no fundamento desse método.

A partir do extrato hidroalcodlico bruto (EHB) e fracGes (FH, FAET e FA)
do epicarpo do fruto de Pouteria torta, foram preparadas solu¢Ges na
concentracdo de 1 mg/mL, utilizando etanol como solvente.

Nos resultados aqui descritos, a capacidade redutora foi avaliada pela
comparacdo dos valores de absorbancia (ABS) encontrados para as amostras
analisadas, em comparacdo com os padrbes quercetina, acido ascorbico e BHT e

apresentados em equivalentes dos referidos padrdes (Tabela 8).

Tabela 8: Equivaléncia do extrato bruto e fracbes do epicarpo do fruto de
Pouteria torta em relacéo a quercetina, acido ascérbico e BHT
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AMOSTRAS . PADRAO
Equivalentes em mg/mL
Concentracao ABS Quercetina  Acido ascorbico BHT
EHB 0,50 0,18 0,13 1,56
FH 1 mg/mL 0,26 0,07 0,05 0,65
FAET 0,83 0,35 0,25 2,83
FA 0,28 0,08 0,06 0,72

EHB — Extrato hidroalcodlico bruto; FH — Fracdo hexanica do extrato hidroalcodlico bruto; FAET
— Fracdo acetato de etila do extrato hidroalcodlico bruto; FA — Fracdo aquosa do extrato

hidroalcoolico bruto.

Todas as amostras analisadas (EHB, FH, FAET e FA) foram capazes de
reduzir o complexo fosfomolibdénio, porém a natureza redutora das amostras foi
mais intensa quando comparada ao padrdo BHT. As amostras EHB e FAET
mostraram uma maior capacidade antioxidante em comparacdo com o padrdo, em
56% e 183%, respectivamente.

Uma capacidade antioxidante equivalente a 25% de acido ascorbico e 35%

de quercetina foi apresentada pela FAET. As demais fragdes mostraram atividade
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antioxidante variando entre 5-18% tanto em relacdo ao acido ascorbico como a
quercetina. Vale salientar que os valores em porcentagem foram obtidos em
relagdo a 100% da atividade total atribuida aos padrdes utilizados no ensaio.

6.3. Atividade citotoxica

O bioensaio envolvendo Artemia salina L. consiste em avaliar os efeitos
da exposicdo deste microcrustaceo a um determinado composto, visando a
avaliacdo preliminar de toxicidade de metais pesados, extratos de plantas, além de
outras substancias quimicas, sendo uma ferramenta util para predizer efeitos de
exposicoes agudas a extratos de plantas (103).

Estdo descritas correlagdes entre o ensaio com larvas de A. salina e a
toxicidade de extratos de plantas sobre algumas linhagens de células tumorais, tais
como KB, P-388 e L-1210 (104) e ensaios in vivo (teste em ratos) (103),
sugerindo que testes utilizando o microcrustaceo podem ser utilizados como uma
avaliacdo preliminar do efeito citado. A analise é feita mediante o céalculo da
concentracéo letal média (CLso) tornando possivel determinar e avaliar a atividade
bioldgica (toxicidade) de certo composto ou mistura de compostos.

Desta forma, o efeito toxico do extrato hidroalcodlico bruto do epicarpo
do fruto de P. torta (EHB) e das fracdes hexanica (FH), acetato de etila (FAET) e
aquosa (FA) foi avaliado de acordo com o método descrito por Meyer et al. (1982)
(94). Segundo o método, os extratos brutos e fracGes sdo classificados como
toxicos quando apresentam CLsg < 1000 ppm (1 mg/mL).

Com base nessa classificagdo, foi observado que todas as amostras
avaliadas apresentaram CLso > 1 mg/mL, sendo consideradas de baixa toxicidade
as larvas de A. salina (Tabela 9).
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Tabela 9: Avaliacéo citotoxica as larvas de Artemia salina

Amostra CLso (ppm) Atividade
EHB > 1000 Inativo
FH > 1000 Inativo
FAET > 1000 Inativo
FA > 1000 Inativo

EHB — Extrato hidroalcodlico bruto; FH — Fracdo hexanica do extrato hidroalcoélico bruto; FAET
— Frag8o acetato de etila do extrato hidroalcodlico bruto; FA — Fracdo aquosa do extrato

hidroalcodlico bruto.

6.4. Quantificacdo de polifendis e flavonoides

Alguns métodos para quantificacdo de compostos fenolicos sdo descritos
na literatura (105, 106); contudo, o que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu é o
mais amplamente citado.

O reagente de Folin-Ciocalteu consiste de uma mistura de A&cidos
fosfomolibdico e fosfotlngstico, onde o molibdénio encontra-se em seu maior
estado de oxidacdo (VI); porém, na presenca de certos agentes redutores, como
compostos  fenolicos, formam-se ~ complexos  molibdénio-tungsténio
[(PMoW,;04)*], de coloragéo azul, nos quais a média do estado de oxidagéo dos
metais estd entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja intensidade da coloracdo permite a
determinacdo da concentracdo das substdncias redutoras que, nao
necessariamente, apresentam natureza fenolica (107).

A reacdo entre os compostos fendlicos e o reagente de Folin-Ciocalteu
ocorre em meio béasico e inicia-se com a desprotonacdo do composto fendlico
gerando os anions fenolatos. Em seguida, ocorre reacao de oxidacao-reducdo entre
0 anion carboxilato e o reagente de Folin, na qual o molibdénio sofre reducdo de
Mo (VI) a Mo (V) com alteragdo da coloragido de amarela para azulada, sendo
possivel a quantificacdo da absorbancia da solucdo na regido do visivel (760 nm)

(97, 107). O Esquema 5 exemplifica 0 mecanismo da reacdo com o acido gélico.
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Esquema 5: Reacdo do &cido gélico com molibdénio presente no reagente de
Folin-Ciocalteu (108).

Os flavonoides constituem um dos mais amplos e diversificados grupos de
compostos fendlicos com diversidade de atividades bioldgicas e quimicas. A
mensuracdo do teor de flavonodides presentes no extrato bruto e fragdes foi
realizada por método colorimétrico utilizando o cloreto de aluminio (AICI3) como
reagente.

Na reacdo, o cation aluminio forma complexos estdveis com o0s
flavonoides em metanol, sendo possivel a quantificacdo dos complexos formados
através da leitura em comprimento de onda a 425 nm (109). O Esquema 6

exemplifica a reacdo de formacao do complexo flavonoide-Al.

AlCI,

HO )

Quercetina

Esquema 6: Formacdo do complexo flavondide-Al, em solu¢do metandlica de
cloreto de aluminio (110).
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A Tabela 10 mostra os teores totais de polifendis e flavonoides do extrato
bruto e fracdes do epicarpo do fruto de P. torta. Pode ser observado que FAET
apresentou os maiores teores de polifendis e flavonoides (252,1 pg/mg e 19,3
pg/mg de amostra, respectivamente). Em contrapartida, FH apresentou o menor
teor de polifendis (56,15 pg/mg de amostra) e o segundo maior teor de

flavonoides (0,32 png/mg) entre as amostras testadas.

Tabela 10: Teores de polifendis e flavonoides presentes no extrato bruto e
fracdes do epicarpo do fruto de Pouteria torta

Amostra Descricao Teor de polifendis (pg/mg Teor de flavonoides
amostra) + DP P (Mg/mg amostra) + DP P
Extrato hidroalcodlico
EHB bruto do epicarpo do 125,25+0,01 0,14+0,006
fruto
FH Fracao hexanica 56,15+0,004 0,32+0,01
FAET Fracdo acetato de etila 252,10+0,06 19,3+0,02
FA Fracdo aquosa 98,50+0,01 0,08+0,005

2 Valores expressos como média de 3 experimentos, em triplicata + desvio padr&o.” Os teores de
polifendis e flavonoides sdo expressos em equivalentes de acido galico e quercetina, em pg/mg de
amostra, respectivamente.

6.5. Estudo quimico dos extratos e fracfes do epicarpo do fruto
de Pouteria torta

6.5.1. Constituintes quimicos presentes na fracdo insoltvel ( Fl;)

6.5.1.1. Sacarose (PTEO1)

PTEO1 (9 mg) foi isolado da fracdo insoltvel (Fl,), na forma de um sélido
esbranquigado pastoso resultante da cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-
20.

Foi realizada a comparacdo de PTEO1 com a amostra auténtica de sacarose
por CCD em silica (FM1; R1) sendo observado 0 mesmo padrdo de manchas entre
ambas (Ry=0,43 e R¢=0,44, respectivamente). A analise espectrométrica de PTEO1
confirmou o resultado obtido por CCD, conforme mostrou o espectro de RMN de
'H de PTEO1 (Figura 16). A expansdo da regido entre 82,80 e 65,50 (Figura 17)
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mostrou um dupleto em 05,40 (J= 4,2 Hz) e um duplo dupleto em 63,55
caracteristicos de H1’ e H2’ respectivamente, em carboidratos. Duplo dupleto em

04,04 (J= 8,1 Hz) foi atribuido a H4’ também caracteristico de agUcares.

|
6‘07 h 5.0 ‘ 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)
Figura 16: Espectro de RMN de 'H de PTEO1 (300MHz, D,0)
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Figura 17: Espectro de RMN de 'H de PTEO1 — Expansdo da regido entre 65,5 e 62,8
(300MHz, D,0)
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ppm (1)

O espectro de RMN de *3C de PTEO1 (Figura 18) revelou a presenca de
sinal em 094,73 que pode ser atribuido a carbono anomérico (111). A comparagao
dos deslocamentos quimicos de PTEO1 com dados da literatura permitiu

caracterizar essa substancia como sacarose (Tabela 11).

Tabela 11: Deslocamentos quimicos de PTEOL em RMN de **C (4, 75MHz,
D,0) em comparacdo com os dados da literatura relatados para sacarose
(1112)

Carbono  Tipo Sacarose (dc) (111) PTEO1 (d¢c)

E CH 94,6 94,7
2 CH 73,5 73,6
3 CH 75,1 75,0
& CH 71,9 71,9
5 CH 74,9 74,9
6 CH, 62,9 62,6
1 CH;, 63,9 63,8
2 C 106,0 106,2
3 CH 79,0 78,8
4 CH 76,7 76,4
5 CH 84,0 83,9
6 CH, 65,0 64,9
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A confirmacdo de PTEO1 como sendo sacarose foi corroborada pela
andlise do produto resultante da reacdo de acetilacdo de Fl,. A elaboracdo da
fracdo insollvel acetilada (FIA), seguida da separacdo por cromatografia por
exclusdo em Sephadex LH-20, permitiu o isolamento do produto acetilado
designado por FIAL.

FIA1l apresentou padrdo espectrometrico semelhante a PTEO1, quando
foram analisados e comparados os espectros do RMN de *C (Figuras 19 a 21)
destes derivados. As diferencas essenciais foram observadas nas regides entre
020,66 e 621,52 e entre 0172,46 e 6171,25. Estes sinais foram atribuidos a grupos
metilas e acilas, respectivamente, presentes em FIAL.

Esta substancia foi identificada como sendo o0 octa-acetato da sacarose por
comparagdo dos seus dados de RMN de **C com aqueles descritos na literatura

para o derivado peracetilado da sacarose (112), como apresentado na Tabela 12.
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Figura 19: Espectro de RMN de **C de FIA1 (75MHz, CDCl,)
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Figura 20: Espectro de RMN de *C de FIA1 — Expansdo da regi&o entre §175,0 e 6168,0
(75MHz, CDCl5)
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Figura 21: Espectro de RMN de **C de FIA1 — Expanséo da regio entre 80,2 e 19,8
(75MHz, CDCly)
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Tabela 12: Comparacéo dos dados de RMN de **C de FIA1 (50 MHz, CDCls)
e aqueles descritos para o octaacetato da sacarose (75 MHz, CDs;0D) (112)

Octaacetato da

Carbono sacarose (50) FIAL (dc)
i 89,93 91,32 1
5 70,26 70,92 o AL O tH
AcOH,C__O s

3 69,61 69,74 S S

& 68,17 68,21 OAC:@)‘——O;AC onc
5 68,5 68,21 OAe

6 61,75 63,26

1 62,85 64,11

2 104,02 105,37

3 75,68 77,25

4 74,98 76,48

5 79,14 80,53

6 63,63 64,91
co 170,66 a 169,5 172,46 a 171,25

OCH; 20,56 a 20,74 21,50 a 20,66

6.5.1.2.  Mistura de agucares (PTEQ2)

PTEO2 (65 mg) foi obtido na forma de um sélido esbranquicado pastoso da
fracdo insolavel (FI,) resultante da cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-
20.

A avaliacdo por CCD em silica (FM1, FM2 e FM3; R1) revelou a presenca
de 2 (duas) manchas azuladas, sendo uma delas apresentando 0 mesmo padrdo da
mancha presente na CCD em silica (FM1; R1) de PTEOL. Foi entdo realizada a
comparagdo com amostra auténtica de sacarose, sendo observado o mesmo padrao
de manchas entre sacarose e uma das manchas da amostra.

O espectro de RMN de 'H de PTE02 (Figura 22) mostrou-se bastante
complexo. Contudo, na expansdo da regido entre 62,60 e 65,60 (Figura 23) foi
possivel observar a presenca de dois dupletos (065,40 e 05,20) sugerindo a

presenca de 2 hidrogénios anomericos.
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Figura 24: Espectro de RMN de **C de PTE02 (75MHz, D,0)

A andlise do espectro de RMN de *C de PTEO02 (Figura 24) revelou a
presenca dos sinais caracteristicos de sacarose, em comparacdo com dados da
literatura. Foi possivel observar ainda a presenca de outros sinais além daqueles
atribuidos a sacarose.

A andlise de PTEO2 por CLAE-IR deu origem a um cromatograma
apresentando 3 picos (Figura 25). A comparacdo com o tempo de retencdo (tg) de
amostras de acucares, mostrou que PTEQ2, além de sacarose (tg = 11,95 min),

continha frutose (tg = 7,25 min) e glicose (tr = 8,36 min).
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Figura 25: Cromatograma de PTE02 em CLAE-IR da mistura frutose, glicose e sacarose em
comparacdo ao padrdo analitico. Condi¢des de andlise: coluna: Lichrospher 100 NH,, 250 mm x
4,0 mm (HP 5 um) mantida a 30°C; fluxo: 1mL/min; eluente: bomba A (acetonitrila), bomba B
(a4gua); detector: por indice de refracdo (IR); sistema de eluigdo: isocratico; programa de eluicéo:
bomba A: bomba B (80:20); Regido de analise entre 230nm e 400nm.
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6.5.2. Constituintes quimicos presentes na fracdo acetona (FAC)

O perfil cromatografico da fragdo FAC foi avaliado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a detector DAD. A analise dos
cromatogramas e espectros de UV (regido entre 230 nm e 400 nm) mostrou que a
fracdo &€ composta por uma mistura de constituintes, com predominancia de

epicatequina.
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Sendo FAC de constituicdo complexa, a analise de suas subfracdes

mostrou de forma mais evidente, a presenca desses e outros componentes.

6.5.2.1.  Mistura de agucares (FP)

FP (72 mg) foi obtido, na forma de um sdélido esbranquicado, da fracdo
acetona (FAC), conforme descricdo na pagina 101.

Os espectros de RMN de 'H e *C de FP (Figuras 26, 29 e 30)
apresentaram caracteristicas semelhantes aquelas anteriormente descritas para o
composto identificado como sacarose proveniente da fracdo PTE0L. A expansao
da regido entre 67,0 e 95,0 (Figura 28) mostrou um dupleto em 65,4 (J= 3,9 Hz)
e um dupleto em 65,1 (J= 3,9 Hz) e um duplo dupleto em 63,48 (J= 2,4Hz e
3,0Hz), caracteristicos de H1’ e H2’ em carboidratos. O duplo dupleto em 63,42
(3,6 Hz) foi atribuido a H4 também caracteristico de acUcares (Figura 27). Sinais
entre 03,5 e 03,6 (J= 4,2 e 10,2Hz), caracteristicos de H1 e H2 respectivamente,
em carboidratos (Figura 27). Sinal em 064,04 (J= 8,1 Hz) foi atribuido a H4
também caracteristico de actcares (Figura 27).

A andlise dos dados apresentados e comparagao com a literatura sugeriram
que FP seja composta de uma mistura de agucares. Os deslocamentos quimicos de
RMN de *3C est&o na Tabela 13.
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Figura 26: Espectro de RMN de 'H de FP (300MHz, CD,0D)
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H de FP — Expanséo da regido entre 65,2 e 43,1 ppm
(300MHz, CD;0D)
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Figura 28: Espectro de RMN de 'H de FP — Expanséo da regido entre 67,0 e 45,0 ppm
(300MHz, CD;0D)



Resultados e discussao

\l
l
‘ |
|
| ‘ ! H‘ 1 l
18
R bt xil __JJ-'»‘N_HMM

Figura 29: Espectro de RMN de *C de FP (75MHz, CD;0D)
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Figura 30: Espectro de RMN de **C de FP — Expanséo da regido entre 106,0 e 662,0

ppm ( 75MHz CD;0D)
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Tabela 13: Comparacao dos dados de RMN de 13C de FP (75MHz, CD30D)
e aqueles descritos na literatura para sacarose, glicose e frutose (111, 113)

Carbono Glicose FP (dc) Frutose P Sacarose (6c) FP(dc)
(dc) (dc) (dc)

I 94,6 93,8
2 73,5 73,7
3 75,1 75,5
4’ 71,9 71,7
5’ 74,9 74,8
6’ 62,9 62,7
1 93,0 93,5 65,9 65,7 63,9 63,8
2 72,4 72,9 99,1 99,2 106,0 105,2
3 73,7 73,7 70,9 71,2 79,0 79,1
4 70,7 71,2 71,3 71,6 76,7 76,6
5 72,3 71,7 70,0 69,2 84,0 83,6
6 61,8 62,0 61,9 62,0 65,0 64,5

A fracdo FP foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de indice de refracdo (CLAE-IR), utilizando o método
CLAEOQL. A andlise do cromatograma obtido (Figura 31) mostrou a presenca de
trés constituintes na amostra. A comparacdo com o tempo de retencdo (tg) de
padrdes analiticos de agUcares, mostrou que FP contém sacarose (tr = 11,95 min),

frutose (tgr = 7,25 min) e glicose (tr= 8,36 min).
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Figura 31: Cromatograma de FP em CLAE-IR da mistura frutose, glicose e sacarose em
comparagdo ao padrdo analitico. Condic8es de analise: coluna: Lichrospher 100 NH;, 250 mm x
4,0 mm (HP 5 um) mantida a 30°C; fluxo: 1mL/min; eluente: bomba A (acetonitrila), bomba B
(a4gua); detector: por indice de refragdo (RI); sistema de eluicdo: isocratico; programa de eluicéo:
bomba A: bomba B (80:20); Regido de analise entre 230 nm e 400 nm.

Foi realizada uma nova analise da fracdo FP utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a detector DAD (CLAE-DAD). A analise dos
cromatogramas com 0s respectivos espectros de UV (na regido entre 230 nm e
400 nm) sugeriu a presenca de uma mistura contendo catequina [16a] e
isoquercetrina [38b], sendo o composto isoquercetrina predominante, conforme
mostrado nas Figuras 32 e 33. A presenca do referido composto foi confirmada
em comparacdo entre 0 tg e 0 espectro de UV do cromatograma de FP, com

aquele obtido para o padrdo analitico de isoquercetrina.

OH

HO 0)
OH

OH
OH

SNV

16a - + catequina
16b —= epicatequina 38b isorquercetina
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Com isso, foi possivel concluir que a fracdo FP é composta da mistura de
isoquercetrina (tg= 28,8 min), catequina (tg=14,1 min), sacarose (tr= 13,82 min),

frutose (tg= 7,79 min) e glicose (tg=9,2 min).
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Figura 32: Cromatograma da fracdo FP em 280 nm e espectro no ultravioleta referente ao
pico no tg= 14,1 min em comparacdo ao padrao analitico catequina. Condices de analise:
coluna: LichroCART 150-4,6 Purospher STAR RP 18e (5um); Pré-coluna: LichroCART 4-46
Purospher STAR RP 18e (5um); fluxo: 0,6mL/min; eluente: bomba A (&gua, acidificada com 1%
de solucéo de &cido fosférico 0,1M), bomba B (acetonitrila); detector: DAD; intervalo de anélise:
230-400 nm; sistema de eluigdo: gradiente.
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Figura 33: Cromatograma de FP em 354 nm e espectro no ultravioleta do composto
isoquercetrina referente ao pico tz= 28,8 em comparagdo ao padrao analitico. Condigdes de
andlise: coluna: LichroCART 150-4,6 Purospher STAR RP 18e (5um); Pré-coluna: LichroCART
4-46 Purospher STAR RP 18e (5um); fluxo: 0,6mL/min; eluente: bomba A (&gua, acidificada com
1% de solucdo de &cido fosférico 0,1M), bomba B (acetonitrila); detector: DAD; intervalo de
analise: 230-400 nm; sistema de eluicdo: gradiente.
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6.5.2.2.  Mistura de epicatequina (16b) e derivados de catequina (FS)

A amostra FS (86 mg) foi obtida na forma de um so6lido amarelo, da fragédo
acetona (FAC). A anélise de FS por CCD, utilizando o revelador vanilina 1%,
sugeriu que FS continha polifendis, especificamente, catequinas, devido as
manchas de coloracéo rosa intensa (114, 115).

O espectro de RMN de *H (Figura 34) exibiu sinais, apesar de pouco
evidentes, caracteristicos de hidrogénios arométicos que, quando comparados com
dados da literatura (116-118), sugeriram a presenca de catequinas, corroborando
o0s achados em CCD. Dessa forma os sinais entre 66,70 — 66,80 foram atribuidos a
H-5', H-2' e H-6"; os sinais entre 06,90 — 67,0, foram atribuidos a H-2' em
epicatequina; entre 05,90 — 06,0, atribuidos a H-6 e H-8 (Figura 35). Foi ainda
possivel observar, um sinal largo em torno de 64,10, atribuido a H-3 em
epicatequina e um multipleto entre 64,0 — 04,06, caracteristico de H-3 em
catequina (Figura 36).

O espectro de RMN de *3C mostrou-se complexo, com sinais intensos na
regido acima de 0120,0 (Figura 37), atribuidos a carbonos ndo hidrogenados do
nacleo flavanol, onde os deslocamentos entre §154,0 — 0158,0 correspondem aos
carbonos C5, C7 e C9; os sinais entre 0144,0 — 6146,5 correspondentes aos
carbonos C3’¢ C4’e os sinais entre 0131,5 — 0133,0 atribuido ao carbono CI1’
(Figuras 38 e 39) (116-118).

" | __,,Ll‘b.,lwll&'dmhﬂgM .

10 9 8 7 6 5 a

Figura 34: Espectro de RMN de 'H de FS (300MHz, CD;0D)
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Figura 35: Espectro de RMN de 'H de FS — Expansdo da regido entre 67,52 e 65,04
(300MHz, CD;0D)
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Figura 36: Espectro de RMN de 'H de FS — Expansdo da regido entre 4,52 e 63,06
(300MHz, CD;0D)
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Figura 37: Espectro de RMN de **C de FS (75MHz, CD;0D)
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Figura 38: Espectro de RMN de *C de FS — Expansdo da regi&o entre 4160,0 e 6112,0
(75MHz, CD,0D)
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Figura 39: Espectro de RMN de *C de FS — Expanséo da regido entre 106,0 e §62,0
(75MHz, CD;0D)

A presenca de catequina [16a] em FS foi confirmada por analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD), utilizando o método CLAEO2. A andlise do cromatograma obtido
e dos respectivos espectros de UV (na regido de 230 nm a 400 nm), também
sugeriu a presenca prevalente de epicatequina, que foi confirmada com a
comparagdo entre os tr e espectros de UV do cromatograma de FS, com aqueles
obtidos para padrdo analitico de epicatequina, conforme a Figura 40. Além de
epicatequina, 0 cromatograma também sugeriu a presenca de derivados de
catequina. .

Dessa forma, foi possivel confirmar que FS contém, dentre outros
compostos, epicatequina (tg = 18,6 min) e derivados de catequina.
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Figura 40: Cromatograma de FS em 280 nm e espectro no ultravioleta do composto
epicatequina referente ao pico tg= 18,6 em comparacédo ao padrao analitico. Condigdes de
analise: coluna: LichroCART 150-4,6 Purospher STAR RP 18e (5um); Pré-coluna: LichroCART
4-46 Purospher STAR RP 18e (5um); fluxo: 0,6mL/min; eluente: bomba A (agua, acidificada com
1% de solucdo de &cido fosférico 0,1M), bomba B (acetonitrila); detector: DAD; intervalo de
andlise: 230-400 nm; sistema de elui¢do: gradiente.

6.5.3. ldentificacdo das substancias presentes na fracdo acetato de etila
(FAET)

A fracdo FAET foi submetida a andlise utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) utilizando o
método CLAEO2.

A comparacdo dos dados de FAET com o tg e 0 espectro no UV de
padrdes analiticos permitiu identificar os compostos quercetina (tg= 46,8 min),
isoquercetrina (tg= 28,8 min), catequina (tg=14,1 min) e epicatequina (tg= 18,6
min), conforme cromatogramas e espectros de UV gerados na regido entre 230 nm
e 400 nm (Figuras 41 e 42).
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Figura 41: Cromatograma de FAET em 280 nm e espectro no ultravioleta dos compostos
catequina (tg= 14,1 min) e epicatequina (tg= 18,6 min) em compara¢do aos padrdes
analiticos. Condi¢des de analise: coluna: LichroCART 150-4,6 Purospher STAR RP 18e (5um);

Pré-coluna:

LichroCART 4-46 Purospher STAR RP 18e (5um); fluxo: 0,6mL/min; eluente:

bomba A (agua, acidificada com 1% de solugdo de &cido fosforico 0,1M), bomba B (acetonitrila);
detector: DAD; intervalo de andlise: 230-400 nm; sistema de elui¢do: gradiente.
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Figura 42: Cromatograma de FAET em 354 nm e espectro no ultravioleta dos compostos
quercetina (tg= 46,8 min) e isoquercetrina (tg= 28,8 min) em comparacdo aos padrdes
analiticos. CondicOes de analise: coluna: LichroCART 150-4,6 Purospher STAR RP 18e (5um);

Pré-coluna:

LichroCART 4-46 Purospher STAR RP 18e (5um); fluxo: 0,6mL/min; eluente:

bomba A (agua, acidificada com 1% de solugdo de acido fosférico 0,1M), bomba B (acetonitrila);
detector: DAD; intervalo de andlise: 230-400 nm; sistema de eluicédo: gradiente.
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6.5.3.1. Lupeol e acetato de p-amirina (FAET1)

A amostra FAET1 (80 mg) foi obtida da elaboracdo da fracdo acetato de
etila (FAET), resultante do fracionamento do extrato hidroalcoolico bruto do
epicarpo de P. torta (Esquema 2). Apresentou-se como solido branco, solGvel em
cloroférmio.

A anélise do espectro na regido do IV (KBr, cm™), de FAET1 (Figura 43)
mostrou a presenca de bandas de absorcdo em 2946 cm™ e 2875 cm™, estiramento
de ligacdo C-H de carbono sp*; em 1735 cm™ atribuida a estiramento de ligagéo
C=0 de éster; 1639 cm™, atribuida a estiramento de ligagdo dupla C=C de
olefinas; 1458 cm™ e 1373 cm™, atribuidas a deformacéo de ligacdo C-H; em
1245 cm™, atribuida a estiramento de ligagdo C-O de éster; e em 1027 cm™,

referente a estiramento de ligagcéo C-O.
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Figura 43: Espectro na regido do infravermelho de FAET1 (KBr, cm™)
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A multiplicidade de sinais na regido de menor blindagem nos espectros de
RMN de 'H (CDCl;, 300M Hz) e de *3C (CDCls, 75MHz) (Figuras 44 e 45)

revelou o carater triterpénico dos constituintes dessa mistura.
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Figura 44: Espectro de RMN de 'H de FAET1 (300 MHz, CDCl5)
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Figura 45: Espectro de RMN de **C-APT de FAET1 (75 MHz, CDCly)
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Na expanséo da regido entre 64,30 e 05,30 do espectro de RMN de *H de
FAETL1 (Figura 46) foram observados sinais em 65,18 (1H,t, J = 3,6 Hz) eem ¢
5,12 (1H, t, J = 3,6 Hz), atribuidos a hidrogénios ligados a carbonos olefinicos de
esqueleto das classes ursano e oleano, respectivamente; 04,6 (d, J = 2,4 Hz)
atribuido a hidrogénios da dupla exociclica em C29 para triterpenos com
esqueleto lupano; um duplo dupleto em 6 4,57 (J = 1,5 Hz e 3,9 Hz) que sugeriu a
presengca de um grupo hidroxila esterificado na posicdo C3 do esqueleto

triterpénico.

N’ N e et

5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 ppm

Figura 46: Espectro de RMN de *H de FAET1 — Expanséo da regido entre 64,3 e 65,3
(300 MHz, CDCl,)

A expansdo da regido entre 63,1 e 64,2 do espectro de RMN de 'H de
FAET1 (Figura 47) mostrou sinal em 03,23 (1H, d, J =11,1 Hz), relativo a
hidrogénio H-3 para ursanos e oleanos (119, 120). Na expansao da regido entre
00,75 e 02,5 foram observados sinais entre 60,78 e 02,05, que correspondem a

hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos (Figuras 48 e 49).
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Figura 47: Espectro de RMN de 'H de FAET1 — Expanséo da regido entre 64,2 e 63,1
(300 MHz, CDCly)
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Figura 48: Espectro de RMN de 'H de FAET1 — Expanséo da regi&o entre 62,4 e 61,3
(300MHz, CDCly)
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Figura 49: Espectro de RMN de ‘H de FAET1 — Expansao da regifo entre 41,29 e 60,75
(300MHz, CDCly)

A expansdo da regido entre 6171,0 e 674,0 do espectro de RMN de **C
(APT) de FAET1 (Figura 50) mostrou sinais na regido de olefina para os carbonos
sp® C13 (quaternério) e C12 em §121,8 e 5145,2, respectivamente, caracteristicos
de esqueleto triterpénico do tipo oleano; e em 6109,3 e 0150,9 caracteristicos de
carbonos sp? C20 (quaternario) e C29 de esqueleto lupeno. Além disso, foi
observado sinal em 80,9 que corresponde a carbono carbindlico C3 no esqueleto
do tipo oleano, ou oximetinico no esqueleto do tipo lupano. Como foram
observados sinais referentes a ambos os tipos de esqueleto, é possivel que dois
sinais estejam sobrepostos.

Também foi possivel observar a presenca de sinal de carbono carbonilico
de éster (0171,0), analise corroborada pelos dados espectrais no espectro de 1V
que mostrou sinais referentes a grupo acilico de éster em 1735 cm™. O sinal em
021,3, mostrado pela expansdo da regido entre 560,0 e 514,0 do espectro de RMN
de 3C de FAET1, sugeriu a presenca de grupo metila ligado a carbono acilico
(Figura 51).
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Figura 50: Espectro de RMN de *C-APT de FAET1- Expansdo da regido entre 6171,0 e
074,0 (75MHz, CDCl,)
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Figura 51: Espectro de RMN de *C-APT de FAET1- Expansdo da regido entre 460,0 e
014,0 (75MHz, CDCl,)
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A anélise dos dados apresentados e comparagdo com a literatura sugeriram
que FAET1 seja composta de uma mistura dos triterpenos lupeol [35] e acetato de
B-amirina [54]. Os deslocamentos quimicos de RMN de **C est&o na Tabela 14.

Tabela 14: Deslocamentos quimicos de FAET1 em RMN de 13C (4, CDCIS3,
75MHz) em comparacdo com os dados da literatura (6, CDCI3, 75MHz) (121,
122)

Carbono FAET1 (6c) Lupeol (6c) | FAET1 (6c) Acetato de p-amirina (dc)
1 38,3 38,7 38,3 38,2
2 27,4 27,4 26,8 26,6
3 80,9 81,0 80,9 80,9
4 37,9 37,8 37,7 37,7
5 55,3 55,4 55,3 55,2
6 18,2 18,2 18,2 18,2
7 34,7 34,3 32,5 32,6
8 40,8 40,9 38,2 38,4
9 50,3 50,4 47,5 47,5
10 37,1 37,1 36,8 36,8
11 20,9 21,0 23,6 23,6
12 25,0 25,1 121,6 121,6
13 38,2 38,1 145,2 145,2
14 42,7 42,9 41,6 41,7
15 27,4 27,5 26,1 26,1
16 35,5 35,6 26,8 26,9
17 42,9 43,0 32,8 32,9
18 48,2 48,3 47,1 47,1
19 47,9 48,0 46,7 46,8
20 150,9 150,9 31,0 31,0
21 29,7 29,9 34,7 34,7
22 39,9 40,0 37,1 37,1
23 28,0 28,0 28,0 28,0
24 16,4 16,5 15,5 15,5
25 16,1 16,2 15,5 15,7
26 15,9 16,0 16,7 16,8
27 144 145 25,9 25,9
28 17,9 18,0 28,3 28,3
29 109,3 109,4 33,3 33,3
30 19,2 19,3 23,7 23,6

CH;CO - - 38,3 38,4

CH5CO - - 170,8 170,9
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34 lupeol 54 acetato de B-amirina

6.5.3.2.  Derivados de catequina e epicatequina (FAET2)

A fracdo FAET2 (35 mg) foi obtida da elaboracdo da fracdo acetato de
etila (FAET), resultante do fracionamento do extrato hidroalcodlico bruto do
epicarpo de P. torta (Esquema 2). Apresentou-se como solido branco amarelado,
solivel em metanol.

FAET2 foi submetida a analise utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) utilizando o
método CLAEQ2. O espectro de UV, referentes a maioria dos picos presentes no
cromatograma sugeriu que FAET2 contém uma mistura de derivados de catequina

e epicatequina.

6.5.3.3.  Mistura de compostos fendlicos (FAET3)

A fragdo FAET3 (299 mg) foi obtida da elaboracéo da fracdo acetato de
etila (FAET), resultante do fracionamento do extrato hidroalcodlico bruto do
epicarpo de P. torta (Esquema 2). Apresentou-se como um solido amarelo
pastoso, solivel em metanol. Quando avaliado por CCD de silica (FM2, R2),
apresentou uma mancha amarela que se intensificava ao ser submetida a luz UV,

apos revelagdo com R2.
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FAET3 foi submetida a andlise utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) utilizando o
método CLAEO2. A analise mostrou que a amostra é composta de uma mistura de
quercetina (tr= 46,8 min), isoquercetrina (tg= 28,8 min), catequina (tg=14,1 min)
e epicatequina (tr= 18,6 min), confirmada em comparacéo entre tr e 0 espectro de
UV do cromatograma de FAET3 gerado, com aqueles obtidos para os padrdes

analiticos (Figuras 52 e 53).
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Figura 52: Cromatograma de FAET3 em 280 nm e espectro no ultravioleta dos compostos
catequina e epicatequina referentes aos picos tg= 14,1 min e tz= 18,6 min, respectivamente,
em comparacgdo aos padrdes analiticos. Condigdes de andlise: coluna: LichroCART 150-4,6
Purospher STAR RP 18e (5um); Pré-coluna: LichroCART 4-46 Purospher STAR RP 18e (5um);
fluxo: 0,6mL/min; eluente: bomba A (&gua, acidificada com 1% de solucdo de &cido fosférico
0,1M), bomba B (acetonitrila); detector: DAD; intervalo de andlise: 230-400 nm; sistema de

eluicdo: gradiente.
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Figura 53: Cromatograma de FAET3 em 354 nm e espectro no ultravioleta dos compostos
quercetina (trg= 46,8 min) e isoquercetrina (tg= 28,8 min) em comparacdo aos padrdes
analiticos. Condi¢des de analise: coluna: LichroCART 150-4,6 Purospher STAR RP 18e (5um);
Pré-coluna: LichroCART 4-46 Purospher STAR RP 18e (5um); fluxo: 0,6mL/min; eluente:
bomba A (4gua, acidificada com 1% de solucéo de &cido fosforico 0,1M), bomba B (acetonitrila);
detector: DAD; intervalo de andlise: 230-400 nm; sistema de elui¢do: gradiente.

6.5.4. Identificacdo das substancias presentes na fracdo hexanica

do extrato hidroalcodlico bruto

6.5.4.1.  Acetato de p-amirina (FH1)

FH1 foi obtida na forma de um sélido branco, soltvel em cloroférmio, a
partir da elaboracéo da fragdo hexanica (Esquema 4).

O espectro de RMN de *H (Figura 54) mostrou sinal em: 65,18 (1H, t, J =
3,6Hz) que corresponde a hidrogénio olefinico em C12 de esqueleto triterpénico;
em 62,05 correspondente aos hidrogénios do grupo acetila; sinais entre 60,82 e
01,86 correspondentes aos hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos. A
presenca dos simpletos em 60,87 e 61,13 caracteriza hidrogénios metilicos nos
carbonos C27 e em C29, respectivamente, dos oleanos (Figura 55) (123).

A andlise do espectro de RMN de **C de FH1 mostrou sinais na regido de

olefinas para os carbonos sp? de C13 (quaternario) e C12 em 6121,6 e §145,2 de

140



Resultados e discussao

oleanos (Figura 56); e sinal em 80,9 que corresponde a carbono carbindlico C3.
Foi possivel observar ainda sinais em 038,2 e §171,0 atribuidos aos carbonos do
grupo acetila (Figuras 56 e 57) (122, 123).

A comparacdo com os dados obtidos na literatura sugeriu que FH1 seja
caracterizado como acetato de -amirina. Os deslocamentos quimicos de RMN de

13¢ estdo na Tabela 15.

Figura 54: Espectro de RMN de ‘H de FH1 — Expanséo da regido entre 65,2 e 61,7 (300
MHz, CDCl,)
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Figura 55: Espectro de RMN de 'H de FH1 — Expanséo da regifo entre 61,66 e 60,80
(300 MHz, CDCly)
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Figura 56: Espectro de RMN de **C de FH1- Expanséo da regido entre §172,0 e 674,0
(75MHz, CDCl5)
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Figura 57: Espectro de RMN de *C de FH1- Expanséo da regio entre 58,0 e 15,0
(75MHz, CDCly)

Tabela 15: Deslocamentos quimicos de FH1 em RMN de *C (s, CDCls,
75MHz) em comparacédo com os dados da literatura (6, CDCl3, 75MHz) (122,

143

123).
Carbon FH1 Acetato de p-amirina | Carbon  FH1 Acetato de B-amirina
o (dc) (dc) 0 (dc) (dc)
1 38,2 38,2 17 32,5 32,9
2 26,8 26,6 18 47,1 47,1
3 80,9 80,9 19 46,7 46,8
4 37,6 37,7 20 31,0 31,0
5 55,2 55,2 21 34,6 34,7
6 18,2 18,2 22 37,1 37,1
7 32,4 32,6 23 28,0 28,0
8 38,2 38,4 24 15,5 15,5
9 47,5 47,5 25 15,5 15,7
10 36,8 36,8 26 16,7 16,8
11 23,6 23,6 27 25,9 25,9
12 121,6 121,6 28 28,3 28,3
13 145,2 145,2 29 33,3 33,3
14 41,6 41,7 30 23,6 23,6
15 26,0 26,1 CH;,CO 38,2 38,4
16 26,8 26,9 CH,CO 171 170,9
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pu

54 acetato de B-amirina

6.5.5. Identificagdo das substancias presentes na fracdo metandlica (FM)

O perfil cromatografico da fracho FM foi avaliado por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a detector DAD. A analise dos
cromatogramas e espectros de UV (regido entre 230 nm e 400 nm) mostrou-se
complexa, ndo sendo possivel a identificagdo dos constituintes, com
caracteristicas estruturais compativeis com o sistema de deteccdo utilizado,
presentes na referida fracdo, em comparacao aos padrdes analiticos utilizados.

A indicacdo do uso de plantas medicinais para controle do DM2 tem
perpetuado-se durante milénios pela medicina popular em diferentes culturas. Os
efeitos benéficos dos inibidores de a-amilase provenientes de plantas medicinais
sdo amplamente documentados em modelos in vitro e in vivo (124-126).

O estudo fitoquimico biomonitorado da fracdo Fl, levou ao isolamento e
identificacdo do constituinte sacarose e da mistura de sacarose, glicose e frutose.
Sacarose padrdo foi avaliada no ensaio de inibigdo da enzima a-amilase, porém
nenhuma atividade foi observada para este composto.

Considerando esses achados, pode ser que uma possivel polimerizacao das
catequinas presentes pode ter ocorrido, levando a perda de atividade.

Assim, com as técnicas disponiveis em nosso laboratdrio, ndo foi possivel
a identificacdo do(s) constituinte(s) quimico(s) presente(s) na fracdo Fl,
responsavel (is) pela atividade de inibigdo da enzima a-amilase.

A investigacdo fitoquimica concluiu que a fragdo FAC é constituida da

mistura de epicatequina, catequina, isoquercetrina, sacarose, glicose e frutose.
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Com o fracionamento de FAC, a subfracdo obtida FP tornou-se enriquecida com
0s agUcares sacarose, glicose e frutose, além de ter sido identificada a presenca de
isoquercetrina, catequina e derivados de catequina; enquanto que na outra
subfracdo obtida (FS) mostrou ser composta predominantemente de epicatequina,
além de derivados de catequina.

Porém, é interessante observar que FAC (ICsp = 9,1 pg/mL), mostrou-se
mais potente que as subfracfes obtidas: a avaliacdo da atividade de inibicédo da a-
amilase mostrou que FP foi inativa, enquanto FS mostrou atividade de inibicéo.
Contudo, a concentracdo inibitoria calculada para FS (ICsp = 22,1 pg/mL) foi
maior que a fracdo original, sugerindo que a atividade foi reduzida quando
procedeu-se o fracionamento.

A reducdo ou mudanca na atividade de extratos vegetais ativos, quando
estes sdo submetidos a fracionamento é bem descrita na literatura. Interacéo
sinérgica, in vitro, foi observada para a mistura dos ginkgolideos A [55] e B [56],
constituintes quimicos presentes no Ginkgo biloba L., sobre 0 mecanismo de
inibicdo do fator de ativacdo plaquetaria (127). Foi verificada a ocorréncia de
maior atividade de antiagregacao plaquetéria quando os compostos foram testados
em conjunto e uma reducdo em tal atividade quando testados separados (128),
apesar do ginkgolideo B ter sido identificado como antagonista especifico do fator
de ativacdo plaquetaria (129-131).

Da mesma forma, a interagdo sinérgica entre constituintes quimicos esta
relacionada com os efeitos relatados para o Zingiber officinalis Roscoe (gengibre).
FracGes enriquecidas com a-zingibereno [57], B-felandreno [58], bisaboleno [59]
e curcumeno [60] foram responsaveis por mais de 97% da atividade
antiulcerogénica atribuida a espécie em contraste aos componentes isolados (132).
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Em outro estudo, os flavonoides genisteina [15b], baicaleina [15c],
hesperetina [13b], naringenina [13a] e quercetina [3a], extraidos de frutas citricas,
foram avaliados isolados e em combinag¢fes um a um em relacdo aos efeitos sobre
a proliferacdo celular em linhagem de células de carcinoma humano (linhagem
MDA-MB-435) e na tumorogénese mamaria em ratas Sprague-Dawley, usando
como agente cancerigeno o 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA). Os resultados
mostraram que os flavonoides quando testados em combinacbes um a um
apresentaram maior efeito anti-proliferativo e anti-tumorogénese em comparagao

aos flavonoides avaliados isoladamente (133).
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Com isso, é provavel que os resultados obtidos para FAC e as subfracdes
FS e FP sejam devidos a um efeito sinérgico entre os compostos presentes na FAC
e quando tais compostos foram separados, a poténcia da capacidade de inibicdo da
enzima o-amilase foi reduzida, quando esta foi fracionada.

A presenca de catequinas em frutos do género Pouteria foi previamente
identificada (87), assim como, em outras espécies da familia Sapotaceae (134,
135). Em frutos frescos de Pouteria campechiana, P. sapota, and P. viridis foram
identificados (+)-galocatequina [40a], (+)-catequina [16a], (-)-epicatequina [16b]
e (+)-catequina-3-O-galato [16c] (87). A presenca de (+)-catequina, (-)-
epicatequina e (+)-galocatequina foi também relatada para frutos de Manilkara
zapota(134). De folhas da espécie Chrysophyllum marginatum foram
identificadas a presenca de (-)-epigalocatequina [40b] e (-)-epigalocatequina-3-O-
galato [17] (135).

A inibicdo da enzima a-amilase por catequinas também foi previamente
relatada. Um estudo mostrou que catequina e epicatequina apresentaram atividade
de inibicdo sobre a-amilase salivar (13% e 11% de inibicdo, respectivamente;
controle acarbose apresentando 9% de inibicdo (52). Koh et al. (2010) avaliaram a
capacidade inibitoria, sobre a-amilase salivar, de catequinas presentes em varios
tipos de chas (66). Os resultados mostraram que galato de (—)-epigalocatequina e
galato de (—)-epicatequina apresentaram valores para ICsy em torno de 3 vezes
menor que os encontrados para a acarbose, enquanto tal capacidade de inibicédo
n&o foi verificada para hidrato de catequina (66).

Lo Piparo et al. (2008) avaliaram a interacdo entre flavonoides e a enzima
a-amilase humana com o objetivo de elucidar o seu mecanismo molecular de
inibicdo. A investigacdo mostrou que a poténcia de inibi¢do esta correlacionada
com o numero de grupamentos hidroxila presentes no anel B da estrutura do
flavondide. A interacdo ocorre com a formacao de ligagcdes de hidrogénio entre o
grupamento hidroxila na posi¢do R6 ou R7 do anel A e a posicdo R4’ou R5°do
anel B do polifenol ligante com o residuo catalitico presente no sitio de ligagdo da
enzima. Em conseqléncia, ocorre a formacdo de um sistema m conjugado que
estabiliza a interacdo com o sitio ativo (52). O mecanismo de interagdo acima

descrito é similar ao mecanismo proposto para a acarbose (53).
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Esqueleto estrutural de flavonoides

Contudo, os dados aqui obtidos mostraram que a fracdo FAET, contendo
os flavonoides quercetina, isoquercetrina e miricitrina ndo apresentou atividade de
inibi¢do da enzima a-amilase. E 0 ensaio de inibi¢cdo enzimatica realizado com
quercetina revelou que, nas condi¢cdes experimentais aqui utilizadas, a mesma nao
tem capacidade de inibi¢do da enzima o-amilase.

Dados da literatura apontam certa capacidade de inibigcdo enzimatica para
triterpenos dos tipos oleano, ursano e lupano (73). As condigdes experimentais
desse trabalho mostraram que a fracdo FH apresentou baixo grau de inibicdo sobre
a enzima o-amilase (17% de atividade inibitéria). Estudos apontam o estresse
oxidativo, resultante do estado de hiperglicemia prolongada, como um importante
mecanismo patogénico envolvido na progressao acelerada da aterosclerose (136).

Os resultados mostraram que as complicacdes vasculares induzidas pela
hiperglicemia estdo relacionadas, provavelmente, a disfuncdes oxidativas geradas
por espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas nas cadeias transportadoras
de elétrons das mitocdndrias (136, 137).

Evidéncias relacionam o estado hiperglicémico com a redugdo da
capacidade natural das defesas antioxidantes. Em condic¢Bes naturais, os radicais
livres sdo rapidamente eliminados por substancias antioxidantes como glutationa,
vitaminas C e E. Contudo, niveis reduzidos de glutationa (138, 139) e vitamina E
(140, 141) foram encontrados em pacientes diabéticos ndo controlados. Outro
estudo mostrou ainda niveis reduzidos de vitamina C, em torno de 40-50%, em
pacientes diabéticos quando comparados com ndo diabéticos (142, 143).

Varios compostos polifenolicos com potente capacidade antioxidante
foram isolados de especies da familia Sapotaceae (87, 134, 135). A capacidade
antioxidante total do extrato bruto do epicarpo do fruto de P. torta e as fracOes
obtidas foi avaliada pelo método de reducdo do complexo fosfomolibdénio. Os

resultados apresentados na Tabela 8 mostraram que tanto o extrato bruto como as
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fracbes testadas possuem capacidade antioxidante significativa quando
comparadas aos controles usados (&cido ascérbico, quercetina e BHT).

McDougall et al. (2005) verificaram a existéncia de correlagcdo entre o
consumo de extratos de frutos frescos ricos em polifendis e a capacidade de
inibicdo da enzima a-amilase. Segundo o autor, extratos com alta capacidade
antioxidante possuiam também alta atividade de inibicdo da a-amilase (144).
Contudo, os resultados obtidos, nas condigdes experimentais desse trabalho,
evidenciaram fraca correlacdo entre os teores de polifendis e flavonoides
presentes nas amostras testadas com a capacidade de inibigdo enzimatica.

A amostra FAET apresentou os maiores teores de polifenois e flavonoides
(quercetina [3a], isoquercetrina [38b], além de catequina [16a] e epicatequina
[16Db]), entre as amostras analisadas, porém nao inibiu a atividade da a-amilase. m
contrapartida, FA mostrou alta capacidade de inibicdo enzimatica a despeito de
possuir teores medianos de polifendis e teores baixos de flavonoides (Figuras 58 e
59). E interessante notar que tal correlacdo (polifendis e inibicio) também ndo foi
observada em outro estudo com frutos nativos da flora brasileira: por exemplo, do
uxi (Endopleura uchi), com alta capacidade antioxidante e alto teor de polifendis
ndo causaram inibicdo da a-amilase (145).

A reducdo da hiperglicemia por meio da supressdo da hidrdlise de
carboidratos representa uma estratégia importante no controle do DM2. Os
resultados aqui obtidos mostram que, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, a
mistura dos constituintes epicatequina, catequina, derivados de catequina [16a],
isoquercetrina [38b], sacarose [63], glicose [61] e frutose [62], presentes na fracdo
FAC apresentou capacidade inibitéria da a-amilase igual ou maior do que 0s
controles, indicando que a fracdo FAC possui potencial de reducdo da absorcéo
de glicose no intestino e, consequentemente, promocdo de atividade
hipoglicemiante.
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O Esguema 7 abaixo sumariza as etapas realizadas no estudo de

biomonitoramento do epicarpo fresco do fruto de P. torta.

Pouteria torta

Epicarpo fresco

l - Etanol (maceragéo)

- Eliminacdo do solvente/ liofilizacdo

v y

Residuo Extrato bruto
hidroacodlico de P. torta

- H,O/ Hexano

v \ 4

Extrato aquoso Fracéo hexanica (FH)
intermediéario

l -AcOEt

- Acetato de B-amirina

\4 y
Frag&o acetato de etila (FAET) Fragéo aquosa (FA)

- Mistura lupeol e acetato de B-amirina - Derivados de catequina

- Catequina, epicatequina e derivados - MeOH

- Quercetina e isoquercetrina Y

v \4
Precipitado insolavel Fracdo metanélica (FM)
em metanol
- Nenhum constituinte identificado
-Acetona
v
v
Fracao insoltvel (F1,) Fragdo acetona (FAC)
- Mistura de sacarose, glicose e - Epicatequina (predominante)
frutose
-MeOH/acetona (gota a gota)
\ 4
v
Fracdo sobrenadante (FS)- Mistura de Fragao precipitado (FP)

epicatequina e derivados de catequina . .
- Mistura de sacarose, glicose e frutose

- Isoquercetrina e catequina

Atividade de inibicdo da a-amilase

Esquema 7: Fracionamento quimico do extrato hidroalcoolico bruto do epicarpo do fruto de
Pouteria torta.
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7. CONCLUSOES

A estratégia de biomonitoramento do extrato hidroalcodlico bruto do epicarpo
do fruto de P. torta, descrita nesta tese, permitiu a obtencdo e caracterizacdo de duas
fragdes com capacidade de inibi¢do da enzima a-amilase de forma comparavel ao dos
controles utilizados, quais sejam, fracdo insoluvel (Fl,) e fracdo acetona (FAC).

A fragdo Fl, apresentou alta capacidade de inibi¢do da a-amilase, sendo
identificada a presenca de mistura composta por sacarose, frutose e glicose.

O monitoramento da atividade de inibi¢do enzimatica das subfracdes, obtidas da
fracdo FAC, permitiu observar que, nas condi¢Ges experimentais, fracdo sobrenadante
(FS) apresentou capacidade de inibicdo enzimatica estatisticamente diferente aos
controles utilizados (Triticum aestivum e acarbose), enquanto fragdo precipitado (FP)
néo apresentou tal atividade.

A avaliacdo do perfil de inibicdo enzimatica da fracdo FAC e de sua subfracdo
FS, por meio da obtencdo do valor de ICsp, mostrou que a fragdo FAC possui potencial
de inibicdo, aproximadamente, duas vezes maior que sua subfracdo FS, sugerindo que a
atividade foi reduzida quando o material foi fracionado.

A analise quimica da FAC permitiu concluir que a fracdo é constituida por uma
mistura de compostos, com predominancia de epicatequina. A andlise de suas
subfrac6es mostrou que a fracdo FP é composta da mistura de catequina, isoquercetrina,
sacarose, glicose e frutose e a fracdo FS é composta, dentre outros constituintes, pela
mistura de epicatequina e derivados de catequina. Com isso, é provavel que a mistura
dos constituintes presentes na FAC sejam responsaveis pela atividade de inibi¢do da
enzima o-amilase apresentada por esta fracéo.

O extrato hidroalcodlico bruto e as fragdes hexanica, acetato de etila e aquosa
ndo apresentaram atividade citotoxica quando avaliados em modelo de toxicidade as
larvas de Artemia salina.

Quanto a atividade antioxidante, a reducdo do complexo de fosfomolibdénio,
realizado de acordo com a modificacdo do método de Prieto (95), tanto o extrato bruto
quanto as fracbes hexanica, acetato de etila e aquosa mostraram-se ativos em relacéo a
quercetina, BHT e &cido ascorbico. Dentre eles, a fracdo FAET apresentou maior

atividade antioxidante em comparacdo ao BHT, quercetina e acido ascorbico.
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A fragdo FAET apresentou 0s maiores teores de polifendis e flavonoides, dentre
as fracdo avaliadas, contudo ndo foi observada correlagcdo entre teores de polifendis e
flavonoides ¢ a capacidade de inibigdo da enzima a-amilase por esta fracao.

Frutos de P. torta apresentam alto potencial econdmico visto o grande
rendimento de sua polpa (rendimento de aproximadamente 2%), podendo ser
explorados comercialmente da mesma maneira que séo os frutos de P. caimito (abiu). O
epicarpo de frutos, por sua vez, usualmente é desprezado pela inddstria alimenticia,
sendo descartado em lixo comum ou enviado para compostagem. O conhecimento que 0
subproduto da industrializacdo desse fruto apresenta atividade bioldgica de interesse
terapéutico constitui uma possibilidade real de agregacdo de valor a um material
oriundo da biodiversidade brasileira.

Desta forma, o conjunto de informac6es referentes as potencialidades desta
espécie pode ir, aos poucos, dando forma ao desenvolvimento de suplementos
alimentares para controle glicémico de pacientes diabéticos com baixa toxicidade.
Contudo, para tal objetivo, faz-se necessério o emprego de outros modelos de atividade
bioldgica visando assegurar a seguranca e eficacia do produto.

Como perspectivas propdem-se a realizacdo de ensaios, in vivo, visando
estabebecer a eficcia e seguranca do extrato bruto e da fracdo obtida e ainda a obtencéo
de fragdo padronizada objetivando o possivel desenvolvimento de uma formulacdo

fitoterapica.
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ABSTRACT - Inhibition of u-amylase, enzyme that plays a role in digestion of starch and glycogen, is
considered a strategy for the treatment of disorders in carbohydrate uptake, such as diabetes and obesity, as
well as, dental caries and periodontal diseases. Planis are an important source of chemical constituents with
potential for inhibition of o-amylase and can be used as therapeutic or functional food sources. A review
about crude extracts and isolated compounds from plant source that have been tested for u-amylase
mhibitory activity has been done. The analysis of the results shows a variety of crude extracts that present -
amylase inhibitory activity and some of them had relevant activity when compared with controls used in the
studies. Amongst the phyto-constituents that have been investigated, flavonoids are one of them that
demonstrated the highest inhibitory activities with the potential of inhibition related to number of hydroxyl
groups in the molecule of the compound. Several phyto-constituenis and plant species as w-amylase
inhibitors are being reported in this article. Majority of studies have focused on the anti-amylase phenolic
compounds.

This article is open to POST-PUBLICATION REVIEW. Registered readers (see "For
Readers"”) may comment by clicking on ABSTRACT on the issue's contents page.

INTRODUCTION therapeutic approach for treating type 2 diabetes

mellitus 15 to decrease the post-prandial glucose
Disorders of carbohydrate uptake may cause levels. This could be done by retarding the
severe health problems such as diabetes (1), absorption of glucose through the inhibition of the
obesity (2), and oral diseases (3), all of which carbohydrates-hydrolysing enzymes, -
threaten an increasing worldwide population. glucosidase and a-amylase, present in the small
Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder intestinal brush border that are responsible for the
resulting from deficiency in insulin secretion, breakdown of oligosaccharides and disaccharides
insulin action, or both, promoting disturbance of into monosaccharides suitable for absorption (1,
carbohydrate, fat and protein metabolism, Long- 7,9, 10). Inhibitors of these enzymes. like
term Eﬂmplic&liﬂﬂﬁ of diabetes mellitus include HCHTh{]ﬁC, dc[ay ca]’b{}h}'dm[c digug[ilm and
retinopathy, nephropathy, neuropathy, micro- prolong overall carbohydrate digestion time,
angiopathy and increased risk of cardiovascular causing a reduction in the rate of glucose
disease (1,4, 5). absorption and consequently blunting the post-

The therapeutic strategies for the treatment of prandial plasma glucose rise (1, 4).

type 2 diabetes include the reduction of the Dental caries and periodontal diseases are the
demand for insulin, stimulation of endogenous most prevalent oral infectious diseases that cause
insulin secretion, enhancement of the action of significantly impact a person’s overall health,
insulin at the target tissues and the inhibition of having considerable economic impact, if not

depradation of oligo and disaccharides {6). The adequate treated (3, 11).
drugs commonly used in clinic to handle or
control  diabetes are insulin, sulfonylureas,
biguanide, glucosidase  inhibitors,  aldose

reductase inhibitor, thiazolidinediones, Corresponding  Author: Pérols de Oliveira Magalhies,
carbamoylmethyl  benzoic  acid,  msulin-like Universidade de Brasilia/UnB3 Faculdade de Ciéncias da

- R ] .. Sadde, Departamento de Farmicia, Campus Universitdrio
growth factor. The effect of these drugs is aimed Durcy Ribeiro, Asa Norte CEP 70900-910, Brasilia, Distrito
to lower the level of blood g]ucusc (4, 7, 8). One Federal, Brasil. E-mail: perolamagalhaesiunb.br
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Abstract

v

Diabetes mellitus is the most commaon disease in
the world, One therapeutic approach for treating
diabetes is inhibition of x-amylase and a-glucosi-
dase activities to reduce postprandial blood glu-
cose levels. In vitro tests showed that several plant
extracts from Brazilian cerrado species can inhibit
the activity of a-amylase and a-glucosidase. The
extracts of Eugenio dysenterica, Stryphnodendron
adstringens, Pouteria caimito, Pouteria ramiflora,
and Pouteria forta showed strong a-amylase and
a-glucosidase inhibitory activity, Fugenia dysen-

terica, P caimito, P ramiflora, and P torta aqueous
extracts exerted the highest activity against a-
amylase (ICsp values of 1493, 13.6, 7.08, and
567 pg/ml, respectively) and a-glucosidase (1Csy
values of 0.46, 2.58, 0,35, and 0.22 pg/ml, respec-
tively). Stryphnodendron adstringens ethanol ex-
tract also exhibited inhibitory activity against
hoth enzymes (1Csp 1.86 ng/ml against a-amylase
and 0.61 pg/mL against a-glucosidase). The re-
sults suggest that the activity of these cerrado
plants on a-amylase and a-glucosidase represents
a potential tool for development of new strategies
for treatment of diabetes.

Introduction

v

Diabetes mellitus is the most common disease in
the world, About 171 million people were af-
fected in 2000, and this is likely to increase to at
least 366 million by 2030 [1]. Diabetes is a meta-
bolic disorder of multiple etiology characterized
by chronic hyperglycemia with disturbance of
carbohydrate, fat, and protein metabolism [2],
caused by inherited or acquired deficiency in in-
sulin secretion, resulting in an increased blood
glucose level [3). One therapeutic approach for
treating diabetes is to decrease the postprandial
glycemia by the inhibition of enzymes that hydro-
lyze carbohydrates, such as a-amylase and a-glu-
cosidase present in the digestive tract [2,4-7]. a-
Amylase (EC 3.2.1.1) is responsible for cleaving
large malto-olignsaccharides to maltose, which is
converted to glucose by intestinal a-glucosidase
(EC 3.2.1.20) [8,9). Inhibitors of these enzymes
delay the digestion of carbohydrates, producing a
reduction in the rate of glucose absorption and
consequently a reduction of the postprandial
plasma glucose, a-Amylase and a-glucosidase in-
hibitors play a major role in managing postpran-
dial hyperglycemia in diabetic patients; they in-
hibit the action of amylase and glucosidase en-

rymes leading to a reduction in starch hydrolysis
which shows beneficial effects on glycemic index
control in diabetic patients [10]. Examples of in-
hibitors used in therapy are acarbose, voglibose,
and miglitol [6,11,12]. The main adverse effects
of these inhibitors are gastrointestinal, including
abdominal discomfort, flatulence, and diarrhea
[12]. Thus, to look for more efficacious agents pre-
senting lesser side effects is necessary in order to
expand the therapeutical options to control dia-
betes. The search for safer and more hypoglyce-
mic pharmaceuticals remains an important area
of research [13]. Natural inhibitors from plants
have shown an inhibitory effect against a-amy-
lase and a-glucosidase activity and therefore can
be potentially used as an effective therapy for
postprandial hyperglycemia with minimal side
effects [3,8,14].

The cerrado is the second biggest Brazilian biome
and supports a wide variety of species. Plants
from cerrado are known as a source of com-
pounds of high biotechnological interest, which
have applications on medical and food industries
[15]. Plants of families found in the cerrado, as
Apocynaceae, Sapotaceae, Fabaceae, among
others, have interesting biological activities, such
as antimicrobial, anti-inflammatory, and antifun-
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