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Estudos de Espécies vegetais bioativas da Mata Atlantica do Sul da Bahia

RESUMO GERAL

O ser humano utiliza espécies vegetais para tratamentos medicinais ha muito tempo e diversas
substancias ja foram isoladas, entretanto, muitos compostos ainda se encontram desconhecidos
diante da grande biodiversidade existente no reino vegetal. Tais compostos oriundos de vegetais
podem ter acGes benéficas sobre a saide humana, como o de acdo antioxidante e de inibicao de
enzimas como a o-glicosidase. Essa enzima, juntamente com a producédo excessiva de radicais
livres no organismo, esta associada a processos patolégicos como diabetes, obesidade, doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas, infecces pelo HIV e tumores. Assim, esta dissertagéo
apresenta um estudo dividido em dois artigos, onde o objetivo do primeiro artigo desta pesquisa
é encontrar espécies vegetais bioativas da Mata Atlantica do Sul da Bahia que apresentem
compostos fendlicos ou flavonoides com agdo antioxidante. Com base nisso, amostras de
Copaifera lucens, Neomarica portosecurensis, Miconia albicans, Croton celtidifolius e
Schnella angulosa, foram analisadas quanto a atividade antioxidante através do método de
sequestro com o radical livre DPPH, e avaliacdo dos teores de fenolicos e flavonoides totais,
além de anéalise quimicaem CLAE-DAD para identificacdo e quantificacdo de acidos fendlicos.
Os resultados indicam que as folhas das espécies C. lucens (branca) e M. albicans, o caule da
S. angulosa e o latex da C. celtidifolius possuem forte atividade antioxidante. Além disso, foi
possivel identificar o acido 2-hidroxi cindmico em todos os extratos das espécies S. angulosa,
C. lucense M. albicans através da analise em CLAE-DAD. O segundo artigo apresenta uma
revisao acerca das plantas brasileiras com avalia¢do in vitro frente a enzima a-glicosidase no
periodo de 2009 a 2019 utilizando as bases de dados da Scopus, Science Direct Journals e
Scielo. As espécies que apresentaram valores de concentracdo minima inibitoria (I1Cso)
inferiores a 50 pg/mL nos artigos publicados, foram definidas como inibidores mais intensas,
revelando plantas brasileiras que podem atuar como candidatas para o tratamento do diabetes e

no desenvolvimento de medicamentos.

Palavras-chave: Acidos fenolicos. Flavonoides. Antioxidante. Alfa-glicosidase.
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Studies of bioactive plant species in the Atlantic Forest of Southern Bahia

ABSTRACT

The human being has used plant species for medicinal treatments for a long time and several
substances have already been isolated, however, many compounds are still unknown due to the
great biodiversity existing in the plant kingdom. Such compounds from plants can have
beneficial actions on human health, such as antioxidant action and inhibiting enzymes such as
a-glycosidase. This enzyme, together with the excessive production of free radicals in the body,
are associated with pathological processes such as diabetes, obesity, cardiovascular diseases,
neurodegeneratives, HIV infections and tumors. Thus, this dissertation presents a study divided
into two articles, where the objective of the first article of this research is to find bioactive plant
species from the Atlantic Forest of the South of Bahia that present phenolic or flavonoid
compounds with antioxidant action. Based on this, samples of Copaifera lucens, Neomarica
portosecurensis, Miconia albicans, Croton celtidifolius and Schnella angulosa, were analyzed
for antioxidant activity using the DPPH free radical scavenging method, and evaluation of total
phenolic and flavonoid contents, in addition to chemical analysis in HPLC-DAD for
identification and quantification of phenolic acids. The results indicate that the leaves of the
species C. lucens (white) and M. albicans, the stem of S. angulosa and the latex of C.
celtidifolius have strong antioxidant activity. In addition, it was possible to identify 2-hydroxy
cinnamic acid in all extracts of the species S. angulosa, C. lucense M. albicans through analysis
in CLAE-DAD. The second article presents a review about Brazilian plants with in vitro
evaluation against the enzyme a-glycosidase in the period from 2009 to 2019 using the
databases of Scopus, Science Direct Journals and Scielo. The species that presented values of
minimum inhibitory concentration (IC50) below 50 pg / mL in the published articles, were
defined as more intense inhibitors, revealing Brazilian plants that can act as candidates for the
treatment of diabetes and in the development of medications.

Keywords: Phenolic acids. Flavonoids. Antioxidant. Alpha-glycosidase.
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INTRODUCAO GERAL

A Bioprospecgdo de moléculas pode ser compreendida como a busca sistematica de
substancias bioativas, enzimas, genes ou compostos oriundos de seres vivos, com 0 objetivo de
desenvolver bioprodutos com potencial econémico, social e cientifico (SACCARO JUNIOR,
2011). Em vegetais podem ser encontrados metabdlitos secundarios, que possuem efeitos
medicinais sobre a salide humana, tornando as plantas em fontes naturais de biomoléculas, com
potencialidade econémica.

O conhecimento e a utilizacdo de vegetais para tratamentos medicinais existem ha muito
tempo e muitos compostos foram isolados de plantas e sintetizados para uso farmacéutico
(VIELGAS JR, BOLZANI e BARREIRO, 2006). Como, por exemplo, forscolina, artemisinina
e taxol, que sdo substancias com acdo antiinflamatdria, no combate a maléria e no tratamento
de cancer, respectivamente (FILHO e YUNES, 1997). No entanto, o reino vegetal possui ainda
grande biodiversidade, e novos compostos podem ser encontrados.

O Brasil é um pais que possui uma imensa flora com grande diversidade de espécies
vegetais, dispersos nos variados biomas, como o da Mata Atlantica. A Mata Atlantica possui
alta biodiversidade, sendo composta por formacdes florestais e ecossistemas associados,
distribuindo-se em larga extensdo sobre o territorio brasileiro, somando aproximadamente 15
mil espécies vegetais, incluindo as endémicas e ameacadas de extincdo (BFG, 2015). No
entanto, toda essa variedade pode ser extinta, por fatores abidticos e bidticos, sem qualquer
estudo (IBGE, 2012; DE ALMEIDA, 2011).

Diante do contexto apresentado e da ampla biodiversidade de espécies vegetais
existentes, a Mata Atlantica do Sul da Bahia constituiu-se em uma area de grande interesse para
a bioprospecgdo de molécula bioativas, uma vez que ainda nessa regido podem ser encontradas
plantas com grande potencial farmacoldgico.

O vegetal Copaifera lucens Dwyer (figura 1) pertence ao género Copaifera L., da
familia Fabaceae, é conhecido como “copaiba”. As espécies do género Copaifera, normalmente
sdo arvores de grande porte, que apresentam em seu tronco um 6leo liquido com cor que pode
variar de amarelado a amarronzado e encontram-se na regido da Mata Atlantica e Amazoénia
(PINTO et al., 2000; VEIGA JUNIOR et al., 2001). A espécie C. lucens Dwyer é um vegetal
que ndo possui dados sobre sua atividade bioldgica e/ou composicdo quimica, pois somente um
estudo foi encontrado, avaliando o potencial mutagénico atraves do teste de Ames, obtendo que
essa espécie € segura para uso medicinal (DAMASCENQO, et al., 2019). Além desse, nenhum

outro estudo fitoquimico ou farmacoldgico foi descrito nas bases de dados dos periddicos Capes
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e Google Académico. Entretanto, € comum encontrar em espécies desse género como 0S
sesquiterpenos e diterpenos (PATITUCCI et al., 1995).

-2 s W | E
Figura 1. Representacdo das espécies (1) C. lucens, (2) N. portotecurensis, (3) C.

celtidifolius, (4) M. albicans e (5) S. angulosa.

A espécie Neomarica portosecunresis Chukr (Figura 1, item 1) pertencente ao género
Neomarica Stronger, da familia Iridaceae, € uma espécie endémica da regido da Mata Atlantica
de Porto Seguro, conhecida popularmente como Iris e normalmente espécies de Iridaceae s&o
utilizadas para fins ornamentais (JUNIOR, 2003). Até o presente, ndo existem relatos nas bases
de dados, de quaisquer estudos fitoquimicos ou farmacol6gicos com a espécie. Estudos
realizados por Indrusiak (2010) com espécies desse género, identificou metabdlitos secundarios
pertencentes a classe dos flavonais e isoflavonas.

A Croton celtidifolius Baill (Figura 1, item 3) pertence a familia da Euphorbiaceae, é
conhecida popularmente como pau-sangue, pois em seu caule encontra-se um latex
avermelhado que possui efeitos citotoxicos contra células tumorais, devido a presenca de
compostos de flavonois e flavan-3-ols (BISCARO, et al., 2013). Analises in vivo, demonstraram
qgue extratos da espécie possuiacdo de neuroprotecdo contra a degeneracdo neuronal
dopaminérgica e no tratamento da memoria e sintomas psiquiatricos (MOREIRA, et al., 2010).
Além de prevencdo da oxidacdo de LDL e diminuicdo do extresse em células endoteliais pela
fracdo rica em proantocianidina obtida dessa espécie (HORT, et al., 2012). Compostos como
catequina, galocatequina e proantocianidinas condensadas foram obtidos do extrato acetato de
etila e apresentaram atividade antioxidante e antiinflamatoria (NARDI, et al., 2013).

A Miconia albicans (SW.) Triana (Figura 1, item 4) é um vegetal da familia

Melastomaceae, conhecido popularmente como canela-de-velho e que possui intensas
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atividades antioxidante, antifungica e antibacteriana, além de efeitos protetores contra danos no
DNA induzidos pela doxorrubicina e inibi¢do da tirosinase. Ja foram isolados os compostos a-
amirina, B-amirina,B-sitosterol, &cido maslinico, quercetina-3-Oglycoside, rutina, quercetina,
3-(E)-p-coumaroil-a-amirina, &cido 3-epi-sumaresinolico, acido sumaresindlico, cido 3-O-
cis-p-coumaroil-maslinico, 4&cido 3-O-trans-p-coumaroil-maslinico, &cido 3-O-trans-p-
coumaroil-2-hidroxidulcoico, acido oleandlico e acido ursélico. (DE CASSIA, et al., 2018;
VASCONCELOS, et al., 2006; CELOTTO, et al., 2003; CREVELIN, et al., 2006; PIERONI,
etal., 2011)

A Schnella angulosa (Vogel) Wunderlin (Figura 1, item 5) é uma espécie da familia
Fabaceae, conhecida popularmente como escada de macaco, e no Brasil constam registrados 30
espécies desse género Schnella ou Bauhinia na Flora do Brasil 2020 (2019), sendo 20
endémicos do pais. Essa € uma espécie que ndo possui dados relatados sobre atividade quimica
ou farmacoldgica, no entanto, j& foram encontrados lactonas, flavonoides, terpendides,
esterdides, triterpenos, taninos e quinonas presentes em outras espécies pertencentes a esse
género (DA SILVA, et al., 2002).

Assim, os vegetais C. lucens, N. portosecurensis, M. albicans, C. celtidifolius e S. angulosa
constituem-se espécies encontradas na Mata Atlantica do Sul da Bahia que no primeiro artigo
do presente estudo, foram investigadas quanto a sua capacidade antioxidante, os seus teores de
fendlicos e flavonoides e a identificacdo de acidos fendlicos cindmicos.

O segundo artigo apresenta uma revisdo dos Gltimos dez anos de espécies brasileiras
que foram avaliadas quanto a atividade de inibicdo da a-glicosidase, pois a inibi¢do dessa
enzima é uma forma de tratamento da patologia Diabetes mellitus. Essa doenca é muito antiga,
descrita hd mais de 3500 anos, sendo a principal causadora da cegueira, retinopatia, neuropatia,
amputacdo dos membros inferiores, disturbios cardiovasculares, hipertensao e infarto, levando
aos portadores a um tempo de vida muito menor. Apesar de muito antiga, atualmente ainda
afeta mais de 415 milhGes de pessoas em todo 0 mundo. Sendo necessario 0 uso de compostos
naturais com agdo hipoglicémica, com maior eficacia e menos efeitos colaterais que os ja
comercializados (CARVALHO, DINIZ e MUKHERJEE, 2005).
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CLAE-DAD ANALYSIS OF PHENOLIC ACIDS IN EXTRACTS OF VEGETABLE
SPECIES OF THE ATLANTIC FOREST. INVESTIGATION OF ITS ANTIOXIDANT
CAPACITY AND CHEMICAL COMPOSITION

This article reports the evaluation of the antioxidant capacity, the content of phenolics and
flavonoids and the optimization of a methodology for simultaneous determination of phenolic
acids present in extracts of the species Copaifera lucens (white), Copaifera lucens (red),
Miconia Albicans, Neomarica portosecurensis, Croton celtidifolius and Schnella angulosa
collected in the Atlantic Forest of southern Bahia. The highest percentage of flavonoids found
was for N. portosecurensis with 559.21 + 7.48 pug EQ g-1 of extract. In the fraction of the stem
of S. angulosa, the highest content of total phenolics was obtained, with 483.24 + 51.42 g of
EAG g-1 extract. The extracts of the species S. angulosa stem, S. angulosa root, red leaf C.
lucens and M. albicans stem were selected because they have the highest total phenolic content
for HPLC-DAD evaluation and revealed the presence of coumaric acid phenols, 2 -hydroxy
cinnamic and trans-cinnamic. The species with the greatest emphasis on antioxidant activity
were extracts from the leaves of M. albicans, on the stem of S. angulosa, on the latex of C.
celtififolius and on the leaves of C. lucens red which exhibited strong activity.

Keywords: antioxidant activity; extracts; plant species; atlanticforest.
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1. INTRODUCAO

As espeécies vegetais sao ricas em metabdlitos secundarios, que na grande maioria, possuem
efeitos medicinais. Dentre os efeitos, encontra-se a acdo antioxidante que age inibindo ou
impedindo a oxidagdo de moléculas presentes no organismo humano que sao responsaveis por
algumas patologias.*

A oxidacdo de moléculas pode ser compreendida como um processo no qual determinada
substancia, ap0s uma conversdo quimica, passa por reducdo do numero de elétrons ou
densidade eletrdnica.? Nas células, essa transferéncia ocorre continuamente e sdo fundamentais
para 0s processos metabolicos e tais reacfes produzem compostos denominados de radicais
livres (RL).2 Os RL apresentam diferentes funcdes, como a producéo de energia e a sintese de
substancias bioldgicas. No entanto, quando em excesso, produz efeitos negativos, como danos
ao DNA, proteinas e alteracdes nas células, e tém sido associados a diversas patologias, como
as doencas cardiovasculares, degenerativas, neuroldgicas, cancer e envelhecimento precoce.*
Como a producéo dos radicais € um processo comum no organismo, o corpo produz substancias
antioxidantes que agem na prevencao e regeneracdo dos danos causados por essas espécies
quimicas. Mas quando essa producdo se torna em excesso, as substancias antioxidantes
produzidas sao insuficientes, fazendo-se necessario o uso externo de produtos para reduzir 0s
RL.®

A acdo dos agentes antioxidantes pode retardar os danos provocados pelos RL, por meio de um
ou mais mecanismos.® Os compostos fenolicos, incluindo flavonoides e acidos fendlicos, s&o
0s principais agentes responsaveis pela acdo e sdo encontradas comumente em espécies
vegetais.

O Sul do estado da Bahia se caracteriza por possuir uma grande area da vegetacao preservada,
onde se destaca o0 bioma da Mata atlantica. Esse bioma é constituido por formaces florestais e
ecossistemas associados, propiciando grande biodiversidade de espécies. Muitos dos vegetais
existentes no bioma encontram-se desconhecidos do ponto de vista fitoquimico e/ou
farmacoldgico, e essa diversidade de plantas com potencial antioxidante e outras atividades
bioldgicas podem se perder com o crescimento urbano e consequentemente, a diminuicdo de
areas vegetais.”®

Diversas metodologias sdo descritas para avaliar a capacidade antioxidante, dentre elas a
avaliacdo in vitro pelo sequestro do radical estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), que se
destaca por sua aplicabilidade e facil execucdo.>A forma usual dessa atividade ocorre através
do decaimento da absorbancia e da solucéo etanolica de DPPH, no comprimento de onda entre
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515 a 528 nm.® O processo reacional ocorre através da doagdo de atomos de hidrogénio da
espécie quimica em estudo para o radical DPPH (Figura 1), sendo percebida pela mudanga de

coloracdo, do violeta para o amarelo.

NO NO, T
N. N
~, N\

ON NO, O2N

2,2-difenil-1-picril-hidrazil (C,gH,N5O¢) 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (C;gH;3N50¢)
Figura 1. Estrutura radicalar e estrutura estavel do DPPH

Este trabalho descreve a avaliacdo da capacidade antioxidante, o teor de fendlicos e flavonoides
e a otimizacdo de uma metodologia para determinacdo simultanea de &cidos fenolicos presente
nos extratos das espécies Copaifera lucens (copaiba branca), Copaifera lucens (copaiba
vermelha), Miconia albicans, Neomarica portosecurensis, Croton celtidifolius e Schnella
angulosa coletadas na Mata Atléantica do sul Bahia. Os tipos “branca” e “vermelha” da
Copaifera refere-se a coloragdo da “derme” da arvore que faz com que elas sejam conhecidas
por esses nomes, popularmente: copaiba branca e copaiba vermelha ou pau-d’éleo-branco e

pau-d’6leo-vermelho.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e Reagentes

As espécies Copaifera lucens Dwyer (familia Fabaceae) (copaiba branca — GCPP 01056),
Copaifera lucens Dwyer (familia Fabaceae) (vermelha — GCPP 01055), Schnella angulosa
(Vogel) Wunderlin (familia Fabaceae) (GCPP 0919), Miconia albicans (SW.) Triana (familia
Melastomaceae) (GCPP 1110), Neomarica portosecurensis (Ravenna) Chukr (familia Iridacea)
(GCPP 0663) e Croton celtidifolius Baill (familia Euphorbiaceae) (GCPP 0664), foram
coletadas na Estacdo Ecoldgica do Pau Brasil, pertencente a Comissdo Executiva para o Plano
da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), e esta localizada préximo a BR-367, KM - Porto Seguro-

Eunépolis, no estado da Bahia, e exsicatas das espécies foram identificadas pelo boténico Jorge
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A. S. Costa e depositadas no herbario Geraldo Carlos Pereira Pinto (GCPP) da Universidade
Federal do Sul da Bahia, na Cidade de Porto Seguro, Bahia, Brasil.

O reagente de Folin-Ciocalteau, etanol, DPPH, metanol com grau HPLC, e o acido acético
glacial, foram adquiridos da Sigma Aldrich® (Brasil). Os padrdes analiticos, acido cafeico (98
%), acido cumarico (98%), acido 2-hidroxi cinamico (97 %) e acido trans-cinamico (97 %)
também foram adquiridos da Sigma Aldrich® (Brasil). Toda agua ultra-pura utilizada nas
extracOes e analises foi obtida pelo sistema de purificacdo de agua Milli-Q® Millipore (EUA).
As andlises foram realizadas no laboratorio de Quimica no Instituto Federal de Educacéo,

Ciéncia e Tecnologia da Bahia, Campus de Porto Seguro, Bahia, Brasil.

2.2 Preparacdo dos extratos

O material vegetal (folhas, caules e raizes), ap6s secos a temperatura ambiente, foi triturado em
um moinho de facas. Posteriormente, 30 g foram submersos em Etanol P.A. por 48h e filtrados,
realizando esse processo trés vezes consecutivas, e entdo, o filtrado foi concentrado sob presséo
reduzida em um equipamento de rota-evaporacao (Vacuum Pump V-100 BUCH), para ser obter

0 extrato bruto etanolico.

2.3 Determinacao do teor de flavonoides e fendlicos totais

A determinacdo dos teores de flavonoides foi realizada através da metodologia descrita por
Silva e colaboradores®®, com adaptagGes. Nas cavidades de uma microplaca foram adicionados
150 pL das solugdes dos extratos e latex das amostras e 150 pL de solugdo etandlica de cloreto
de aluminio 5%. Apos 15 minutos, foi realizado leitura em espectrofotémetro UV-VIS (Thermo
Scientific Multiskan Go) a 420 nm. O conteudo de flavonoides totais foi determinado usando a
equacéo da reta obtida na curva padréo de quercetina, preparada nas concentracdes de 5,46 a
350 pg mL™. Os resultados foram expressos em g de quercetina por g da amostra utilizada no
preparo das solugBes. Todas as amostras foram preparadas em concentrages de 700 pg mL™,
exceto para o extrato etandlico da N. portosecurensis (350 pg mL™) e latex do C. celtidifolius
(1000 pg mL™).

O teor de fenolicos totais foi obtido através do método colorimeétrico de Folin-Ciocalteu,

adaptado de Mathew e Subramanian.!! Nas analises, uma solugo de carbonato de sédio a 8,5%
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e solugBes etandlicas das amostras a 700 g mL™, exceto para a solugéo etandlica do latex de
C. celtidifolius a 1000 pg mL e extrato etandlico da N. portosecurensis a 350 pg mL™.

Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionadas 20 pl da amostra, 200 pl de dgua destilada,
20 ul do Folin-Ciocalteu e 60 uL carbonato de sddio, totalizando 300 ul a0 poco. Foi incubada
por 1 hora, & 45°C, procedida de leitura em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo Scientific
Multiskan Go) no comprimento de onda em 760 nm. O &cido galico foi utilizado como padréo,
em concentragBes que variaram entre 5,46 a 350 pg mL™.

O branco da analise consistiu em 200 ul de agua, 20 pl do Folin-Ciocalteu, 20 ul de etanol e 60
ul da solucéo de carbonato de sodio e o branco da amostra e padrdes em 280 pl de 4gua destilada
e 20 pul da amostra ou padrao.

Os teores de fendlicos e flavonoides totais foram obtidos pela interpolacdo da absorbancia das
amostras em uma curva de calibracdo construida com os dados do padrdo, acido galico e
quercetina, respectivamente, e expressos como pg Equivalentes de Acido Galico (EAG) por g
de extrato e pug Equivalentes de Quercetina (EQ) por g de extrato. Na valida¢ao do método,
calculou-se (Equacéo 1) os Limites de Deteccdo (LD) e de Quantificacdo (LQ) a partir das
equac0es abaixo:

3,3
S

10 *s

—eLQ == (1)

Onde o s representa o desvio padrao da leitura do branco (8 réplicas) e S o coeficiente angular

LD =

da curva de calibragdo do padréo.

2.4 Analise quimica por CLAE-DAD

As analises foram realizadas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector
de Arranjo de Diodo (CLAE-DAD, Shimadzu), constituido por uma unidade de gaseificacdo
DGU-20A, detector de arranjo de diodos série SPD-M20A, inje¢cdo manual e o controle do
equipamento e aquisi¢do dos dados foram feitos através do software LC Solution (Shimadzu).
A otimizacdo das condi¢Oes da separacéo foi realizada em sistema de gradiente com a aplicagéo
da fase movel que compreendia dois solventes: solvente A (dgua e &cido acético glacial, 99:1)
e solvente B (metanol) (Tabela 1). As injecdes foram feitas em triplicata, em coluna analitica
de fase reversa Shim-Pak C-18 (150 x 4,6 mm, 5 um de didmetro de particula), com taxa de
fluxo constante de 1,2 mL min™, volume de injecdo de 20 L e a deteccdo acompanhada com
sistema de fotodiodos entre 230-330 nm.
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Tabela 1. Gradiente utilizado na analise CLAE-DAD

TEMPO (min) A% B%
0-4 90 10

4-10 40 60
10-15 5 95
15-20 0 100
20-22 90 10

A= 4cido acético 2%; B= metanol

Na definicdo das condi¢bes cromatograficas para a separacdo dos acidos fendlicos, foram
utilizadas solucdes dos padrdes &cido cafeico, &cido cumérico, acido 2-hidroxi cindmico e acido
trans-cindmico com concentragdo de 1 mg mL™. A solucdo foi previamente filtrada em
membrana de 0,22 pum (Millipore). Os compostos fendlicos foram identificados de acordo com
sua ordem de eluicdo e por comparacao de seu tempo de retencdo com aqueles de seus padrdes
puros, no comprimento de onda de 289 nm. A quantificacdo foi realizada pelo método de
padronizacdo externa, atraves da correlacéo da area (mAU) do pico do composto a curva padréo
realizada com cada padrdo avaliado e os resultados expressos em g de composto por mg de
extrato.

Os paréametros de validacdo utilizados foi a seletividade, linearidade, preciséo, e os limites de
deteccdo e de quantificagdo, conforme Ribani e colaboradores.’?A seletividade foi analisada
pela comparacdo dos tempos de retencdo dos picos dos compostos padrdes injetados
individualmente. Quanto a linearidade do método, foram construidas curvas analiticas de cada
padrdo, através da injecdo em triplicata das suas respectivas solu¢des em concentracdes que
variaram de 3,96 a 62,5 ug mL™. A precisdo do método foi verificada pela repetibilidade da
mesma amostra analisada em seis replicas, com valores expressos através da média e desvio
padrdo relativo. Para o célculo dos limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ), utilizou-

se a equacio 2 abaixo.!?

LD :3,3*6

LQ =5~ 2

Onde, C representa o desvio padrdo do coeficiente linear da equacdo da curva de calibracéo e

B a média do coeficiente angular da equacdo da curva de calibracéo.

2.5 Preparo das amostras para analise em CLAE-DAD
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Para a determinacgdo dos éacidos fendlicos, foram selecionadas as amostras que apresentaram
maior teor de fenolicos totais, sendo preparadas solugdes em concentracdes de 1 mg mL™*
agua/metanol (1:1) e purificadas através da extracdo em fase solida utilizando-se cartuchos de
C18 Strata Phenomenex® acoplado a uma bomba peristéaltica.

Inicialmente o cartucho de separacdo C18 foi acondicionado, passando-se um volume de 10
mL de agua Milli-Q, 10 mL de agua/metanol (1:1) e entdo ativado com 10 mL de metanol.
Apds, uma aliquota de 10 mL do extrato foi percolada no cartucho de separacdo. Os
interferentes foram removidos por meio da passagem de 10 mL de agua Milli-Q pelo cartucho,
ficando os compostos de interesse adsorvidos no mesmo. O extrato, livre de interferentes, foi

eluido do cartucho com 10 mL de metanol.

2.6 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das espécies foi mensurada de acordo com o método da reducdo do
radical livre DPPH, descrito por Furlan e colaboradores'® com modificagdes. Assim, nas
cavidades de uma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 50 pL de etanol e posterior
diluicdo em série em concentracéo inicial de 175 pug mL™?, exceto o latex e os extratos etanolico
de N. portosecurensis e M. albicans (folhas) que foram utilizados na concentracédo inicial de
62,5 ug mL*?, 75 pg mLt e 25 pg mL*, respectivamente. Em seguida, foram adicionadas as
cavidades, 250 pL da solugdo etandlica de DPPH (30 pug mL™). Ap6s a incubagéo por 20 min
foi realizada a leitura em espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan Go) no
comprimento de 517 nm. Todos os testes foram realizados em quatro réplicas, sendo utilizado
como padréo o acido géalico e o hidroxitoluenobutilado (BHT).

A partir das absorbancias obtidas, foram calculadas o percentual da atividade antioxidante

(Equacéo 3):

(Abs2—Abs1)

0fs —
Ad% = bs2

x 100 ©)

Onde Abs 1 € a absorbancia da amostra com abatimento do seu respectivo branco e a Abs2 é a
absorbancia correspondente ao controle negativo (etanol e DPPH).

A concentragdo efetiva média (CEso)* para decrescer a concentragio do DPPH em 50%, foi
obtida através da equacdo da reta do grafico da AA% versus concentragdo da amostra,
substituindo o y da equagao por 0,5. O indice de atividade antioxidante!>foi obtido da equacéo
4:
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[DPPH]
CEsg

[AA =

(4)

Onde o CEso corresponde ao valor obtido no calculo anterior em ug mL™ e o [DPPH] é a
concentracdo da solucdo de DPPH utilizada no teste, que foi de 30 ug mL™.

2.7 Analises Estatisticas

Como analise estatistica utilizou-se 0 ANOVA com nimero amostral igual a 4 e comparando
os resultados do indice de confianga com o valor tabelado do t-students 2,36, com nivel de 95%,
e todos os resultados apresentados como média + desvio-padrdo (DP). O coeficiente de
correlacdo foi estabelecido entre os teores de fenolicos totais e atividade antioxidante (valores
do IAA) e flavonoides totais e atividade antioxidante (valores do IAA) utilizando o software

Excel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teores de flavonoides e fenolicos totais
O conteudo de flavonoides e fenolicos totais encontrados nos extratos das plantas sdo expressos
no gréafico da Figura 2. Os dados apresentam grande variacdo nos teores encontrados, o que

demonstra uma diversidade na composi¢do quimica dessas espécies.

® FENOLICOS (ug EAG g-1 de extrato) FLAVONOIDES (ng EQ g-1 de extrato)
600 559,21
500 483,24
407,42 p-
400 363,2
F’ 319,32
=3 3068 p-293,69
§ 200 21882 214,53 B 2508 10,35
) ) 217,76 199,26 196,9 p;191,69 ’
200 1438 i 12893 15034

o

10 57
o N N O O RS

ECBF ECBC ECVF ECV.C EMAF EMAC E.N.P L.C.C. ESAR ESAC
EXTRATOS

Figura 2. Teor de fenolicos e flavonoides totais. ECBF(extrato C.lucens branca folha); ECBC
(extrato C. lucens branca caule); ECVF (extrato C. lucens vermelha folha); ECVC (extrato C.

lucens vermelha caule); EMAF (extrato M. albicans folhas); EMAC (extrato M. albicans
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caule); ENP (extrato N. portosecurensis); LCC (latex C. celtidifolius); ESAR (extrato S.
angulosa raiz) e ESAC (extrato S. angulosa caule)

O maior percentual de flavonoides foram obtido para os extratos da N. portosecurensis (ENP),
C. lucens vermelha folhas (ECVF) e M. albicans caule (EMAC). Na avaliacdo de fenolicos
totais, os extratos das espécies S. angulosa caule (ESAC), C. lucens branca folhas (ECBF), M.
albicans caule (EMAC) e S. angulosa raiz (ESAR) se destacaram com 0s maiores contedos.
Desses vegetais, somente a M. albicans ja foi analisada quanto a sua composi¢do quimica,
sendo identificado a quercetina-3-Oglycoside, rutina e quercetina, 3-(E)-p-coumaroil-a-
amirina, a-amirina, acido epi-betulinico, acido ursélico e acido epi-ursdlico.®

Os valores encontrados para o LD e LQ na analise do teor de fendlicos totais foram de 0,16 e
0,51ug, respectivamente, e na avaliacdo do teor de flavonoides totais o LD foi de 0,23 ug e LQ
de 0,69 pg. Os valores obtidos para o LD indicam a menor concentracdo possivel de ser
detectada, e ndo necessariamente quantificado, enquanto o LQ indica a menor concentragdo
possivel de quantificada com exatiddo e precisdo,!’ dessa forma, esses valores confirmam que
0 método analitico utilizado é adequado. As avaliacOes estatisticas demonstraram em nivel de

confianca a 95%, n=4, CV (coeficiente de variagdo) < 0,1e valores >2,36 (valor de t-student).
3.2 Validagdo do metodo das analises por CLAE-DAD

A validacdo do método foi iniciada a partir da seletividade para os padrbes dos &cidos cafeico,
cumarico, 2-hidroxi cindmico e trans-cinamico. Apdés, a separacdo dos padrbes (Figura 3),
procedeu-se para a analise da faixa linear de trabalho, a partir da construcdo de curvas de
calibracdo que podem ser visualizadas na Tabela 2. Através da linearidade (R?) de cada curva,
dos limites de deteccdo e quantificacdo foi possivel perceber que o método apresentado se
mostrou adequado e satisfatorio para a determinacdo em concentragfes baixas dos &cidos

fenolicos (Tabela 2).
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Figura 3. Seletividade dos padrdes (1) acido cafeico (tr8,963 min), (2) &cido cumarico (tr9,530
min), (3) &cido 2-hidroxi cindmico(tr10,395min) e (4) acido trans cindmico (tr12,187 min)

Tabela 2. Limites de Detecgéo, Limite de Quantificacdo, Equacdo da Reta, R? e Tempo de
Retencéo da curva por CLAE-DAD

ANALITO LD LQ ER R? trmin+DP
) (Mg/mL)  (pg/mL)
Acido cafeico 0,4 1,2 Y = 31495 x + 39099  0,9964 8,826 + 0,06
Acido cumarico 0,7 2,1 Y=163014 x + 33336 0,9943 9,528 + 0,10
2-Hidroxi cinamico 0,5 1,4 Y=65573 x + 87593  0,9950 10,395 + 0,15
Trans-cindmico 0,7 2,0 Y=94078 x + 114419  0,9946 12,187 +0,21

ER = Equacdo da Reta; tr = Tempo de Retencdo; DP= Desvio Padrdo

Para a avaliacdo da repetibilidade foram analisados consecutivamente e verificado o tempo de
retencdo dos analitos (Tabela 3). A obtencdo do desvio padréo relativo (DPR) de cada composto
padréo se encontram dentro dos limites aceitaveis'? e os valores obtidos do indice de confianca

se encontram abaixo do valor de t-student (2,57), indicando confiabilidade no método.

Tabela 3. Avaliacdo da repetibilidade do método para os padrdes, com relacdo ao tempo de
retencao

ANALITO trmin DP RSD (%) IC

Acido cafeico 8,92 0,05 0,61 0,06
Acido cumérico 9,49 0,07 0,73 0,07
Acido 2-hidroxi cinamico 10,35 0,10 0,95 0,10
Acido trans-cinamico 12,15 0,16 1,28 0,16

tr = Tempo de Retengdo; DP= Desvio Padrio; IC= indice de Confianca; DPR= Desvio Padréo
Relativo.
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3.3 Andlise quimica por CLAE — DAD

Os extratos das espécies S. angulosa caule, S. angulosa raiz, C. lucens (copaiba branca - folha)
e M. albicans caule, selecionados por apresentarem o maior teor de fendlicos totais, foram
avaliados por CLAE-DAD. As andlises demonstraram a presenca dos &cidos fendlicos
cindmicos, o cumarico, 2-hidroxi cindmico e trans-cinamico, entretanto, por causa dos valores
de LQ para cada acido padrao, foi possivel quantificar apenas o acido 2-hidroxi cindmico para
0s extratos do caule da M. albicans (EMAC) e as folhas da C. lucens branca (ECBF), como

expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Concentracdo de acidos fendlicos nos extratos das plantas

Concentracao (ug/mg de extrato)

< >ﬁ o] ; )
Extrato HO—< >—\\ /o O—\\—/{o \ / HO \ /o
OH HO OH on HO OH

Ac. Cumarico Ac. 2-hid. cinamico  Ac. T. cinAmico Ac. Cafeico
ESAR D* D* ND ND
ESAC D* D* D* ND
ECBF D* 376,86 + 88,02 ND ND
EMAC ND 143,68 + 23,12 ND ND

D* (detectavel, mas ndo quantificavel); ND (ndo detectavel); ESAR (extrato S. angulosa raiz);
ESAC (extrato S. angulosa caule); ECBF (extrato C. lucens branca folhas); ECAC (extrato M.
albicans caule). Desvio padrdo calculado com n=3

A espécie Schnella angulosa, de estudo inédito, demonstrou a presenca dos acidos cumarico,
2-hidroxi cindmico e trans-cindmico, sendo que no extrato da raiz nao foi detectado o acido
trans-cinamico.

No extrato das folhas da Copaifera lucens (copaiba branca) foi identificado os acidos cumarico
e 2-hidroxi cinamico, sendo esse ultimo quantificando em grande concentragdo. Essa tambem
¢ uma espécie que ndo foi encontrado estudos sobre atividade biologica ou sobre sua
composigdo quimica. Ja o extrato do caule da Miconia albicans demonstrou apenas a presenca
do 2-hidroxi cindmico.

Em todos os extratos das plantas foram identificadas concentraces dos acidos fendlicos, com
destaque para o 2-hidroxi-cindmico que se encontra presente em todas os extratos, e em contra

partida o acido cafeico néo foi detectado.
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Os acidos fenolicos sdo uma classe dentro do grupo de fendlicos, constituidos por anel
benzénico, agrupamentos carboxilicos, hidroxilas e/ou metoxilas. Destaca-se que a posi¢do e
quantidade das ramificacbes e desss grupos conferem diferentes eficacias na atividade
bioldgica. Essas caracteristicas conferem as propriedades antioxidantes, vasodilatadoras e de
prevencdo ao cancer e outras atividades, comumente observados nos vegetais.'® Dessa forma,
nessas especies podem ser encontrados acidos cindmicos, com maior destaque para o extrato

das folhas da Copaifera lucens (vermelha) que demonstrou o maior conteudo.

3.4 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante foi realizada através da reducdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-
picril-hidrazila) pelos antioxidantes presentes nos extratos das plantas e expressos pela
concentracdo efetiva CEso e do indice de atividade antioxidante IAA. Reynertson, Basile e
Kennelly*® relatam a relagdo do CEso com o potencial antioxidante e descreve que os valores de
CEso acima de 200 pug mL™ sdo considerados inativas, valores entre 200 e 100 pg mL*sdo
pouco ativas, entre 50 e 100 pg mL™ sdo moderadamente ativas e inferiores a 50 pg mL™, séo
intensamente ativas. Baseado na descricéo, foi percebido que todos os extratos apresentaram
atividade com valores de CEso entre 15,23 a 153,38 pg mL™, exceto as ENP que exibiu
inatividade (Tabela 5).

Tabela 5. Capacidade antioxidante dos extratos

EXTRATOS CEs(igmL FAIXASDO  IAA  FAIXAS DO

1) CEso 1AA
BHT 11,61 2,58 INTENSA
Ac. galico 9,17 327  ATIVIDADE
ECBF 32,14 1,03
ESAC 21,76 INTENSA 1,42
ATIVIDADE FORTE
EMAF 15,23 1,96  ATIVIDADE
LCC 39,44 1,31
EMAC 37,22 0,80
MODERADA
ECVF 55,16 MODERADA 0,54 ATIVIDADE
ATIVIDADE
ECBC 104,15 0,30
ECVC 124,26 BAIXA 0,24 BAIXA
ATIVIDADE ATIVIDADE

ESAR 153,38 0,20
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ENP 364,35 INATIVA 0,08

CEso (concentracdo efetiva média); IAA (indice de atividade antioxidante); BHT
(hidroxitoluenobutilado);ECBF (extrato C. lucens branca folha); ECBC (extrato C. lucens
branca caule); ECVF (extrato C. lucens vermelha folha); ECVC (extrato C. lucens vermelha
caule); EMAF (extrato M. albicans folhas); EMAC (extrato M. albicans caule); ENP (extrato
N. portosecurensis); LCC (latex C. celtidifolius); ESAR (extrato S. angulosa raiz) e ESAC
(extrato S. angulosa caule).

O IAA, descrito por Scherer e Godoy'#, relaciona a influéncia da concentragio da solugdo de
DPPH com os o valor de CEsg obtido nas analises, demonstrando que o aumento do indice esta
associado a maior capacidade dos extratos em estabilizar o radical. Portanto, com base na faixa
de valores descrita pelos referidos autores, as amostras ECBF, ESAC, EMAF e LCC (IAA 1,0
e 2,0) séo mais eficientes em reduzir o DPPH que as demais.

As avaliagcbes da capacidade antioxidante demonstraram estatisticamente que possuli
confiabilidade em nivel de confianca de 95%, n=4, CV < 0,1 e com os valores do indice abaixo
do valor de t-student (2,36) (ANOVA).Y

Quando comparado a capacidade antioxidante dos extratos com as referencias, acido galico e o
BHT, as folhas da M. albicans (EMAF) foi o extrato que mais se aproximou da atividade . Pires
e colaboradores'® em seu estudo isolaram a quercetina do extrato da M. albicans e avaliou a
capacidade antioxidante desse composto frente ao radical DPPH, obtendo um CEsode 2,97 pg
mL1. Assim, deve-se investigar a possivel presenca da quercetina no contetido de flavonoides
totais (199,26 + 1,70ug EQg* de extrato) encontrados para essa espécie, que justificaria a forte
atividade antioxidante observada.

O latex da espécie C. celtidifolius (LCC) também exibiu forte atividade antioxidante, com CEsg
de 39,44 pg mLte IAA 1,31. Essa espécie também foi analisada por Biscaro e co-autores®,
em que identificaram flavonois e flavan-3-ols no latex da LCC, assim a forte atividade
antioxidante obtida neste estudo, pode ser associada a agdo desses compostos presentes nos
196,90 + 2,79 (ug EQ g de extrato) quantificados no teor de flavonoides.

As folhas da espécie M. albicans e o latex da C. celtidifolius exibiram em sua composi¢do
maiores teores de compostos flavonicos do que de fendlicos, e ambas apresentaram forte
atividade antioxidante. Os flavonoides pertencem ao grupo dos polifendis, e assim como 0s
fenolicos, possuem a capacidade doadora de elétrons que explicam sua atividade antioxidante
in vitro.?! Assim, essas espécies devem ser investigadas quanto a identificacéo e quantificagio

de compostos flavonicos, por exemplo, através da técnica CLAE-DAD.
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Além dessas espécies, a ESAC também apresentou forte atividade antioxidante e essa
capacidade observada, pode estar associada a presenca majoritaria de fendlicos totais (483,24
+ 51,42 ug EAGg™ de extrato), e no estudo por CLAE-DAD, em que foi identificado os acidos
cumarico, 2-hidroxi cindmico e trans-cinamico.

Foi encontrada baixa correlacdo significativa entre os contetdos de Fenolicos Totais e
Atividade Antioxidante para os extratos em estudo (r= 0,26), exibindo baixo coeficiente linear
entre resultados das atividades. E na correlacdo de Flavonoides Totais e Atividade
Antioxidante, foi encontrado r = -0,44, existindo pouca linearidade entre as atividades. Esses
resultados indicam que ndo existe relagdo de tendéncia linear da atividade antioxidante e o teor
de fendlicos ou flavonoides, afinal sdo espécies vegetais diferentes e podem apresentar
diferentes tipos de constituintes dentro dessas classes.

Apesar desses métodos quantitativos na determinacdo desses compostos, essas técnicas nao
disntingui a composicdo fendlicas ou de flavonoide, devido as suas limitacfes. Portanto, o
Folin-Ciocalteu, é um reagente que pode sofrer interferéncias de outros compostos como &cido
ascorbico, proteinas e aclcares redutores e a complexacdo por cloreto de aluminio, sendo
considerado um método mais especifico para flavonas e flavonois. De maneira semelhante, a
atividade antioxidante varia conforme a estrutura molecular, assim, a capacidade antioxidante
de um extrato ndo pode ser prevista com base no contetdo de fendlicos totais e flavonoides
totais, sendo essas atividades intrisinca a cada espécie 112122

No entanto, os extratos das espécies C. lucens apresentaram correlacdo significativa para o
conteddo de Fenolicos Totais e Atividade Antioxidante (R = 0,96) (Figura 4), mas baixa
correlagdo quanto ao teor de Flavonoides e Atividade Antioxidante, com R = 0,04 (Figura 4).
Esses resultados indicam que o crescimento da capacidade antioxidante se encontra associado
ao acrescimo do teor de fenolicos totais. J& a correlacdo é praticamente nula entre o conteido

de flavonoides totais e a atividade antioxidante.
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Figura 4. Correlacdo do indice de atividade antioxidante (IAA) e o teor de fendlicos totais e
correlacdo do indice de atividade antioxidante (IAA) e teor de flavonoides totais dos extratos
folhas e caules das C. lucens branca e vermelha (ECBC, ECBF, ECVC E ECVF)

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

As espécies avaliadas exibiram atividade antioxidante, exceto a N. portosecurensis, com
destaque para as folhas das espécies C. lucens (branca) e M. albicans, o caule da S. angulosa e
o latex da C. celtidifolius, que foram classificadas como forte atividade, levando em
consideracdo os resultados obtidos no indice de atividade antioxidante (IAA). Além disso,
variados teores de fendlicos e flavonoides foram quantificados em cada extrato e latex, sendo
possivel identificar o &cido 2-hidroxi cindmico em todos os extratos das espécies S. angulosa,
C. lucense M. albicans através da analise em CLAE-DAD. Estudos posteriores devem ser
realizados utilizando outros acidos fenolicos e compostos flavonicos a fim de quantificar e
identificar esses componentes, principalmente com as espécies C. lucens (branca e vermelha),
N. portosecurensis e S. angulosa, pois este é o primeiro estudo do ponto de vista farmacoldgico
e fitoquimico. Portanto, este estudo se constitui na primeira contribui¢cdo do aspecto, para 0
conhecimento quimiotaxondmico dessas espécies que medram o bioma da Mata Atlantica.
Considerando os teores de fendlicos e flavonoides e da acdo antioxidante in vitro observada, o
isolamento desses constituintes nessas espécies pode ser de grande relevancia e potencial
também para a avaliacdo com outras atividades biolégicas.
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ANALISE POR CLAE-DAD DE ACIDOS FENOLICOS EM EXTRATOS DE
ESPECIES VEGETAIS DA MATA ATLANTICA. INVESTIGACAO DA SUA
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSICAO QUIMICA
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Figura S1. Andlise do extrato EMAC em CLAE-DAD com a identificacdo do &cido 2-hidroxi-
cinamico (tr 10,303min)
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Plantas brasileiras com efeito inibitdrio in vitro sobre a a-glicosidase

Souza, L.S.; Hackenhaar, D. S. M.; Bandeira, M.L.S.F. e Lima, L.S.*

Brazilian plants with in vitro inhibitory effect on a-glycosidase

Abstract:
Glycosidases are enzymes present in living organisms and perform essential functions in

digestive processes and. Plant-extracted inhibitors offer an effective strategy to regulate
carbohydrate breakdown by reducing hyperglycemia and consequently assist in treating
conditions such as diabetes mellitus, inflammation, obesity and cancer. The present study
presents a review about Brazilian plants with in vitro evaluation against the a-glucosidase
enzyme from 2009 to 2019 using the Scopus, Science Direct Journals and Scielo databases.
Half inhibitory concentrations (ICso) value of 50 pg/mL were defined as the most intense
inhibitors, which demonstrated Brazilian plants that can act as candidates for the treatment of
diabetes, and the development of medicines, nutraceuticals, or functional foods.

Keywords: Brazilian plants; Diabetes; Glycosidase; Enzyme inhibitor.

Resumo: As glicosidases sdo enzimas presente nos organismos vivos e desempenham funcdes
essenciais nos processos digestivos e. os inibidores extraidos de plantas oferecem uma
estratégia eficaz para regular a quebra do carboidrato reduzindo hiperglicemia e
consequentemente auxilia no tratamento de patologias como a diabetes mellitus, inflamacdes,
obesidade e cancer. O presente estudo apresenta uma revisdo acerca das plantas brasileiras com
avaliagdo in vitro frente a enzima a-glicosidase no periodo de 2009 a 2019 utilizando as bases
de dados da Scopus, Science Direct Journals, Scielo e Google Académico. Os valores de
concentra¢do minima inibitoria (ICso) inferiores a 50 ug/mL foram definidas como inibidores
mais intensas, que revelou plantas brasileiras que podem atuar como candidatas para o
tratamento do diabetes, e o desenvolvimento de medicamentos, nutracéuticos ou alimentos

funcionais.

Palavras-chave: Plantas brasileiras; Diabetes; Glicosidase; Inibidor enzimatico.
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5. Consideragdes finais

1. Introducéao

As glicosidases sdo encontradas em microrganismos, plantas e animais que participam

de diversos processos metabdlicos como resposta imune, reconhecimento intercelular,
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diferenciacdo celular, estabilidade das proteinas. No organismo humano as enzimas possuem a
funcdo essencial na digestdo de carboidratos complexos no processo digestivo e quando o
individuo, desenvolve ou possui defeitos, ou deficiéncias genéticas, a inibicdo dessa enzima
auxilia no tratamento de processos patologicos, como inflamacdes, obesidades, canceres e
infeccBes virais.?

A Diabetes mellitus (DM) é uma patologia que tem como tratamento a inibigdo da a-
glicosidase e os individuos portadores deste distdrbio utilizam inibidores orais (antidiabéticos)
como medicacao. Uma das principais vias de acdo desses medicamentos € a inibicao enzimatica
da hidrolise final dos carboidratos complexos provenientes da dieta alimentar, retardando a
absorcéo da glicose e reduzindo os picos glicémicos no organismo.! Atualmente os remédios
mais utilizados no tratamento atuam como antagonistas enzimaticos da a-glicosidas. Entretanto,
estudos relatam que esses compostos apresentam efeitos colaterais como flatuléncia, diarreia e
dores abdominais.®

A DM apesar ser uma patologia antiga, ainda é uma das principais causadoras da
cegueira, retinopatia, neuropatia, amputacdo dos membros inferiores, distlrbios
cardiovasculares, hipertensdo e infarto, e por consequencia, a reducdo do tempo de vida dos
portadores da doenca. Dados de 2015 apontam a existéncia de 415 milhdes de pessoas
portadoras da doenca em todo 0 mundo, gerando um gasto total de 673 bilhdes de ddlares e a
previsao é que até 2040 o numero de individuos com a doenca aumente para 642 milhdes. Ainda
conforme os autores, a quantidade de mortes e de gastos com a salde devido a essa patologia
tende a aumentar em todo o mundo, causando grandes impactos sociais e econémicos.*

Em face da situag@o, inibidores da enzima a-glicosidase mais eficazes, seguros, de baixo
custo e com menores efeitos colaterais, precisam ser identificados e o reino vegetal constitui-
se em uma promissora fonte de novos inibidores.

O Brasil é um pais que apresenta grande biodiversidade e variedade ecoldgica
distribuida nos biomas da Amazonia, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampa.®
No ano de 2015, o Grupo da Flora do Brasil, destacou através de dados que o Brasil possui a
maior riqueza vegetal do mundo, com aproximadamente 46 mil espécies de plantas
catalogadas.’

Diante do contexto e da importancia da identificacdo de inibidores mais eficazes para
o tratamento de doencas como a Diabetes mellitus, o presente estudo objetivou a realizagéo de
um levantamento de espécies vegetais brasileiras com efeito inibitdrio in vitro da enzima a-

glicosidase.
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Este trabalho apresenta um estudo sistematico de plantas brasileiras com avaliag¢do do
potencial inibitério in vitro da enzima a-glicosidade, através do levantamento de artigos
cientificos publicados no periodo entre 2009 a 2019 a partir das palavras chaves “alpha
glucosidase” AND Brazil e "antidiabetic activity” AND Brazil”, nas bases de dados da Scopus,
Science Direct Journals, Scielo e Google Académico (Figura 1). Foram encontrados 2952
artigos nas bases de dados pesquisadas, entretanto apenas 36 fazem parte desta revisdo, 0s
demais descreviam a avaliacdo in vivo e/ou com espécies vegetais de outros paises. Além disso,

havia artigos repetidos por constar em mais de uma base de dados.

Artigos de 2009 a 2019
I
“alpha glucosidase” “alpha glucosidase” “alpha glucosidase”
AND Brazil AND Brazil “Brazil”

|

Scopus, Science Scopus, Science Goosle

Direct Journals e Direct Journals e OBe

. i académico
Scielo Scielo
| |
‘ 388 artigos 294 artigos 2270 artigos
|
2952 artigos
\
36 artigos

Figura 1. Representacao das palavras chaves utilizadas em cada base de dados, com

as respectivas quantidades de artigos encontrados

A Figura 2 mostra a quantidade de artigos publicados nos Gltimos 10 anos, seja para
simples avaliagdo in vitro dos extratos e/ou para avaliacdo das substancias isoladas de plantas
brasileiras frente & enzima a-glicosidase. Percebe-se no geral que ndo ha linearidade de
publicacdes ao longo desses anos. No ano de 2009 néo foi encontrado nenhum artigo publicado
dentro desse scopus, e enquanto no periodo de 2010 a 2012 foram encontrados 6 artigos, sendo
que 4 foram em 2012. O intervalo de 2013 a 2017 apresentou aumento crescente, conseguindo
alcancar 7 artigos publicados. E mesmo esse nimero tendo tdo poucos estudos publicados,

ainda houve uma diminuicdo de 2017 a 2019. Dado interesse para a descoberta de agentes
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inibidores mais eficazes diante do crescimento de individuos portadores de DM e a rica
biodiversidade brasileira, esses nimeros demonstram a necessidade de mais pesquisas nessa

area.

Publicactes ao longo de 10 anos

N2 de Publicagdes

1 Anos

0
2009 2011 2013 2015 2017 2019 2021

Figura 2. Namero de publicacdes de artigos relacionados a avaliacdo in vitro de extratos e/ou
substancias isoladas de plantas brasileiras quanto a capacidade de inibi¢do da enzima a-
glicosidase, no periodo de 2009 a 2019, em periddicos disponiveis nas bases de dados Scopus,

Science Direct Journals, Scielo e Google Académico

2. Método in vitro para a avaliacdo da inibi¢do da enzima « -glicosidase

em substratos organicos

A avaliacdo in vitro de inibicdo da enzima a-glicosidase foi relatada primeiramente por
Kameda em 1980.% Nesse relato os autores apresentaram um método de analise que consistia
numa mistura reacional contendo 0,25 mL solugdo da alfa-glicosidase dissolvida em tampéao
fosfato 0,02 mol/L, em pH 6,8 (acetato no pH 5,5), 0,25 mL da solugéo do substrato em 0,01
mol/L de p-nitrofenil-a-D-glicosideo e 0,5 mL da solucdo da amostra/inibidor em tampéo, e
incubacdo do meio reacional a 40 °C durante 15 minutos.

Em 1993 um método cromogénico em microplaca foi desenvolvido por Walker, Winder
e Kellam?® a partir de um meio reacional contendo 50 uL do tampéo citrato de sodio 0,5 mol/L
em pH 6,8 com 3 mmol/L MgC1,, 100 pL da amostra, 50 uL da enzima em 0,1 U/mL em
tampdo e 50 uL do substrato, o p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo, em concentragdo de 0,5
mg/mL. Esta metodologia orienta a dois momentos de incubacdo. O primeiro, ocorrendo apds
a adicdo do tampao, amostra e enzimaa 37 ° C por 30 min e o segundo momento, ap6s adicionar
0 substrato, por 1 hora a 37° C ou 2 horas na temperatura ambiente para a posterior adi¢do da
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solugdo do substrato, ou amostra. Watanabe e colaboradores (1997)° propuseram uma
modificacdo dessa metodologia com a pré-incubacdo e incubacdo em 5 min a temperatura
ambiente, com baixos volumes e analise simultanea de diferentes amostras utilizando
microplaca de 96 pogos.

O pH é um fator determinante para o sucesso e eficiéncia reacional, e dados demonstram
que o pH ideal para a atividade é entre 6 e 7,8. Neste contexto, em condigdes levemente
alcalinas a reacdo ocorrerd mais rapidamente do que em meio muito &cido ou muito basico.
Entretanto, a inibicdo em pH alcalino podera ser revertida quando o substrato estiver em
excesso.t

Em 2008 Shinde e colaboradores? baseado em parametros descritos por Pistia-
Brueggeman e Hollingsworth,® utilizaram soluco de carbonato de sodio (Na2COs) para a
finalizacdo reacional da enzima com a amostra. Todavia, os autores referenciados descrevem o
uso apenas nas avaliagdes com a enzima g-glicosidase para efeito de basificacdo, ndo sendo
registrado para a a-glicosidase. Shinde e colaboradores!? adaptaram a metodologia utilizando
0 Na,COz também para interromper o meio reacional com a a-glicosidase, objetivando a
diminuicdo do erro no registro do tempo e leitura no espectrofotdmetro. No entanto, alerta-se
que a solugdo de carbonato de sddio pode aumentar o pH do meio, e como a alfa-glicosidase
reage melhor em meio levemente basico, o uso dessa solugdo em elevadas concentracbes pode
causar a inativacao da enzima.

O meétodo de avaliagéo da inibig¢do da a-glicosidase se baseia na hidrolise da ligacéo a-
1,6 glicosidica do substrato p-nitrofenil-a-D-glicopiran6sideo ocasionado pela enzima, com a
producdo do p-nitrofenil e a a-D-glicose, ilustrado na Figura 3.1* Todo processo reacional é
monitorado pelo acréscimo da absorbancia no comprimento de onda em 410 nm.

OH

HO OH
I/\( ['\.l\o_
0
HO” ™ /©/ + -
— HO HO

o]
Of}‘fo
o]

1 p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo

2 p-nitrofenil 3 a-D-glicose

Figura 3. Esquema reacional da hidrélise do p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo

Normalmente a enzima € inibida por compostos que apresentam a histidina e/ou

aminas.'? Todo o processo é mensurada através da concentragio inibitoria média 50% (ICso),
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que € obtida pela equacdo da reta do gréfico da atividade de inibicdo (%) versus as
concentragdes. Em geral,*® sdo considerados inativos as espécies que apresentam ICso > 200
pug/mL, pouco ativas ICso 200 - 100 pg/mL, moderadamente ativas ICso 50-100 pg/mL e

intensamente ativas 0s I1Cso < 50 pug/mL.

2.1.Farmacos inibidores comerciais para o tratamento da DM

Os principais farmacos comercializados para o tratamento da DM s&o a acarbose (4),
desoxinojirimicina (5), o miglitol (6) e a voglibose (7) (Figura 4), e apresentam como
mecanismo de agao a inibi¢ao da a-glicosidase. Essas substancias sdo pseudo carboidratos que
agem impedindo a degradacdo de carboidratos complexos em glicose, sendo normalmente

indicados para tratamento da doenca. 1617

T K HO
HO,, N. 0 NH
_OH
HO HO” ™ HO I
OH
HO
4 Acarbose 5 1-desoxijirimicina
OH

6 Miglitol

7 Voglibose
Figura 4. Estruturas dos compostos acarbose, 1-desoxinojirimicina, miglitol e

voglibose

A acarbose (4), introduzida no mercado na década de 90,® é um pseudotetrassacarideo
extraido do microorganismo Actinoplane sutahensis que possui grande afinidade pelos centros
ativos das enzimas a-glicosidases, como a glicoamilase e a a-amilase, no entanto, ndo tem agéo
sobre as p-glicosidases. Alguns efeitos colaterais como problemas gastricos, flatuléncia,
diarreia e dores abdominais séo relatados ocasionado pela baixa absor¢do do medicamento no
organismo. 8

O miglitol (6) e a voglibose (7) foram comercializados a partir do ano de 1999,° séo
analogos sintéticos da 1-desoxinojirimicina (5) que foi obtido das folhas de Morus alba L.,
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planta conhecida popularmente no Brasil como Amora. Estes medicamentos apresentam
absorcdo lenta e excrecao rapida, ocorrendo pelas fezes ou pelos rins com a forma inalterada.
19,20

A acdo dos inibidores no organismo humano caracteriza pelo retardo da digestdo de
carboidratos complexos e a eficacia est4 associada diretamente a dieta alimentar do individuo
com baixo teor de carboidratos. Apesar da indicacdo desses farmacos, seu uso é bastante
restrito, pois 0 acimulo desses compostos no organismo provoca intensos efeitos colaterais.

Atualmente ainda os precos comerciais dos inibidores apresentam valores elevados, e
geralmente dificulta o acesso do medicamento a boa parte da populacdo. Levantamento recente
nas drogarias brasileiras locais foi constatado que a caixa contendo 30 comprimidos dos
inibidores € comercializada com os valores médios de R$ 38,45 para o acarbose, R$ 345,92

para 0 miglitol e R$ 133,30 a voglibose.

3. Plantas brasileiras com efeito inibitorio sobre a a-glicosidase

O levantamento realizado nas bases de dados reporta a descricdo da avaliacdo de
inibicdo da a-glicosidase para 97 estudos referentes a 75 espécies distribuidas nos biomas
brasileiros, e considerando o grande numero de espécies ja descritas na area territorial e
biodiversidade brasileira, aproximadamente 46 mil espécies de plantas, é possivel verificar a
necessidade de estudos direcionados a busca e descoberta desses inibidores na flora brasileira.

Os estados do Amazonas, Sao Paulo e Minas Gerais (Figura 5) se destacaram com o
maior nimero de espécies coletadas para a investigacdo da avaliacdo de inibigdo in vitro da
enzima glicosidase. Todavia, estes dados em comparagdo com BFG’, percebe-se que a
quantidade de espécies estudadas é muito baixa em relacdo aos nimeros existentes nos estados.
A Babhia, apesar da grande area da biodiversidade preservada e de ser o segundo estado com
maior diversidade de angiospermas’, nenhuma espécie foi registrada para estudo dessa
natureza. Algumas plantas ndo teve o Estado de origem descritas, sendo denominado de Estado
indefinido, e no grafico da Figura 5, seus dados foram associados a quantidade de angiospermas
existentes no bioma de coleta, o Cerrado. Um aspecto importante na investigacdo foi a
predominancia de vegetais pertecentes as familias Myrtaceae, onde 20% das espécies coletadas
pertencem a essa familia, seguida das familias Fabaceae e Arecaceae que representam 6%, as

demais variam entre 5% e 1% (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de espécies por familias analisadas no Brasil para estudos realizados
sobre a inibi¢do da a-glicosidase

A Myrtaceae apresentar 0 maior quantitativo de espéecies coletadas nos estudos desta
revisdo, apesar disso, ela ndo representa a principal familia do Brasil. Segundo dados da BFG’,

a Myrtaceae é a oitava familia em maior proporcao no pais, sendo a primeira a familia Fabaceae.
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Neste contexto, embora muitos extratos das espécies das familias tenham demonstrado

atividade forte ou moderada®® merecem destaques no estudo, a Eugenia dysenterica, Eugenia

uniflora, Stryphnodendron adstringens e Hancornia speciosa com inibic¢éo (ICso) menor que 1

pug/mL (Tabela 1), todas sendo promissoras no auxilio do tratamento de doencas associadas a

inibicdo da enzima.

Tabela 1. Descricéo das espécies com maior atividade de inibicdo na avaliagdo com a enzima

a-glicosidase
Familia Espécie Nome popular (uglf:ni’i)* Referéncia
Annacardiaceae  Schinus terebinthifolia Aroeira vemelha 16,13 42
Apocynaceae Hancornia speciosa _ Mangabeira 0,4 31
Allamanda blanchetti Alamanda-roxa 13,53 31
Asteracaceae Eremanthus crotonoides - 34,5 53
Stryp_hnodendron Barbatiméo 0,61 31
Fabaceae adstringens
Arachis hypogaea Amendoim 26,2 47
Myristicaceae Virola venosa - 11 64
Eugenia dysenterica Cagaiteira 0,77 31
Eugenia uniflora Pintangeira 0,26 33
Eugenia punicifolia Cereja do cerrado 2,9 36
Myrcia rubella - 4,36 29
Myrtaceae Myrcia guianensis Guamirim 7,8 29
Myrcia virgata - 6,29 29
Myrcia vestita - 13,6 29
Myrcia torta - 5,31 29
Myrcia variabilis - 3,17 29
Passifloraceae Passiflora nitida Maracuja-de-cheiro 6,78 54
Pouteria caimito Abiu 6,42 31
Sapotaceae Pouter!a torta _ Abiu arr_1are|o 0,22 31
Pouteria gardneri Guapevinha 4,03 31
Pouteria ramiflora Abiu do cerrado 2,64 31
Theaceae Camellia sinensis Ché ou cha-verde 10,68 33

*1Cso= Concentracao inibitéria média.

3.1. Myrtaceae

A Myrtaceae é uma familia de predominancia de arvores, arbustos ou ervas, distribuidas

em regides tropicais e subtropicais, com cerca de 140 géneros e 5600 espécies, sendo 0s géneros

mais comuns o Eucalyptus, Syzygium, Eugenia, Myrcia, Melaleuca, Corymbia, Psidium,

Campomanesia e Calyptranthes. Algumas espécies desta familia sdo bem conhecidas e

consumidas em todo o mundo, como a pitanga e a goiaba. No Brasil, ja foram descritos 23

géneros e 1028 espécies, sendo 4 géneros e 790 espécies sdo consideradas endémicas.?! As
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espécies da familia sdo ricas em metabolitos secundérios da classe dos terpenos que geralmente
estdo presentes em 6leos.?

A Campomanesia phaea (O. Berg.) Landrum conhecida popularmente como "cambuci”
ou "cambucizeiro", apresentou efeito inibitério sobre a a-glicosidase com ICso 1,1 ng
equivalente a catequina/mL para o extrato purificado da polpa da fruta em poliamida e 1,1 ug
equivalente de catequina/mL para o extrato purificado em cartucho Cis.2% Foi obtido por outros
autores®® o ICso 0,3 mg/mL para o extrato da polpa de fruta e 0,2 mg/mL para o extrato
purificado em cartuchos de poliamida.

Os extratos de Myrcia riastrigipes (cambuca de praia), Myrcia cauliflora (jabuticaba) e
Myrcia dubia (camu-camu) também demonstraram atividade de inibicdo. O extrato etandlico
da M. strigipes % exibiu ICso igual a 40,66 ug/mL, enquanto os extratos das polpas de fruta de
M. cauliflora e M. dubia apresentaram ICso 10,7 e 1,67 pg equivalente de catequina/mL,
respectivamente.?®> Os extratos de M. dubia coletadas na Amazonas e em S3o Paulo
apresentaram o mesmo valor de 1Cso 50 ug/mL, ndo apresentando diferencas de potenciais
mesmo em regides diferentes.?® Outros autores®*?” avaliaram o residuo despolpado e as frutas
da espécie sendo obtido baixa atividade de inibicéo.

Alezandro e coautores? investigaram os frutos, fragdes da pele, polpa e sementes dos
frutos da espécie M. cauliflora (jabuticaba) em fase de maturacgdo elevada e consequente teores
de antocianinas altos e reportaram que os extratos apresentaram forte potencial inibitorio frente
a enzima a-glicosidase com os valores de ICso 0,5, 0,8, 0,3 e 0,2 pg equivalente de catequina/
uL de reagdo, respectivamente. Diante dos dados expostos, pode ser destacar a espécie M.
jaboticaba como promissora fonte de compostos inibitérios da enzima.

Os extratos de acetato de etila de seis espécies do género Myrcia, M. guianensis
(guamirim), M. virgata, M. vestita, M. rubella, M. torta e M. variabilis, foram avaliados e
apresentaram potencial inibidor ICso 7,80 ,6,29, 13,60, 4,36, 531 e 3,17 pg/mL,
respectivamente.?® Os autores também desenvolveram uma metodologia em HPLC-HRMS-
SPE-NMR para a identificacdo dos constituintes antidiabéticos do extrato acetato de etila da M.
rubella. Dos 31 compostos identificados, os compostos &cido 4,5-dicafeoilquinico (8),
Isoquercitrina (9), Quercetina-3-O-p-D-glucoronideo (10), Kaempferol-3-O-(6"0-galoil)-p-D-
glicopiranosideo (11), Quercetina-3-O-malonilglicosideo (12), Quercetina-3-O-(6"-O-E-p-
feruloil)-B-D-glicopiranosideo (13) e Quercetina-3-(2-E-sinapoil)-O-glicopiranosideo (14)
(Figura 7) apresentaram potencial inibitério mais efetivo que o composto de referéncia

acarbose (ICso 594 uM) diante da enzima, com valores de 1Cso entre 1,98 e 22,40 uM.



50

HO OH OH

HO 10 1C5; 21,30 uM

131C;, 10,86 uM
14 1C5, 4,96 UM
OH ~

Figura 7. Compostos isolados da M. rubella com potencial inibidor da enzima a-glicosidase

Wubshet e colaboradores® através de metodologia também desenvolvida em HPLC—
HRMS-SPE-NMR identificaram dos extratos das folhas de Myrcia palustres (pitangueira do
mato) a casuarinina, o miricetina, ambos com inibicdo de entorno de 80%, a quercetina, a
miricetina 3-O- B -D-(6” -galloil)-galactopiranosideo e o kaempferol 3-O-B-D-
galactopiranosideo, com 40% em atividade de inibi¢do da enzima digestiva.

As especies do género Eugenia, a E. dysenterica (cagaita), E. stipitata (araca-boi), E.
punicifolia (cereja do cerrado) e E. uniflora (pitanga) foram avaliados quanto a inibi¢do da

enzima a-glicosidase. A E. dysenterica apresentou forte inibicdo (ICso 0,77 pg/mL)%, porém
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no estudo realizado por outros autores foram observados menor capacidade de inibitdria.?®2432
Os extratos da E. uniflora e E. punicifolia também exibiram intensa capacidade, com ICso de
0,26 e 2,9 pg/mL, respectivamente. Sendo que a E. uniflora mesmo em concentracfes baixas
demonstrou quase 100% de inibicio da alfa-glicosidase.®*3 Ja a espécie E. stipitata®
demonstrou valores altos para o I1Cso indicando baixo potencial inibitdrio.?*

Os extratos de Psidium guineenses (ara¢d do campo), Psidium cattleianum (araca do
vermelho) e Syzygium cumin (jamboleiro) apresentaram valores altos ICsg, indicando baixa
atividade de inibicdo da enzima,?’-3+-38

Portanto, a maioria das plantas da familia Myrtaceae, apresentaram potencial inibitorio
forte para a a-glicosidade e consequente sdo promissoras para o tratamento de doencas

associadas a enzima.

3.2. Malpighiacea
A Malpighiaceae é uma familia composta por arvores, arbustos ou ervas, representada

por 75 géneros e aproximadamente 1300 espécies. Os géneros mais comuns sdo o0 Malpighia,
Byrsonima e Galphimia.®® Algumas espécies desta familia sdo bem conhecidas e consumidas
em todo o mundo, como a acerola e 0 mucuri. No Brasil ja foram descritos 45 géneros e 574
espécies, sendo que 3 géneros e 349 espécies sdo endémicas e se encontram distribuidas nos
biomas da Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. %

O extrato metandlico da farinha do bagaco de Malpighia marginata (acerola)

apresentou atividade inibitoria de 78,51 umol.min-t.g™! de matéria seca.*’ A atividade foram

associadas a presenca dos compostos fendlicos como o acido galico (3,32 mg/L), catequina
(11,33mg/L), epigalocatequinagalato (9,13 mg/L), epicatequina (91,86 mg/L), acido siringico
(37,16 mg/L), acido p-ocamarico (2,41 mg/L) e quercetina (0,29 mg/L) identificados por
UHPLC-UV.

3.3. Anacardiaceae
A familia Anacardiaceae presente em areas tropicais ou subtropicais, com cerca de 80
géneros e 800 espécies, se apresenta na forma de arvores, arbustos e lianas.** Os géneros mais
comuns sdo Antrocaryon, Cotinus, Pistacia, Schinus e Spondias. Algumas espécies desta
familia sdo bem conhecidas e consumidas em todo 0 mundo, como a aroeira e 0 caju. No Brasil
foram relatados cerca de 14 géneros e 56 espécies, com 1 género e 16 espécies endémicas.?! As

plantas da familia s&o ricas em metabolitos secundarios com grande potencial medicinal.
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A avaliacdo dos extratos da espécie Schinus terebinthifolia (aroeira-vermelha) frente
a enzima a-glicosidase apresentou potencial elevado para a fragdo das folhas (ICso de 16,13
pg/mL), raiz (31,16 pg/mL) e caule (33,01 pg/mL). Ainda nos dados apresentandos pelos
autores, o acido galico e seus derivados, galotaninos e flavonois glicosilados de miricetina,
quercetina e kaempferol foram identificados na fragdo das folhas.*? Enquanto a Spondias sp.
(umbu-cajazeira) e Spondias tuberosa (umbuzeiro), pertencentes a mesma familia, ndo

apresentaram atividades significativas na avaliagdo.?*®

3.4. Annonacea

A familia Annonaceae possui 119 géneros e mais de 2.000 espécies presente em zonas
tropicais e subtropicais.** Os géneros mais comuns da familia sdo Guatteria, Xylopia, Uvaria,
Annona, Polyalthia, Artabotrys e Rollinia. Algumas espécies desta familia séo bem conhecidas
e consumidas em todo o mundo, como a pinha e a graviola. No Brasil, foram registrados 29
géneros e 372 espécies, sendo que 3 géneros e, 145 espécies sdo endémicass e se encontram
distribuidos nas areas da Amazonia, Mata Atlantica e Cerrado.?! As espécies sdo ricas em
metab6litos como terpendides aromaticos, alcaloides do tipo benzilisoquinolinico e taninos.??

Os extratos acetato de etila e butandlico da espécie Annona muricata (graviola) foram
investigados o potencial frente a enzima a-glicosidase e apresentaram atividade moderada com
ICso igual a 413,1 e 817,4 ug/mL, respectivamente. Ainda, foram identificados nas fragdes
compostos como o acido clorogénico e cafeico, procianidinas B2 e C1, catequina, quercetina,
quercetina-hexosideos e kaempferol.** Em outro estudo, os extratos da espécie também foram
avaliados por Goncalves e coloboradores®**’ e apresentaram baixa taxa de inibicao e os valores
de ICso ndo foram expostos pelos autores.

A andlise do extrato acetato de etila e butandlico da casca da fruta da Annona
cassiflore (pinha) exibiram atividade moderada (1Cso 554,5 e 787,8ug/mL).* Ja a polpa da fruta
dessa espécie exibiu melhores resultados para o extrato metandlico (ICso de 1,3 mg/mL) e
também para o extrato purificado com poliamida (ICso 1,8 mg/mL).2* A divergéncia nos dados
encontrados, pode esta associada a diferentes partes da planta utilizada nos estudos, visto que
0s primeiros autores utilizaram a casca da fruta, enquanto que os outros a polpa da fruta, além

disso, as plantas foram coletadas em diferentes localidades.

3.5. Fabaceae
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A Fabaceae ou Leguminosae é uma familia extensa com cerca de 770 géneros e 19.500
espécies. E considerada a terceira maior familia das angiospermas.*® Algumas espécies da
familia sdo conhecidas e consumidas em todo o mundo, como o feijdo e a soja. No Brasil ja
foram catalogados 223 génerose 2844 espécies, com 16 géneros e 1540 espécies de ocorréncia
exclusiva e distribuida nos ecossistemas da Amazdnia, Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado,
Pantanal e Pampa.?! Normalmente as espécies da familia se apresentam como ervas, arvores,
arbustos ou lianas, que sdo encontrados taninos, alcaloides e/ou compostos cianogénicos.??

O Extrato da casca da semente de Arachis hypogaea (amendoim), o extrato
hidrometanolico da Bauhinia fortificata (pata-de-vaca), a fracéo etandlica da casca do caule de
Stryphnodendron adstringens (barbatim&o-verdadeiro) e o extrato de Hymenaea stigonocarpa
(jatoba do cerrado) foram avaliados frente a enzima digestiva e exibiram atividades com ICso
igual a 26,2 ug/mL,*” 298,34 ug/mL,* 0,61pg/mL3%e 31 ug equivalente de acido galico /mL,*
respectivamente. Os extratos etandlico e hexanico da B. fortificata, apresentaram menores
atividades do que o extrato hidrometandlico da espécie, com percentual inibitorio inferior a
40%.%

O Lonchocarpeno (15) e 3,5-dimetoxi-4'-O-prenil-trans-estilbeno (16) (Figura 6),
compostos isolados da espécie Deguelia rufescens, coletadas na Amaz6nia, demonstraram apos
investigacao ser inativas para a inibicdo da enzima,>® embora apresentem acdo dependente da
concentracdo sobre a atividade da enzimatica, com valores de 1Cs0 0,75 M (750000 pM) para o
lonchocarpene (15) e 0,76 M (760000 M) para o 3,5-dimetoxi-4'-O-prenil-trans-estilbeno (16)
( Figura 8).

~
151C5, 0,75 M 16 1C5, 0,76 M

Figura 8. Compostos, isolados de Deguelia rufescens

O potencial da espécie Tamarindus indica (tamarindo) tambem foi investigada, porém

n&o apresentou inibicao significativa.?34°

3.6. Asteraceae
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A Asteraceae é a maior familia de Eudicotiled6nea, com cerca de 1700 géneros e
24000 espécies.>! Algumas espécies desta familia sdo bem conhecidas em todo o mundo, como
o0 girassol e a margarida. No Brasil, possui 290 géneros e 2099 espécies, sendo endémicos 70
géneros e 1328 espécies consideradas endémicas, no qual podem ser encontradas em forma de
ervas, arbustos ou arvores nos ecossistemas da Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pampa, Pantanal.?! Os géneros como Senecio, Vernonia, Cousinia, Eupatorium, Centaurea e
Artemisia se destacam por ser comum encontrar poliacetilenos, 6leos aromaticos, terpendides
e/ou lactonas sesquiterpénicas.??

Na familia foram avaliadas o potencial frente a enzima digestiva, as especies Arctium
lappa (bardana), Chamomilla recutita (camomila), Baccharis trimerae (carqueja) e Eremanthus
crotonoides. Contudo, apenas a E. crotonoides, avaliada por Silva e colaboradores, exibiu
atividade de inibic&o significante, com valor de I1Cso de 34,5 pg/mL.3"°2%3

Os compostos quercetina (17), luteolina (18), 3°4°,5,7-Tetrahidroxi-3-metoxiflavona
(19), éster butilico do &cido 3,5-di-O-cafeoilquindico (20) e éster butilico do acido 4,5-di-O-
cafeoilquindico (21) (Figura 9) obtidos do extrato acetato de etila de E. crotonoides foram
submetidos também a avaliacdo da inibicdo da a-glicosidase, e demonstraram intensa atividade
com os valores do potencial inibitério superiores ao do padrdo acarbose (ICso 859,79 uM), com
ICso de 7,19, 59,64, 20,36, 5,93, 5,20 uM, respectivamente.>® Diante disso, os autores afirmaram
que a espécie apresenta grande potencial para o tratamento fitoterapico antidiabético.

OH (0]

OH (0]

211Cy, 5,20 uM
18 1C5, 59,64 UM 19 1C5, 20,36 UM s 227K
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Figura 9. Compostos isolados da espécie E. Crotonoides com potencial inibitério da a-
glicosidade

3.7. Passifloraceae

A familia Passifloraceae possuil8 géneros e 630 espécies em &reas tropicais e
subtropicais, como América e Africa.?? Em forma de arvores ou arbustos, no Brasil, estio
distribuidos pelos ecossistemas Amazonia, Mata Atlantica, Cerrado e Pantanal e ja foram
relatados 4 géneros e 154 espécies, sendo 89 espécies endémicas.?* Algumas espécies desta
familia sdo bem conhecidas e consumidas em todo 0 mundo, como 0 maracuja. Seus principais
géneros sdo Passiflora e Adenia. Normalmente as plantas da familia apresentam compostos
como glicosideos cianogénicos, com anel ciclopentendide e alcaloides.??

Quatro espécies do género Passiflora foram investigados quanto ao potencial frente a
enzima a-glicosidase, a Passiflora ligularis (maracuja-doce), Passiflora alata (maracuja de
refresco), Passiflora nitida (maracuja de cheiro) e Passiflora tenuifila (maracuja-silvestre). O
extrato hidroetandlico das folhas de P. nitida demonstrou intensa atividade de inibicao (ICso de
6,78 ng/mL).>* Ja o extrato da polpa da fruta de P. tenuifila apresentou 1Cs0 2,6 pg equivalente
de catequina/mL para a fragdo purificada com poliamida e 1,4 pg equivalente de catequina/mL
para a fragdo extraida com cartuchos Cis.?® As demais espécies ndo exibiriam 1Cso com

atividade significativa.?*

3.8. Apocynaceae
A familia Apocynaceae apresenta 355 géneros e 3700 espécies.??> No Brasil, possui

aproximadamente 78 géneros e 782 espécies, sendo 6 géneros e, 425 espécies sdo consideradas
endémicas, e estdo distribuidas nas regides da Amazonia, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga,
Pampa e Pantanal.! Algumas espécies desta familia sio bem conhecidas em todo o mundo,
como a mangaba e a peroba. Os géneros mais comuns sdo a Asclepias, Tabernaemontana,
Cynanchum, Ceropegia, Hoya, Matelea por apresentar compostos bioativos como 0s
cardioglicosideos, alcal6ides e iridoides. As espécies da familia também sdo conhecidas por
apresentar toxicidez elevada.??

Os extratos, etanolico e hexanico, das folhas de Hancornia speciosa (mangaba) foram
investigados e apresentaram potencial inibitério forte com valores de 1Cso 10,41 e 15,56 pug/mL,
respectivamente.®* Outras fracGes da espécie também foram analisadas e apresentaram os
seguintes potenciais de ICso 0,4 pg/mL para a fracdo de acetato de etila, 0,68 pg/mL para a

fracao diclorometano/acetato de etila, 0,69 ug/mL para fracao diclorometano, 0,7 ug/mL para
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a fragdo acetato de etila/metanol, 0,73 pg/mL para extrato etanolico e 0,74 pg/mL para o
metandlico.>®

Outras duas espécies da familia foram analisadas, a Allamanda blanchetti (alamanda-
roxa) e a Tabernaemontana solanifolia (leiteira). Onde os extratos hexanico das frutas e das
folhas de A. Blanchetti expressaram valores de 1Cso 13,53 ¢ 103,20 pg/mL, respectivamente.
No extrato hexanico das folhas de T. Solanifolia demonstrou menor poténcia de inibi¢éo (I1Cso
295,80 pg/mL).3!

3.9._Sapotaceae
A familia Sapotaceae se distribui em areas tropicais, sendo composta por 53 géneros e

1100 espécies.?? Em forma de arvores ou arbustos, no Brasil encontra-se nas regides Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, com aproximadamente 12 géneros e 235
espécies, sendo 104 espécies sdo consideradas endémicas.?! Os géneros Pouteria, Palaquium,
Machuca, Sideroxylon, Chrysophyllume Mimusops pertecem a familia e normalmente encontra-
se compostos como taninos, triterpendides e cianogénicos??. Algumas espécies desta familia
sdo bem conhecidas em todo o mundo, como o sapoti e a m¢aranduba.

As espécies Pouteria caimito (abiu), Pouteria gardneri (guapevinha), Pouteria
ramiflora (abiu do cerrado) e Pouteria torta (abiu amarelo), foram investigadas frente a inibi¢éo
da enzima a-glicosidase. Onde o extrato etanélico das folhas de P. caimito apresentou I1Cso 6,42
ng/mL.%° Outros autores®* investigaram a espécie, através da analise da polpa de fruta que
demonstrou inativa.

As demais espécies do género avaliadas demonstraram potencial inibitdrio intenso, onde é
possivel destacar: O extrato aquoso das folhas e o etandlico das cascas do fruto de P. torta com
ICs0 0,22 ng/mL e 1,85 pg/mL, respectivamente. E os extratos etanolicos das folhas de P.
gardneri e P. Ramiflora apresentaram inibicdo de 1Cso 4,03 e 2,64 pg/mL, respectivamente.>!
Estes resultados demonstram que o género apresenta propriedades importantes na inibicdo da
enzima digestiva e, necessita de estudos mais profundos para o isolamento dos constituintes

quimicos, bem como, a investigacdo em outras espécies do género.

3.10. Lamiaceae
A familia Lamiaceae apresenta 7200 espécies em 236 géneros,>® em forma de arvores,
arbustos ou ervas. No Brasil € possivel encontrar 45 géneros e 527 espécies, sendo que 6

génereos e 346 espécies sao consideradas endémicas e se encontram distribuidas na Amazénia,



57

Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal.?! Os géneros sdo Salvia, Hyptis,
Clerodendrum, Thymus, Plectranthus, Scutellaria destacam-se por apresentar especies ricas em
6leos aromaticos.?? Algumas espécies desta familia sdo bem conhecidas em todo o mundo,
como a horteld e o alecrim.

As espécies Rosmarinus officinalis (alecrim) e Plectranthusneo chilus (boldo) foram
investigadas frente ao potencial inibitério da enzima digestiva, porém, somente a
Plectranthusneo chilus apresentou atividade significativa. Os extratos aquosos e hexanicos da
espécie inibiram atividade com 1Cs 48,11 e 30,63 pg/mL, respectivamente,®! e enquanto os da

Rosmarinus officinalis apresentou inibigéo inferior a 40%.3"

3.11. Theaceae
A familia Theaceae possui cerca de 9 géneros e 195 espécies,® na forma de arvore ou
arbustos. Os géneros mais conhecidos sdo Camellia, Gordonia, Pyrenaria, Polyspora,
Laplaceae Stewartia, e podem conter compostos como taninos.?? Algumas espécies desta
familia sdo bem conhecidas em todo o mundo, como a camélia e o cha-preto.

A Camellia sinensis (cha-verde) foi a Unica espécie da familia Theaceae com registro
da avaliacéo frente a enzima glicosidase. Em um dos estudos, os sachés obtidos comercialmente
de cha foram avaliados e ndo apresentaram inibigéo forte.>® Franco e colabodores®’ analisaram
o0 extrato etanolico e hexanico das folhas da espécie e obteve de inibicdo menor que 40%.
Todavia, o extrato etanolico das folhas analisado por Vinholes e Vizzotto® exibiu 1Cso
10,68ug/mL, sugerindo que as substancias podem ter se degradado nos sachés de chas
comerciais e/ou as plantas sofreram influéncia dos locais de coleta.

3.12. Solanaceae

Solanaceae é uma familia com cerca de 90 géneros e 3000 espécies,>® distribuida como
ervas, arbustos e arvores. No Brasil ja foram registrados 4 géneros endémicos e 488 espécies,
do qual 288 sdo consideradas endémicas.?> O Solanum, Lycianthes, Cestrum, Nicotiana,
Physalise Lycium sdo tidos como os principais géneros e comumente sdo identificadas diversas
classes de alcaloides em espécies da familia.?? Algumas espécies desta familia s&o bem
conhecidas e consumidas em todo o mundo, como o tomate e a pimenta.

O extrato acetato de etila da espécie Solanum americanum (maria-pretinha) exibiu 1Csg
103,34 pg/mL frente a inibicdo da enzima glicosidase. Fragdes do extrato obtidas por metodo
otimizado em HPLC-HRMS-SPE-NMR apresentaram atividade. As fraggdes foram

identificadas como (Figura 10): N-trans-p-coumaroiloctopamina e apresentou 87% de atividade
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inibitoria (ICso 2,3uM); N-trans-p-feruloiloctopamina exibiu 5% de atividade de inibi¢do (ICso
198,6 uM); N-Trans-p-coumaroil tiramina com 95% de atividade ( 1Cso 2,7 uM) e o N-trans-p-
feruloil-estilina apresentou 25% de atividade de inibico (ICso 234,1 uM).%°
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Figura 10. Compostos identificados do extrato de S. americanum que apresentaram destaque
pela forte atividade de inibi¢do da enzima a-glicosidase

Outra espécie do género também foi investigada, Solanum sessiliflorum (tomate de

indio), porém n&o apresentou atividade de inibicdo.?*

3.13. Malvaceae

A familia Malvaceae € distribuida por éareas tropicais e subtropicais, possuindo cerca
de 244 géneros e 4225 espécies.®! No Brasil encontram-se em ecossistemas como Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantana, com aproximadamente 73 géneros e 791
espécies, sendo que 7 género e 422 espécies sdo endémicas.?! Podem-se destacar os géneros na
familia, Hibiscus, Sterculia, Dumbeya, Sida, Pavonia, Grewia, Cola, Abution e Triumfetta.??

Algumas espécies da familia sdo conhecidas em todo 0 mundo, como a malva e o cacau.
Apenas a espécie Theoboma grandiflorum pertencente a familia e foi investigada o
potencial de inibir a enzima digestiva. Conhecida popularmente como cupuacu, a polpa de fruta
da espécie foi analisada, e foi obtido ICso 2,1 g equivalente de catequina/mL para o extrato
purificado com poliamida e 1,6 ug equivalente de catequina/mL para fragdo extraida a partir de
cartuchos Cis.2® Outros autores também avaliaram polpa de fruta dessa espécie e n&o

registraram potencial de inibico.?*

3.14. Meliaceae
E uma familia com cerca de 90 géneros e 575 espécies®? distribuidas por areas tropicais
e subtropicais. No Brasil sdo descritas em 10 géneros e 92 espécies, sendo 33 sdo consideradas

endémicas, distribuidas pelos ecossistemas de Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e
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Amazonia.?!?? Algumas espécies desta familia sdo bem conhecidas em todo o mundo, como o
mogno e o cedro.

O extrato etanolico da espécie Cedrela odorata (cedro), pertencente a familia, foi
investigado quanto ao potencial de inibir a enzima glicosidase e apresentou forte atividade, com
ICs0 para 0 extrato de 84,7 ng/mL, sendo mais efetiva do que o padrdo acarbose (ICso = 515,5
ug/mL).%3

3.15._ Moraceae

A familia Moraceae é formada por &rvores, arbustos ou lianas e encontra-se distribuida
por areas tropicais e temperada, com 53 géneros e 1500 espécies.?? No Brasil ja foram
registrados 19 géneros e 214 espécies, com 70 endémicas.?’ Os géneros Ficus, Morus e
Dorstenia pertecem a familia e normalmente as espécies possuem metabdlitos secundarios da
classe dos taninos.?? Algumas espécies desta familia sdo bem conhecidas e consumidas em todo
0 mundo, como a figueia e a jaca.

Da familia somente a espécie Morus nigra (amora-preta) foi investigada quanto a
inibi¢ao da enzima digestiva a-glicosidase. Os extratos aquosos, etandlicos e hex&nicos das
folhas da espécie exibiram atividade moderada para todos os extratos com 1Cso 297,50, 188,30

e 448,70 ng/mL, respectivamente.®!

3.16._Rubiaceae

A Familia Rubiaceae é distribuida nas regides tropicais e subtropicais, possuindo 9000
espécies em 550 géneros.?? No Brasil sdo reportados 126 géneros e 1404 espécies, sendo 16
géneros e 731 espécies sdo descritas como endémicos.?! Os géneros com maior diversidade de
espécies sdo os Psychotria, Galium, Ixora, Pavetta e Hedyotis, sendo ricas em metabolitos da
classe iridoides e alcaldides.?? Algumas espécies da familia sd0 conhecidas e consumidas em
todo o mundo, como o café.

A espécie Genipa americana (jenipapo) faz parte da familia exibiu inibi¢do frente a
enzima. Os Extratos, etandlico e hexanico, das folhas apresentaram o ICso de 43,49 e 167,60
pg/mL, respectivamente € 0 extrato hexanico das frutas, exibiu atividade com o 1Cso 84,36

pg/mL 3

3.17. Myristicaceae
A familia Myristicaceae esta distribuida por regides tropicais e possui 17 géneros e 370

espécies.?? No Brasil sdo descritos 5 géneros e 64 espécies, sendo 12 endémicas.?® Nas espécies
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da familia pode ser encontrado terpendides, compostos fendlicos, alcaldides inddlicos,
miristicina e taninos.?? Algumas espécies desta familia sdo bem conhecidas e consumidas em
todo o0 mundo, como a noz-moscada.

A Virola venosa (ucuuba-da-mata) € a Unica espécie da familia reportada a investigacao.
No estudo as fragdes acetato de etila/metanol (1:1), acetato de etila/metanol (2:8) e metandlica
exibiram ICso 15 pg/mL, 12,3 pg/mL e 11,0 pg/mL, respectivamente. Foram isolados a
quercitrina, quercetina e 0s acidos p-cumarico e feralico. No entanto, apenas o acido ferulico

(Figura 11) apresentou potencial inibitorio da enzima glicosidade (ICso de 1630 uM).5
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Figura 11. Estrutura do &cido ferdlico isolado de V. venosa

3.18.0utras familias

As espécies Euterpe oleraceae, Scheelea phalerata, Astrocaryum aculeatum, Butia
odorata, Butia capacitada (familia Arecaceae), Opuntia ficus-indica, Pilosocereus
pachycladus (familia Cactaceae), Solanum americanum, Solanum sessiliflorum (familia
Solanaceae), Fragaria X ananassa (familia Rosaceae), Echinodorus grandiflorus (familia
Alismataceae), Momordica charantia (familia Curcubitaceae), Zingiber officinale (familia
Zingiberaceae), llex paraguariensis (familia Aquifoliaceae), Paullinia cupana (familia
Sapindaceae), Averrhoa carambola (familia Oxalidaceae) e Endopleura uchi (familia
Humiriaceae) foram investigadas quanto ao potencial de inibir a enzima a-glicosidase

apresentaram altos valores de 1Cso, indicando baixa atividade de inibigao. 2431:37:38,58,65-68

4. Consideracdes finais

Os resultados dos diversos artigos levantados sobre plantas brasileiras com potencial
inibitorio in vitro da enzima a-glicosidase demostraram que apesar da grande biodiversidade
de espécies vegetais brasileiras, incluindo o quantitativo enorme de espécies endémicas, ainda
é percebido a existéncia de poucos artigos de investigacdo do potencial das plantas frente a
enzima a-glicosidase, nas bases de dados consultadas. Também fica claro no estudo, a

importancia e a necessidade da descoberta de inibidores enzimaticos mais eficazes, com baixos
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efeitos colaterais e mais baratos para o tratamento da diabetes, principalmente, pelo aumento
da quantidade de individuos portadores desse disturbio em todo o mundo.

Muitas plantas brasileiras ou substancias naturais investigadas e relatadas nesta reviséo
demostraram ser promissoras para o tratamento, ou auxilio dos sintomas da diabetes e em
muitos casos, apresentam potenciais maiores que a dos inibidores que sdo atualmente
comercializados para o tratamento da doenca. Contudo, é imprescindivel a continuacdo de
estudos com essas espécies dos biomas brasileiros. Além disso, a existe a necessidade do
desenvolvimento de novas pesquisas em continuacdo aos estudos ja iniciados com o intuido de
se desenvolver medicamentos mais eficazes da nossa flora, seja para a diabetes ou outras

doencas.
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CONCLUSAO GERAL

No primeiro artigo, pode-se perceber que as espécies avaliadas apresentaram variados teores de
fendlicos e flavonoides totais, sendo que o caule da S. angulosa foi a espécie com maior teor
de fendlicos e a N. portosecurensis exibiu maior teor de flavonoides. Na atividade antioxidante,
as folhas das espeécies C. lucens (branca) e M. albicans, o caule da S. angulosa e o latex da C.
celtidifolius, exibiram forte atividade, levando em consideragéo os resultados obtidos no indice
de atividade antioxidante (IAA). Além disso, possivel identificar o &cidos 2-hidroxi cindmico
em todos os extratos das espécies S. angulosa, C. lucense M. albicans atraves da analise em
CLAE-DAD. Entretanto, estudos posteriores devem ser realizados utilizando outros acidos
fendlicos e compostos flavonicos a fim de quantificar e identificar esses componentes,
principalmente com as espécies C. lucens (branca e vermelha), N. portosecurensis e S.
angulosa, pois este é o primeiro estudo do ponto de vista farmacolégico e fitoquimico.

No segundo artigo, foi possivel perceber que apesar da grande biodiversidade de espécies
vegetais brasileiras, incluindo o quantitativo enorme de espécies endémicas, ainda é notério a
existéncia de poucos estudos investigativos frente a enzima, publicados nas bases de dados
consultadas. Também é notdrio a importancia e a necessidade da descoberta de inibidores
enzimaticos mais eficazes, com baixos efeitos colaterais e mais baratos para o tratamento da
diabetes, principalmente, pela tendéncia de aumento da quantidade de individuos portadores

desse disturbio em todo o mundo.



