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APRESENTAÇÃO

O conhecimento e a utilização de plantas medicinais sempre têm

acompanhado a evolução do homem através dos tempos. Nas últimas

décadas, graças ao avanço nas pesquisas científicas houve um grande

progresso no conhecimento das ações farmacológicas de espécies

medicinais. No entanto, mesmo com toda a investigação científica realizada

até agora, esta acaba por ser pequena em relação a toda biodiversidade

brasileira disponível.

Na área farmacêutica é nítido o interesse em produtos naturais como

protótipos para o desenvolvimento de fármacos e como fonte de matérias-

primas farmacêuticas para obtenção de medicamentos fitoterápicos que são

elaborados exclusivamente à partir de espécies vegetais.

Atualmente, entre as enzimas de interesse industrial as amilases

apresentam amplo campo de aplicação biotecnológica. Na indústria de

alimentos, na liquefação do amido para a obtenção de glicose, em produtos de

panificação, em cervejarias e bebidas fermentadas, na indústria de papel e

celulose, indústria têxtil e química. Na área farmacêutica sua aplicação é na

produção de vitaminas e antibióticos. As alfa-Amilases de origem salivar e

pancreática atuam na degradação de carboidratos da dieta humana e são de

grande interesse no diagnóstico clínico. A inibição da função dessas enzimas

envolvidas na digestão de carboidratos pode ser útil no controle de diabetes

mellitus tipo 2 e obesidade.

No entanto, o presente estudo enfoca-se na inibição da atividade da alfa-

Amilase Salivar Humana. Esta preferência pelo uso de HSA nos modelos de

inibição é devido à maior disponibilidade da amostra, sua abundância na saliva,

pela similaridade estrutural com HPA que é o alvo para diminuição da

disponibilidade de glicose para o organismo e por ser a saliva coletada por

método não invasivo oferecendo biossegurança de classe I.

Em um estudo anterior, conduzido em nosso laboratório, verificou-se a

atividade inibitória de 100 extratos hexânicos e etanólicos de extratos de

plantas do Cerrado sobre a atividade da alfa-Amilase Salivar Humana. Este

ensaio de bioprospecção mostrou que os extratos etanólicos de Pouteria
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ramiflora (Mart.) Radlk (Sapotaceae) exibiam níveis de atividade inibitória de 61

a 100%. Na literatura há poucos relatos  de estudos referentes a espécies

deste gênero. Considerando o potencial desta espécie  em inibir a atividade da

alfa-Amilase Salivar Humana, procurou-se neste estudo isolar e identificar esses

compostos ativos na perspectiva de obter moléculas promissoras que possam

servir futuramente de modelos na busca de uma nova estratégia terapêutica para

tratar as desordens do metabolismo de açúcar e obesidade.

Esta dissertação é apresentada em dois capítulos, formatado de acordo

com a revista a ser submetida e a formatação final da dissertação, de acordo com

a exigência deste Programa de Pós-graduação em Genética e Bioquímica. O

primeiro capítulo apresenta uma revisão da literatura sobre a similaridade

estrutural entre as alfa-Amilases Humana (Salivar e Pancreática) e aplicação dos

inibidores de amilase na saúde humana e agricultura. O segundo capítulo

apresenta os estudos de inibição de extratos aquosos, etanólicos e

hidroalcoólicos das cascas e folhas de Pouteria ramiflora (preparados com

matéria prima coletada em Uberlândia e extratos fornecidos pela UNB),

escolhendo o extrato mais potente para o fracionamento, purificação e isolamento

dos ativos do extrato bruto de Pouteria ramiflora, monitorados pelos testes de

inibição in vitro da atividade da alfa-Amilase Salivar Humana com posterior

elucidação estrutural por meio de técnicas espectrofotométricas. Os ensaios de

inibição da atividade enzimática foram realizados utilizando ensaio cinético tendo

como substrato sintético o GalG2CNP realizado em microplacas em

equipamento termostatizado. A enzima utilizada nestes ensaios foi preparada a

partir de um pool de saliva humana de voluntários saudáveis, segundo

protocolo de rotina e submetida à coluna de cromatografia de troca iônica

obtendo-se uma fração enriquecida em alfa-Amilase.
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CAPÍTULO I FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

Alfa-Amilases: Comparação estrutural, alvo para inibidores e
aplicação terapêutica e agronômica

Capítulo de revisão a ser submetido a revista Journal of Natural Products
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Alfa-Amilases: Comparação estrutural, alvo para inibidores e
aplicação terapêutica e agronômica

Vilma L. Moura, Foued S. Espindola*

ório de Bioquímica e Biologia

Molecular, Universidade Federal de Uberlândia, Minas Gerais, Brasil

Resumo
As alfa-Amilases são enzimas importantes na primeira etapa do

metabolismo de carboidratos em microorganismos, animais e plantas.

Humanos possuem as alfa-Amilases Salivar (HSA) e Pancreática (HPA)

similares na seqüência de aminoácidos e estrutura e que hidrolisam as

ligações glicosídicas alfa-(1-4) do amido na cavidade oral e intestino. Esta

similaridade é importante em pesquisas iniciais, de inibidores da digestão de

amido, para o desenvolvimento de novas drogas potenciais para o controle da

hiperglicemia pós-prandial através de pesquisa in vitro tendo HSA como alvo.

HSA além de abundante na saliva possui vantagens na coleta e

processamento permitindo estudos de caracterização dos inibidores naturais.

Esta revisão mostra aspectos de comparação estrutural entre HSA e

HPA, origem dos inibidores e sua aplicação na terapêutica e agricultura.

Discute também aspectos contraditórios do uso da faseolamina como

suplemento alimentar para perda de peso. A faseolamina é uma

glicoproteína de Phaseolus vulgaris que inibi a atividade da amilase

assim como outros inibidores. Além disso, nutracëuticos inibidores de

alfa-Amilase podem ser úteis no controle da hiperglicemia pós-prandial

em pacientes diabéticos e obesos. A descoberta de inibidores de

amilases em plantas pode direcionar a clonagem desses genes podendo

ser expressos em cultivares ajudando no combate a pragas que causam

perdas econômicas na agricultura.

Palavras-chave: alfa-Amilase Salivar Humana, inibidores naturais,

hiperglicemia pós-prandial.
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Abstract
The apha-

carbohydrate metabolism in microorganisms, animals and plants. Humans have

saliva and pancreatic alpha-amylases similar in sequence and structure to

hydrolyze of alfa-(1-4) glycosidic linkages starch in the oral cavity and in the

intestine. This similarities are important to initially search natural inhibitors of

starch digestion that could be used as potential new drugs to control pos-

prandial hiperglycemic throughout of in vitro approaches targeting HSA.  HSA is

abundant in saliva sample and has many advantages to be collected and

processed allowing screening and characterization studies searching for these

natural inhibitors. This review shows aspect estructural of HSA and HPA and

the origin of available inhibitors and its application in terapeutics and

agricultural. Moreover, discuss contradictory aspects of using phaseolamine, as

food supplement to weight lost. Phaseolamine is a glycoprotein from the

Phaseolus vulgaris that inhibit amylase activity such as other

inhibitors.Therefore, nutraceuticals that inhibits alpha-amylase may are useful in

pos-prandial hyperglycemic control with potential therapeutic application for

diabetics and obeses patients. Also, the discoveries of plant amylase inhibitors

can drive cloning of these inhibitors genes that can be expressed in cultivars

helping in the combat of insects that cause economical lost in the agricultural.

Key words: Human Salivary alpha-Amylase, natural inhibitors, pos-prandial

hyperglycemic.
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Introdução
A saliva é um fluido presente na cavidade oral, produzida por diferentes

glândulas salivares (parótida, submandibular e sublingual) apresentando uma

composição variada em proteínas multifuncionais. Algumas proteínas são

únicas deste fluido além de compostos inorgânicos como cálcio e fosfato que

mantém integridade mineral do dente, sódio e cloreto que mantém a secreção

final hipotônica, flúor,

(proteínas ricas em prolinas) correspondem a 70% das proteínas totais na

saliva, já as histatinas e estaterinas, mucinas, lactoferrinas e peroxidases, entre

outras, estão presentes em menor concentração. 1,2,3

A enzima mais abundante da saliva é a alfa-Amilase (E.C.3.2.1.1.) que

catalisa a hidrólise de ligações glicosídicas internas no amido e de poli e

oligossacarídeos, provenientes da alimentação, transformando em pequenas

unidades que podem ser assimiladas pelo organismo. O amido não digerido na

boca pela amilase salivar é levado ao intestino delgado onde sofre a ação da

amilase pancreática. Esta revisão apresenta nosso interesse nas alfa-Amilases

Humana que devido a sua natureza multifuncional pode ser usada como alvo

para o design e eficiência de novas drogas que venham contribuir para o

controle e tratamento das desordens metabólicas do açúcar, reduzindo os

níveis de glicose pós-prandial, importante em pacientes com diabetes e

obesidade 4 através da inibição de sua atividade. Aborda também a aplicação

de inibidores de amilases humana e de insetos na terapêutica e para o controle

de pragas e insetos na agricultura respectivamente.

Glicosilhidrolases: A Família das alfa-Amilases

As glicosilhidrolases (EC 3.2.1 a 3.2.3) constituem um amplo grupo de

enzimas que catalisam a hidrólise de ligações glicosídicas entre dois ou mais

carboidratos ou de polissacarídeos estrutural ou de reserva. 5,6 Estas enzimas

têm sido agrupadas e classificadas em famílias de acordo com a similaridade

na seqüência de aminoácidos. Quando a seqüência de duas ou mais

glicosilhidrolases se alinham ao longo de um domínio, elas são agrupadas

dentro de uma mesma família. A maioria das enzimas que convertem o amido
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pertencem a família da alfa-Amilase ou família 13 de glicosilhidrolase

catalisando uma variedade de reações incluindo hidrólise, transglicosilação,

ciclização agindo sobre vários substratos catalisando as ligações (1,4), (1,6)

ou -(1,1). As hidrolases e transferases que pertencem à família das -

amilases são endoglicosidases presentes em microorganismos (fungos,

bactérias), plantas, animais e crustáceos se diferindo na especificidade pelo

substrato. 7,8 Estas enzimas exibem um número variável de domínios, mas

possuem em comum a estrutura em barril ( / )8 que contém os resíduos

catalíticos. 9 Todas têm quatro regiões altamente conservadas em sua

seqüência primária contendo o sítio catalítico e os mais importantes sítios de

ligação ao substrato. Todas possuem resíduos Asparagina, Glutamina e

Asparagina no sítio catalítico correspondendo a Asparagina 206, Glutamina

230 e Asparagina 270 da Taka-amilase A de Aspergillus orizae. Agem sobre o

amido, glicogênio, polissacarídeos e oligossacarídeos de maneira randômica,

reduzindo grupos

refere à configuração anomérica inicial do açúcar liberado e não a configuração

da ligação hidrolisada. 9,10

Similaridade estrutural entre alfa-Amilase Salivar Humana (HSA) e
Pancreática (HPA)

A alfa-Amilase Humana existe em duas formas, a alfa-Amilase Salivar

Humana (HSA) e alfa-Amilase Pancreática (HPA), por isso a quebra do amido

em hexoses simples ocorre em duas etapas iniciando na cavidade oral por

HSA e finalizando no intestino delgado sob ação de HPA.  Esta enzima

digestiva chave produz uma mistura de produtos oligossacárides incluindo

maltose, maltotriose e oligoglicanos -(1,6) e -(1,4). Os genes que codificam a

amilase humana têm sido clonados e classificados por comparação direta da

seqüência do exon de três clones de DNA de amilase humana previamente

isolada do pâncreas e da saliva. 11 Por este critério, o genoma haplóide

humano contém dois genes para amilase pancreática AMY2A e AMY2B 11,12 e

três genes que codificam amilase salivar (AMY1A, AMY1B e AMY1C) os quais

não são coexpressos no pâncreas e saliva.  Estes estudos mostram que há

uma forte especificidade tecidual para expressão destes genes uma vez que os
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genes AMY2A e AMY2B são expressos em níveis elevados no pâncreas e

somente AMY2B é expresso no fígado, enquanto os genes AMY1 são

expressos somente na glândula salivar. As duas alfa-Amilases possuem várias

isozimas que foram separadas por focalização isoelétrica e eletroforese em gel

de poliacrilamida. 13 A análise da presença de isozimas da alfa-Amilase no soro

é utilizada em diagnóstico clínico. A medida de sua atividade no soro, urina,

saliva e outros fluidos biológicos serve como diagnóstico clínico indicando por

exemplo a presença de tumor ovariano (níveis elevados de amilase salivar)

enquanto elevados níveis de amilase pancreática pode estar associado à

pancreatite aguda. 11

Estudos 7,10,14-17 mostram que existe uma similaridade estrutural e

funcional entre HSA (alfa-Amilase Salivar Humana) e HPA (alfa-Amilase

Pancreática) com 97% de homologia entre as duas alfa-Amilases. Esta

característica é particularmente fundamental em estudos de inibição de sua

atividade como alvo para desenvolvimento de fármacos que venham contribuir

para o controle de diabetes e obesidade, pois é simples a coleta da saliva

humana para obtenção de HSA. A HSA é uma glicoproteína monomérica

ligante de cálcio e dependendo do grau de glicosilação sua massa molecular

pode variar entre 56 kDa (isoforma não glicosilada) e 62 kDa (glicosilada). 13

Está envolvida na digestão inicial de carboidratos catalisando a hidrólise das

ligações -1,4 internas do amido e dextrinas levando a formação de

oligossacarídeos e glicose.  Sua estrutura consiste de uma única cadeia

polipeptídica com 496 aminoácidos distribuídos em três domínios (A, B,C). O

domínio A compreende os resíduos 1-99 e 169-404 e a estrutura em barril

( / )8 ; o domínio B, resíduos 100-168 que consiste de um loop aberto

contendo várias hélices e fitas .  O domínio C contém os resíduos 405-496

sendo composto por 10 fitas . 10 Acredita-se que este domínio tem papel

importante na estabilidade do domínio A. 9 Os resíduos catalíticos ácido

aspártico 197, glutamina 233 e ácido aspártico 300 estão no domínio A. O íon

cloreto está no domínio A próximo do sítio ativo ligado às cadeias laterais de

Arginina 195, ácido aspártico 298, Arginina 337, a uma molécula de água e o

íon cálcio está ligado a Histidina 201 no domínio A e por ácido aspártico 100,

Arginina 158 e ácido aspártico 167 no domínio B juntamente com três
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moléculas de água. Posicionamento estratégico dos íons cálcio e cloreto bem

como os resíduos histidina e triptofano podem desempenhar um importante

papel na diferenciação entre as extremidades glicosídica e aglicona do

substrato polissacarídeo. 10,16 Estudos 18 revelam que todas as alfa-Amilases

possuem pelo menos um íon cálcio fortemente conservado o qual é requerido

para integridade estrutural e atividade enzimática. Estudos recentes de

cristalografia de raios-X 7 mostram que HSA pode apresentar ainda forma

dimérica que pouco se diferencia das formas monoméricas anteriormente

descritas. 10 Embora seja o primeiro relato de HSA dimérica ainda não há

evidência biológica descrita em literatura para sua ação.

Figura 1: (a) estrutura dimérica de HSA: domínio A (laranja), B (azul) e C (verde); íons
Cálcio (esfera preta) e Cloreto (vermelha); I,II e III (região de interdigitação entre os
monômeros); (b) coordenação dos íons às cadeias laterais dos resíduos.

A estrutura da alfa-Amilase pancreática humana foi determinada por

técnicas de difração de raio-X. HPA é uma proteína de 56 kDa com uma única

cadeia polipeptídica de 496 aminoácidos, composta estruturalmente por três

domínios A, B e C. 19 O domínio A possui estrutura de barril ( / )8 que liga o

íon cloreto

um íon cálcio e parece ser necessário para estabilidade estrutural do sítio ativo.
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O domínio C é o domínio ligante de amido e considerando a seqüência

primária, o domínio C é o mais variável entre as amilases de diferentes origens.

Nestes estudos há uma comparação da estrutura de HPA com a de outras

enzimas funcionalmente relatadas como PPA (alfa-Amilase Pancreática de

Porco), HSA e alfa-Amilases de fungos. Segundo apresentado por esses

autores a seqüência primária de HPA possui 97% de homologia com HSA, mas

funcionalmente não possui o mesmo padrão de clivagem quando testados

frente a vários substratos. Uma característica estrutural que difere HPA de HSA

é o resíduo de glutamina N-terminal que sofre modificação pós-traducional

espontânea para formar um derivado pirrolidona estável que pode ser um

mecanismo de defesa contra amino-peptidades e outras enzimas digestivas

que estão presentes no meio. Esta característica é também comum para alfa-

Amilase Pancreática de Porco. 14 A estrutura de várias amilases como

Aspergillus niger, 19 cevada, 20 pancreática de porco, 21 salivar humana 10 e

pancreática humana 14,17 foram determinadas; todas estas estruturas mostram

a presença de três ácidos carboxílicos no sítio ativo (D197, E233, D300-HPA)

os quais desempenham papel chave na hidrólise. Devido a HPA desempenhar

papel chave na digestão do amido proveniente da dieta e considerando essa

similaridade estrutural com HSA, a inibição de sua atividade tem potencial valor

terapêutico no tratamento de doenças como diabetes e obesidade. Portanto,

conhecer o mecanismo catalítico de HSA é essencial como modelo ou

ferramenta para o desenvolvimento de novas drogas que venham contribuir

para uma qualidade de vida melhor para os pacientes que sofrem das

desordens metabólicas do açúcar e lipídios.

Inibidores de alfa-Amilases: impactos na saúde e agricultura

As alfa-Amilases são proteínas que desempenham um importante papel

no metabolismo de carboidratos de microorganismos, animais e plantas 4

catalisando a hidrólise das ligações glicosídicas do amido e vários

oligossacarídeos além de serem largamente utilizadas em biotecnologia na

degradação do amido e na síntese química para a produção de

oligossacarídeos por transglicosilação. Os carboidratos constituem o principal

componente da dieta em humanos e insetos e sua clivagem pela alfa-Amilase é
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essencial para sua assimilação.  Inibindo a atividade desta enzima há uma

redução do pico de glicose pós-prandial importante principalmente em

pacientes diabéticos assim como diminuição do ataque de pragas em

cultivares.

As plantas desenvolveram sofisticados mecanismos de defesa durante o

processo de evolução, entre os quais se incluem diversos compostos químicos

encontrados nos diferentes tecidos vegetais, constitutivos ou cuja síntese é

induzida em resposta ao ataque de pragas e/ou patógenos. Dentre esses

compostos denominados de metabólitos secundários do vegetal, encontram-se

antibióticos, terpenos, alcalóides, glicosídeos cianogênicos, quitinases, lectinas,

arcelinas, vicilinas, 22 saponinas (ácidos oleanólicos e ursólicos) 23, taninos, 24,25

catequinas e flavonóides; muitos destes apresentam atividade inibidora da alfa-

Amilase. Atualmente, genes que conferem resistência a insetos podem ser

introduzidos em plantas de interesse para reduzir sua susceptibilidade.

Considerando que as alfa-Amilases são importantes no processo

metabólico de insetos, principalmente aqueles que vivem em sementes e grãos

ricos em amido, muitos estudos tem sido feitos no sentido de descobrir

inibidores dessas enzimas digestivas dos insetos. 26-28 Sete classes de

inibidores protéicos de alfa-Amilase são definidas pela similaridade na

seqüência e estrutura tridimensional; seis tipos são de plantas superiores 22 e

um tipo ocorre em espécies de Streptomyces. 29 As seis classes 4,22

correspondem aos tipos lectina (encontrada no feijão cujos inibidores são alfa-

AI1 e alfa-AI2, 26,30 knotina (Amaranthus sp), inibidor AA1, 31,32 cereal (trigo e

cevada), kunitz (trigo, arroz e cevada), taumatina (milho) e -purotionina (sorgo)

e podem ser utilizados no controle de pestes. 22,33 Estas classes de inibidores

mostram uma variedade estrutural levando a diferentes modos de inibição e

especificidade. Alguns inibidores de alfa-Amilase são altamente específicos

agindo sobre alfa-Amilase de insetos (ação inseticida) não inibindo alfa-Amilase

de mamíferos e outros inibidores possuem alta afinidade tanto para alfa-

Amilase de inseto como de mamíferos.  Entre os inibidores mais estudados

estão os de trigo (Tritium aestivum L., Gramineae) e os de feijão (Phaseolus

vulgaris L. Fabaceae) 22,33-40 sendo alguns de natureza protéica. 41 Os

inibidores de amilases do trigo são classificados segundo sua mobilidade

eletroforética em 0.19, 0.28, 0.53 sendo que os dois primeiros inibem
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consideravelmente HSA, PPA e alguns insetos e o último inibe fracamente as

amilases de mamíferos além de insetos; e WRP25, WRP26, WRP27 que não

atuam sobre HSA e PPA, mas possuem alta afinidade por amilases de insetos.

O inibidor do Tritium aestivum L., Gramineae var. zarrin, 39 (cultivar iraniano)

denominado de 0.66 segundo sua mobilidade em eletroforese inibiu 97 % a

atividade de HSA e 89,87% a de Bacillus subtilis. Outro estudo 37 levou a

caracterização de um inibidor do tipo cereal no centeio, Secale cereale L.

(Poaceae) cuja massa molecular é de 13756 Da possuindo alta homologia com

inibidores bifuncionais (de alfa-Amilase e tripsina) do trigo e cevada. Apesar

dessa homologia, não possui atividade contra tripsinas e não inibe amilases de

mamíferos, mas inibi efetivamente amilases de insetos. Os inibidores do tipo

cereal são conhecidos por suas propriedades alergênicas. A compreensão dos

mecanismos inibitórios de alfa-Amilases de insetos e mamíferos proporciona

sua aplicação na terapêutica, para o tratamento de diabetes e na agronomia

em proteção de cultivares.

Avanços recentes no conhecimento da atividade da -amilase e da -

glicosidase têm contribuído para o desenvolvimento de novos suplementos

nutricionais e agentes farmacológicos. Substâncias como faseolamina,

acarbose e voglibose atuam inibindo competitivamente a -glicosidase. 42,43

Como a maior parte da alimentação humana é constituída de carboidratos e a

maioria do carboidrato ingerido é constituída por amido 4 uma alternativa para

reduzir a absorção deste nutriente baseia-se no uso de inibidores naturais de alfa-

Amilase que é a enzima chave na hidrólise dessa molécula.

Em 1975 34 foi purificado um inibidor denominado de faseolamina

caracterizado do feijão comum, P. vulgaris. Este inibidor é uma glicoproteína de

massa molecular entre 45 e 50 kDa que segundo esses autores, é específica

para alfa-Amilase animal (inibindo cerca de 100% a HPA e 94% HSA), mas não

atua sobre as alfa-Amilases bacterianas e de plantas. Nas plantas são

armazenadas nas sementes e serve como agente protetor contra insetos e

outros predadores em virtude de sua habilidade em inibir a amilase digestiva

desses insetos. Além da faseolamina, o grão do feijão contém substâncias

tóxicas denominadas de fitohemaglutininas e faseolotoxinas e para sua

comercialização deve estar livre dessas substâncias que são potencialmente

aglutinantes de hemácias. Com a descoberta de que feijão, trigo, aveia, soja
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possam conter níveis relativamente elevados de inibidores de alfa-Amilase, tem

havido um grande interesse em suas propriedades nutricionais e terapêuticas.

Este inibidor de alfa-Amilase é promissor como agente terapêutico destinado a

bloquear a ação da amilase pancreática, diminuindo a hidrólise de amido e a

sua posterior absorção como glicose a nível intestinal contribuindo para o

tratamento de obesidade e diabetes. O efeito deste inibidor sobre a absorção

de amido foi estudado em ratas e observou-se redução no ganho de peso. 46

A partir dos anos 80 muitos suplementos contendo faseolamina foram

obesidade e diabetes. Entretanto a maior parte desses produtos consistia de

simples extrato de P. vulgaris que além de possuir baixo conteúdo do inibidor

continha altos teores de fitohemoaglutininas. 45 Desde então a Pharmachem

Laboratories modernizou o mercado disponibilizando o Phaseolamin 2250 ®

(enriquecida em inibidor e com menor teor de lectinas). A pesquisa clínica que

comprove a eficácia desses produtos, além de escassa e com poucas

publicações disponíveis, apresenta resultados controversos. Estudos 46

mostraram que as concentrações de glicose sanguínea pós-prandial e insulina

do plasma não revelaram diferenças significativas entre os grupos de

tratamento e placebo. Outro estudo 47 utilizando os produtos comerciais

Calorex ® e Starchex ® mostra que os inibidores de amilase exercem efeito

sobre a oxidação média dentro de 6h da refeição de teste comparado ao

placebo (Starchex 27.7+3.5%, Calorex 25.7+2.4%, placebo 27.4+3.9%)

conforme medido pelo dióxido de carbono exalado, rotulado por C13, sugerindo

falha em retardar a digestão e metabolismo do amido em relação ao placebo. 48

utilizando preparações purificadas de inibidor aspergidas diretamente no

duodeno de humanos em doses clinicamente aceitáveis de 2.0, 3.5 ou 5.0

mg/mL a 5 mL/min demonstraram inibir a atividade da amilase intraluminal em

9%, 99% e 99.9% respectivamente. A ingestão do inibidor purificado de P.

vulgaris juntamente com 50 g de amido reduz níveis de glicemia pós-prandial

em indivíduos saudáveis e diabéticos. 49 Estudo recente 50 mostrou que após

30 dias de dieta suplementada com extrato padronizado de P. vulgaris, houve

uma significante diminuição no peso corporal sugerindo diminuição da massa

gorda mantendo massa corporal magra comparada com os sujeitos que

receberam placebo. No mercado encontram-se ainda produtos comercializados
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como faseolamina na forma de cápsulas indicada para perda de peso. Em um

estudo preliminar em nosso laboratório, verificou-se que alguns destes

produtos dependendo da origem continham grande quantidade de

fitohemaglutininas e baixa capacidade em inibir uma fração de saliva humana

enriquecida em alfa-Amilase utilizando o método cinético com substrato

sintético (GalG2CNP). Neste sentido há necessidade de maiores estudos que

comprovem a pureza do inibidor (livre de fitohemoaglutininas) juntamente com

comprovação de sua eficácia para a indicação de uso antes de sua exposição

à população.

Um outro estudo de bioprospecção de inibidores de alfa-Amilase Salivar

Humana a partir de extratos de plantas do Cerrado realizado por nosso grupo

de pesquisa 51 verificou-se a atividade inibitória de 100 extratos hexânicos e

etanólicos sobre a -amilase salivar humana. Foram avaliadas 17 espécies,

distribuídas em 6 famílias e 15 gêneros, e os extratos foram referentes a

diversas partes das plantas (madeira e casca do caule e da raiz e folha). As

famílias Flacourtiaceae, Sapotaceae e Sapindaceae contêm espécies que se

destacaram. Os extratos etanólicos de Pouteria ramiflora (Sapotaceae)

exibiram níveis de atividade inibitória de 61 a 100% sobre a saliva humana em

concentrações de 0.02 mg/ml a 0.2 mg/ml. Nestes estudos preliminares, foi

utilizada saliva humana, coletada pelo método do cuspe 52 utilizando para

medida de atividade da enzima o kit amilase por Caraway nº 211 da Analisa ®.

Nos últimos anos vários estudos têm demonstrado o efeito hipoglicêmico

de espécies medicinais pela inibição da alfa-Amilase. Grande parte desses

estudos aponta os compostos polifenólicos presentes nestas espécies como os

responsáveis pela inibição de enzimas digestivas. A estes compostos são

atribuídas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatórias,

anticarcinogênicos entre outras. Um estudo mostrou a atividade anti-amilase de

compostos do extrato etanólico e aquoso da folha de Olea europaea L.

(Oleaceae), uma planta usada popularmente na Europa para diabetes. 53 Eles

verificaram que tanto o extrato aquoso (com IC50 de 67 e 70.2 mg/mL) como o

etanólico (IC50 4.0 e 0.02 mg/mL) inibiu a atividade de HSA e HPA

respectivamente. Esses autores isolaram e identificaram os compostos ativos

como sendo luteolina (flavonóide) e ácido oleanólico, ambos inibiram o

aumento de glicose pós-prandial em ratos diabéticos e humanos. Um
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flavonóide da Acerola Malpighia punicifolia L. (Malpighiaceae) denominado de

aceronidina o qual foi utilizado em testes de inibição tanto de alfa-glicosidase

quanto de alfa-Amilase comparando seu efeito com outros compostos

flavonoídicos e tânicos. 54 Aceronidina além do poder antioxidante, mostrou ser

mais efetiva sobre a alfa-glicosidase (mais de 50% de inibição) quando

comparada com isoquercitrina, quercetrina e catequina (todas menos de 50%).

Em relação a alfa-Amilase, a inibição foi cerca de 34% (valor considerado baixo

pelos autores). As frações polifenólicas de plantas podem alterar a utilização de

glicose, independentemente da capacidade antioxidante, por influência direta

sobre a atividade enzimática, ou seja, com atividade inibitória efetiva sobre a -

glicosidase intestinal. 55

Os trabalhos desenvolvidos 56 com pericarpo de Garcinia mangostana L.

(Guttiferae) avaliou se a atividade alfa-AI dos compostos fenólicos sobre alfa-

Amilase Pancreática de Porco (PPA) é comparável a de outros polifenóis com

atividade alfa-AI. A fração III testada em ensaios in vitro é 56 vezes mais

potente que o ácido tânico e tão efetivo contra acarbose. Se por um lado têm-

se os benefícios de uma dieta ou suplementos ricos em taninos, por outro lado

seu consumo excessivo se torna perigoso devido a suas propriedades

quelantes de metais como cálcio, efeitos hepatotóxicos em coelhos. Na Malásia

foi investigado o potencial antidiabético de plantas medicinais com base na

inibição da PPA. Dos seis extratos de plantas testados somente o extrato

hexânico de quebra pedra Phyllanthus amarus Schum. & Thonn.

(Euphorbiaceae) inibiu a atividade da enzima, sugerindo que a diminuição da

glicose sanguínea seja em parte devido aos compostos lipofílicos. 23

Conclusão

As alfa-Amilases são enzimas importantes na digestão de carboidratos

nos seres vivos em geral. Os estudos de elucidação estrutural das amilases

humana HSA e HPA mostram que há uma grande homologia na seqüência e

estrutura entre elas. Este fato é importante uma vez que HPA é a enzima

chave na digestão de carboidratos e esta similaridade permite usar HSA (de

fácil coleta e processamento) como alvo para descoberta de novas drogas que

possam atuar no controle da hiperglicemia pós-prandial em pacientes
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diabéticos e obesos. Considerando que a maior parte da dieta humana é

composta de carboidratos, os estudos envolvendo inibidores de alfa-Amilases

se fazem importantes para o controle das desordens do metabolismo de

açúcares e lipídios.

Diante do exposto, é inegável a contribuição dos metabólitos

secundários de plantas como possíveis agentes terapêuticos para o tratamento

de diabetes. Mais estudos são necessários a fim de elucidar o mecanismo de

ação pelo qual esses ativos interferem na utilização e disponibilidade de glicose

além de ensaios clínicos que comprove sua eficácia com doses terapêuticas

adequadas e ausência de toxicidade. Nosso país possui uma enorme

biodiversidade, com cerca de 10% de toda a flora mundial, com muitas

potencialidades, mas sem dúvida pouco estudada, com menos de 1% das

espécies vegetais analisadas sob o ponto de vista químico e farmacológico. 24
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Fracionamento e caracterização parcial de constituintes
químicos do extrato bruto de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk
(Sapotaceae) biomonitorados pela inibição in vitro da atividade
da alfa-Amilase Salivar Humana (HSA)
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Resumo
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk é uma espécie pertencente a família

Sapotaceae, conhecida popularmente como massaranduba, curriola, grão de

galo e pitomba de leite. O fracionamento, isolamento e identificação de

bioativos do extrato bruto de P. ramiflora biomonitorados pela inibição da

atividade da alfa-Amilase Salivar Humana (HSA) in vitro através de método

cinético GalG2CNP em microplacas, constituiu-se o objetivo deste estudo.

Após screening da atividade inibitória dos extratos sobre a atividade da HSA in

vitro, o extrato hidroalcoólico da folha de P. ramiflora foi fracionado por

apresentar maior inibição da atividade da HSA (64%). O fracionamento do

extrato da folha foi conduzido monitorando as frações em cromatografia de

camada delgada (CCD) e cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Os

perfis em CCD das frações obtidas apresentaram como compostos principais

flavonóides e taninos. As frações com maior ação inibitória sobre a atividade da

HSA foram analisadas por CLAE analítica e semi-preparativa permitindo obter

o composto (1) isolado e uma fração em mistura rica no composto (2),

correspondentes a flavonóides que não foram identificados. As frações que

contem esses compostos possuem baixa atividade inibitória sobre HSA (15 e

20% respectivamente) indicando que o efeito do extrato bruto se deve aos
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fitocomplexos que quando separados perdem parte de suas propriedades

inibitórias.

Abstract
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk is a plant specie of the Sapotaceae family ,

known popularly in Brazil as massaranduba, cariola, rooster grain and pitomba.

The fractionation, isolation and identification of bioactive compounds from the

crude extract of P. ramiflora were monitored by the inhibition of human salivary

alpha-amylase (HSA) activity by in vitro microplate assay using enzymatic

kinetic method with GalG2CNP as substrate.  Probing these HSA activity with

different crude extracts of P.ramiflora revealed that a leaf hydroalcoolic extract

with higher inhibition property (64%). The fractionation of this leaf extract were

conducted monitoring fractions through thin layer chromatography (TLC)

analyses, liquid chromatography of high efficiency (HPLC) purification and

inhibitory HSA activity. The TLC plates revealed the presence of flavonoids and

tannins. Those factions showing higher inhibition activity were investigated by

analytic and semi-preparative HPLC allowing the obtention of an isolated

compound in one fraction and mixture of not identified flavonoids in the other

one. The flavonoids presented in both fractions were less effective to inhibit

HSA activity (15 and 20% respectively). This finding suggest an inhibitory effect

of the P. ramiflora crude extract associated to a phytocomplex that could be lost

during its phytochemistry fractionation.

Introdução

As alfa-Amilases Salivar e Pancreática (HSA e HPA) tem sido objeto de

estudos bioquímicos e caracterização estrutural. 1-5 Para realizar sua função

enzimática na digestão de carboidratos essas enzimas possuem uma estrutura

tridimensional capaz de se ligar ao substrato e pela ação de grupos altamente

específicos, promover a quebra das ligações glicosídicas. 6 Assim, o

conhecimento das particularidades estruturais de cada uma e de sua interação

com o substrato é de fundamental importância para a compreensão e

elucidação dos mecanismos de ação e inibição dessas enzimas. Inibidores de

alfa-Amilases que tem seletividade e alta afinidade têm potencial aplicação
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desde o tratamento de diabetes até proteção de cultivares, por isso o crescente

interesse em novos agentes e estratégias terapêuticas que possam agir na

regulação fisiológica da incorporação de glicose e níveis de açúcar no sangue

em mamíferos e insetos. 4

Hoje as terapias existentes utilizam a acarbose e voglibose, inibidores

sintéticos de alfa-glicosidases para estabilizar a glicose sanguínea pós-prandial,

mas o uso destes inibidores é inconveniente, pois seus produtos digestivos se

acumulam no lúmen intestinal, tendo como efeitos colaterais diarréia e

flatulência. 7-11 Estudos in vitro têm demonstrado que os inibidores de alfa-

Amilases diminuem a hidrólise de macromoléculas, mas não de glicose, dessa

forma, os produtos digestivos não se acumularão no lúmen intestinal, e

conseqüentemente os efeitos colaterais serão evitados. 11

Vários estudos demonstram que o uso de extratos vegetais,

principalmente aqueles ricos em polifenóis são potentes inibidores da atividade

destas enzimas. 12-14 A planta objeto de nosso estudo é pertencente à família

Sapotaceae que compreende cerca de 110 gêneros e mais de 1000 espécies

distribuídas em regiões tropicais e subtropicais, sendo que 12 destes gêneros

(103 espécies) se encontram no Brasil. 15,16 Algumas espécies possuem

importância econômica, pois o látex é utilizado na produção de goma

comercial, matéria-prima para especiarias, madeira de qualidade e muitos

gêneros que produzem frutos comestíveis, tais como Chrysophyllum oppositum

(Ducke) Ducke (abiurana), Manilkara, Mimusops e Pouteria. 17,18 Na medicina

popular as espécies desta família são utilizadas para fins diversos como

antibacteriana, câncer de próstata, antifúngica, antihiperglicêmica,

tripanosomicida entre outras. 19,20,22 Estudos fitoquímicos efetuados com

espécies de Sapotaceae têm revelado a ocorrência de alcalóides, flavonóides,

saponinas, terpenóides, polifenóis e esteróides. 19-21,23-27

O gênero Pouteria é diversificado em espécies, porém há pouca

investigação científica a respeito de sua fitoquímica e seu aproveitamento

farmacológico. P. ramiflora e Pouteria gardnerii (Mart. & Miq.) Baehni podem

ser encontradas no Cerrado do Distrito Federal, Brasil, Pouteria torta (Mart.)

Radlk e Pouteria caimito (Ruiz &Pav) Radlk podem ser encontradas em todo o

Brasil. Ainda que não exista uma política de exploração comercial dos frutos de

P. torta, P. caimito e P. ramiflora, as populações residentes no Cerrado usam
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tais espécies como alimentos e remédio caseiro. A casca da árvore P. torta,

r

de P. ramiflora

le

vermífugo. P. caimito, conhecida como abiu, também é útil em desinteria, além

de afecções pulmonares e contra malária. 28 Há relatos de que frutos de

Pouteria sapota (México) são processados para sorvetes, marmeladas,

perfumaria e outros produtos; a decocção das cascas de Pouteria cambodiana é

usada para promoção da lactação na Tailândia e outras partes da planta são

usadas na medicina popular para tratar vômitos, náuseas e febre. 29,30 Um estudo

realizado31 mostrou que o extrato metanólico da casca do caule apresentou boa

atividade imunomoduladora e baixa atividade antioxidante o que explica em parte

a utilização popular desta planta no tratamento de febres e erupção cutânea. A

decocção da casca de outras espécies dessa família, como Pouteria

campechiana, nativa da América Central, é usada como antipirético no México

bem como para erupções cutâneas em Cuba. O extrato de suas sementes tem

sido empregado para tratamento de úlceras. 32

Constantes estudos são realizados a fim de validarem novas substâncias

com propriedades terapêuticas. 33-35 Distúrbios como Diabetes mellitus e

obesidade acometem grande parte da população mundial e em países

subdesenvolvidos, tratamentos para tais desordens são onerosos para a

população 36 e a descoberta de agentes terapêuticos efetivos provenientes de

plantas tornaria mais fácil o acesso ao tratamento e poderia reduzir os custos

para os pacientes. Além disso, há vários estudos comprovando a redução da

glicemia pós-prandial e o retardo do esvaziamento gástrico por meio da inibição

de enzimas digestivas de carboidratos e polissacarídeos. 37-39

Para desenvolver os estudos com P. ramiflora baseamos em um

screening realizado em nosso laboratório 40 utilizando extratos de espécies

pertencentes a diferentes famílias encontradas na região do Cerrado próximo ao

Distrito Federal. Neste ensaio os extratos aquosos, etanólicos e hidroalcoólicos

da espécie ramiflora apresentaram excelente inibição sobre a atividade da alfa-

Amilase Salivar Humana (60 a 100%). A escolha pelo uso de HSA nos ensaios

de inibição de sua atividade in vitro foi devido a sua similaridade estrutural (97%)



26

com HPA, facilidade de obtenção da amostra de saliva e abundância desta

enzima na amostra. Além disso, os ensaios in vitro constituem excelentes

modelos para caracterização do efeito inibitório de extratos brutos, frações e

moléculas ativas purificadas antes de serem aplicadas em modelos animais para

verificar a diminuição da digestão de carboidratos.

No presente estudo avaliou-se a efetividade de inibição da enzima HSA

por extratos de diversas partes de P. ramiflora e posterior fracionamento visando

isolamento e identificação estrutural das substâncias que poderiam estar

envolvidas neste processo.

Resultados e discussão

A amostra de HSA alvo dos ensaios de inibição aqui apresentados

representa uma amostra enriquecida em alfa-Amilase exclusivamente eluída de

uma cromatografia da saliva total na presença dos quelantes EGTA e EDTA

em coluna de troca aniônica. A utilização da saliva como fonte de alfa-Amilase

é vantajoso porque a sua coleta é não-invasiva e representa nível de

biossegurança classe I e por HSA possuir seqüência e estrutura bastante

similar a alfa-Amilase pancreática. Investigou-se em ensaios de atividade

enzimática, a 37°C com ou sem pré-incubação da HSA com os extratos, a

diluição mais adequada da amostra de HSA entre 1:100-1:1000 no tampão de

reação. Nesta amostra de HSA a atividade catalítica foi diretamente

proporcional a quantidade de amostra da enzima no meio reacional. Escolheu-

se a diluição de 1:595 da amostra de HSA por considerar  que esta diluição

fornece uma atividade enzimática dentro da faixa de linearidade do método e

também devido a concentração estimada  da enzima HSA estar na faixa de 2 e

6 nM conforme relatado em outro estudo41 sobre os efeitos de tanino na

cinética da HSA purificada e disponível comercialmente. A concentração do

extrato de P. ramiflora no volume final de reação foi fixada em 32 g/mL, após

obtenção de uma curva de inibição com diferentes concentrações entre 1-32

µg/mL para melhor avaliar a atividade inibitória sobre a resposta enzimática da

HSA. A utilização de extrato bruto e não de uma substância purificada requer o

uso de concentrações maiores, pois contém várias substâncias provenientes

do metabolismo secundário do vegetal das quais uma ou um complexo pode
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contribuir para a ação inibitória. Os ensaios de inibição da atividade da HSA

utilizando concentrações de 0.5-2.0 mM do substrato GalG2CNP indicaram

que a concentração de 2.0 mM era a mais adequada para realização dos

testes. A atividade catalítica da HSA aumentou proporcionalmente ao aumento

de sua concentração (dados não apresentados).

Os ensaios cinéticos preliminares realizados para a amostra de HSA

estão representados na Figura 1. As curvas obtidas para equação de Michaelis

e Mentem (Figura 1a) e de Lineweaver e Burk (Figura 1b) permitiram fixar a

concentração do substrato GalG2CNP  em 10 mM com uma boa resposta de

absorção em 405 nm e atividade da enzima dentro da faixa de linearidade do

método. Além disso, esta análise cinética permitiu calcular o valor de Km da

amostra de HSA (Km= 22) a partir da equação de reta Y= 0.1328x 0.0059

com R2= 0.9931. O extrato EHPF ainda não foi caracterizado em relação à

cinética de sua inibição da atividade da amostra de HSA. Entretanto, outros

estudos sobre inibição da atividade da alfa-Amilase relatam que os inibidores

isolados de extratos vegetais podem ser competitivos ou possuir inibição mista.
41-44

Figura 1: (a) Efeito do aumento da concentração do substrato GalG2CNP na atividade
enzimática de HSA (6nM), (b) gráfico de duplo recíproco de Lineweaver e Burk
mostrando a relação entre o recíproco da atividade enzimática (1/V) e o recíproco da
concentração do substrato (1/S).

No presente estudo utilizou-se preferencialmente o substrato sintético

GalG2CNP porque em estudo prévio da inibição de HSA presente em amostra

de saliva total  utilizou-se o método cinético Caraway modificado, que usa

amido como substrato. 40 A análise destes dados prévios mostrou que os

valores de atividade de HSA não eram reprodutíveis em cada ensaio com uma

variação da média intra e inter ensaio muito grande. Por outro lado, o substrato

GalG2CNP não requer enzimas adicionais para liberar CNP além de ser
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exclusivamente clivado na ligação aglicona resultando somente dois produtos

-D-galactopiranosilmaltose (Gal2) e cloronitrofenol (CNP).

Além disso, o GalG2CNP é resistente a transglicosilação porque possui na

porção final não reduzida uma molécula de D-galactose. A absorção do CNP

liberado é cerca de vinte vezes maior do que o 2-nitrofenol e sua absorção em

405 nm é proporcional a atividade enzimática. 42

Os ensaios de atividade inibitória da HSA investigados sem pré-

incubação dos extratos com a amostra da HSA, isto é, adicionando o extrato no

momento da reação, revelaram baixa atividade inibitória (dados não

mostrados). Entretanto, quando os extratos foram pré-incubados por 10 ou 30

minutos com a amostra de HSA antes de adicionar o substrato e iniciar o

ensaio, verificou-se maior porcentagem de inibição da atividade de HSA com o

tempo de 30 minutos de pré-incubação para todos os extratos testados (Figura

2).

Figura 2: Atividade inibitória de HSA (%) na presença de extratos de Pouteria ramiflora
a 10mg/mL após pré-incubação de 10 e 30min respectivamente. A concentração de
extrato no volume final de reação é de 32 µL/mL. Os resultados são expressos como

-Knott (1974).

As atividades inibitórias dos extratos estão mostradas na Tabela 1.

Observa-se que estas atividades variaram de 42 a 65%. O extrato EAIPF

apresentou a maior atividade inibitória seguida pelos extratos EHPF, EHPC,

EECC, EEMR, mas não foram estatisticamente diferentes. O extrato EADPC

apresentou a menor atividade inibitória. Para os extratos aquosos da casca de

P. ramiflora, verificou-se que o modo de preparo não influenciou na inibição da
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atividade da enzima. Porém, em relação ao solvente utilizado observou-se que

para os extratos da casca de P. ramiflora, houve maior inibição usando

solvente hidroalcoólico 1:1 v/v e etanol. Os extratos aquosos e hidroalcoólicos

da folha não apresentaram diferença significativa sobre a inibição da atividade

de HSA como apresentado na Tabela 1. Quanto aos extratos etanólicos

verificou-se que a inibição da atividade de HSA variou de 38 a 58%. Estes

dados apontam como candidatos potenciais ao fracionamento o extrato da

folha (aquoso e hidroalcoólico) com porcentagens de inibição da enzima HSA

de 65 e 64% respectivamente e o extrato hidroalcoólico da casca com 57% de

inibição.

Tabela 1: Efeito dos diferentes extratos (solventes e parte da planta) de P.ramiflora
sobre a inibição da atividade da alfa-Amilase da amostra de HSA pré-incubada 30
minutos com os extratos na concentração de 10 mg/mL.

Extratos* Solvente Parte usada Inibição alfa-Amilase
(%)

EADPC água casca do caule 39.3 ± 6.0 a
EAIPC água casca do caule 44.1 ± 5.0 a
EAIPF água Folha 65.3 ± 9.0 b
EEPC etanol Casca 38.6 ± 8.0 a
EHPC etanol /água Casca 57.0 ± 8.0 b
EHPF etanol/água Folha 64.0 ± 9.0 b
EECC etanol Casca 56.7 ± 5.0 b
EECR etanol casca da raiz 42.1 ± 15.0 b
EEF etanol Folha 52.7 ± 15.0 b
EEMC etanol l madeira da casca 43.2 ± 12.0 a
EEMR etanol madeira da raiz 57.8 ± 14.0 b

* As siglas dos extratos de P. ramiflora indicam EADPC( extrato aquoso decocção da
casca), EAIPC e EAIPF ( extrato aquoso infusão da casca e folha respectivamente),
EHPC e EHPF ( extrato hidroalcoólico da casca e folha, respectivamente), EECC,
EECR, EEF, EEMC e EEMR são respectivamente (extrato etanólico da casca do
caule, casca da raiz, folha, madeira do caule, madeira da raiz). As letras subscritas (a

Scott-Knott (1974) , dados expressos como média ± DP (n=11), extratos a 10 mg/mL.

O estudo de inibição da HSA avaliando extratos (10mg/mL) provenientes

de folha e casca do caule de P.ramiflora mostrou que EHPF (64%) e EHPC

(57%) diminuíram significantemente com p 0.05 a hidrólise do substrato

sintético GalG2CNP pela HSA. A escolha de EHPF à EHPC se deve ao fato da

coleta da folha ser menos invasiva para a planta sem correr riscos de danificar

o caule no momento da coleta preservando o espécimen no seu habitat natural.
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Os inibidores presentes no extrato bruto de P.ramiflora podem afetar a

atividade da enzima HSA de diferentes maneiras, tais como competir com o

substrato pela ligação no sítio ativo da enzima ou por alterar irreversivelmente

as propriedades catalíticas da enzima. Resultados similares aos nossos

estudos 34 foram encontrados, como a atividade de HSA de dois extratos brutos

de plantas utilizadas popularmente no Egito como hipoglicêmicas, foi medida

através de método cinético usando GalG2CNP como substrato. Segundo esses

autores a inibição quase completa da atividade da alfa-Amilase foi obtida em

concentrações superiores a 4 mg/mL para um dos extratos e 20 mg/mL para

outro extrato das plantas investigadas. Outro estudo 44 também investigou a

atividade inibitória de HSA pelo extrato hexânico de quebra pedra Phyllanthus

amarus (planta utilizada no tratamento de diabetes na Malásia). Neste caso o

extrato a 1mg/mL com IC50 de 32 g/mL foi capaz de inibir quase 100% a

atividade de HSA. Estudos como estes apresentados aqui e de outros

utilizando extratos vegetais ainda são escassos, mas representam um grande

potencial para a descoberta de drogas dirigidas para inibição da alfa-Amilase. A

relevância destas descobertas está no possível uso como suplemento

alimentar ou mesmo terapêutico para potenciais bloqueadores da digestão de

carboidratos diminuindo a absorção de glicose a nível intestinal e

conseqüentemente reduzindo os níveis da glicemia pós-prandial. Neste

sentido, alguns estudos foram desenvolvidos com extratos de plantas avaliando

seu efeito sobre a glicemia pós-prandial a partir de inibição de enzimas

digestivas. 33,45-48

Os experimentos referentes ao fracionamento do extrato bruto EHPF de

Pouteria ramiflora foram conduzidos pelo ensaio de inibição in vitro da atividade

de HSA. Para isso foi realizado uma primeira partição líquido-líquido que

resultou em 7 frações (F1 a F7) das quais a fração F2 foi mais ativa sobre a

inibição de HSA com 72% (fração insolúvel em metanol/hexano) e as demais

frações variando a porcentagem  de inibição de HSA entre 10 a 40% (fração

solúvel em diclorometano). A fração F2 foi submetida a uma segunda partição

líquido-líquido utilizando clorofórmio, diclorometano, acetato de etila e água

) se

mostrou mais ativa com 45% de inibição sobre a atividade de HSA seguida

pela fração acetato (26%). A concentração das substâncias em cada fase está
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relacionada com o coeficiente de partição ou distribuição apresentado em cada

uma delas. Este ensaio constituiu numa etapa inicial que direcionou a etapa

subseqüente de fracionamento em coluna aberta. Este fracionamento

preliminar mostrou que os compostos do extrato EHPF responsáveis pela

inibição da atividade de HSA são substâncias polares, solúveis em água,

indicando que o fracionamento do extrato em coluna aberta seria mais efetivo,

por isso a escolha da resina Sephadex LH-20 para separação desses

compostos com base no seu peso molecular.

As 120 frações obtidas da coluna de sephadex foram agrupadas de

acordo com perfil semelhante apresentado em CCD, CLAE analítica e

submetidas ao ensaio de inibição com GalG2CNP. Os rendimentos (mg) e

inibição (%) das 15 frações agrupadas obtidas da coluna estão apresentados

na Tabela 2. As frações com maior porcentagem de inibição e com rendimento

acima de 100mg foram escolhidas para etapa posterior de isolamento dos

compostos. A revelação das placas em CCD com vanilina sulfúrica e NP/PEG

mostrou a presença de compostos fenólicos como taninos e flavonóides.

Tabela 2: Rendimento (mg) das 15 frações agrupadas provenientes do fracionamento
em coluna Sephadex LH20 do extrato EHPF de P.ramiflora e efeito inibitório destas
frações sobre a atividade da HSA (%).

Frações Rendimento (mg) Inibição -Amilase (%)
F1 (1-13) 32.6 4.66
F2 (14-21) 6.5 7.54
F3 (22-31) 34.47 9.60
F4 (32-48) 320.4 15.30
F5 (49-55) 84.6 6.93
F6 (56-66) 111.9 15.4
F7 (67-84) 374.2 23.46
F8 (85-108) 192.2 13.43
F9 (109-114) 31.8 8.43
F10 (115) 86.6 13.52
F11 (116) 230.0 49.64
F12 (117) 14.8 7.15
F13 (118) 14.3 1.76
F14 (119) 323.6 31.75
F15 (120) 916.0 31.56

Neste estudo evidências de flavonóides foi observada nas frações F6 a

F8 e F9 a F13, uma vez que as manchas nas cromatoplacas em CCD se

mostraram alaranjadas após revelação com NP/PEG (Figura 3 (a) e (b)). Estas
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frações foram reagrupadas em dois subgrupos sendo denominadas de POU1a

(F6 e F7-486.1 mg), POU1b (F8-192.2 mg) e POU2 (F9 a F13-377.5 mg) as

quais foram recromatografadas em CLAE semi-preparativa nas mesmas

condições anteriores. As frações F14 e F15 apesar de terem alto rendimento

não foram escolhidas para recromatografar por corresponderem à fração rica

em taninos de alto peso molecular visualizado em CCD.

As frações POU1a, POU1b e POU2 de EHPF submetidas a CLAE

semipreparativa tiveram suas sub-frações coletadas e reagrupadas

(denominadas de POUF) e submetidas a inibição da atividade de HSA. Os

rendimentos destas frações bem como a inibição da atividade enzimática estão

apresentados na Tabela 3. O perfil cromatográfico em CLAE semipreparativa

de POU1aF e POU1bF está representado na Figura 4.

Figura 3: Perfil cromatográfico em sílicagel das frações do EHPF provenientes da
coluna em Sephadex LH20, fase móvel BAW (n-butanol:ácido acético:água-4:1:5 v/v)
reveladas com NP/PEG (solução metanólica 1% de ácido dienilbórico-2-aminoetil-éster
e polietilenoglicol (solução etanólica 5%); em (a) frações reunidas da coluna em
sephadex LH20 (F1 a F15-linhas de 1 a 15) em (b) frações reunidas denominadas de
POU1a, POU1b e POU2 respectivamente.

(a) (b)
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Tabela 3: Rendimento (mg) e inibição (%) da atividade de HSA das sub-frações de
POU1aF, POU1bF e POU2F provenientes da cromatografia em CLAE
semipreparativa.

Frações Rendimento (mg) Inibição -Amilase (%)
POU 1aF (4-5) 5.7 11.2
POU 1aF (25-30) 51.7 20.0
POU 1aF (31-54) 15.4 9.5
POU 1bF (5) 13.4 12.4
POU 1bF (7,18-30) 10.4 16.8
POU 1bF (31-32) 2.3 15.0
POU 1bF (33-40) 5.4 6.2
POU2F (5,6) 13.4 13.3
POU2F (12-30) 8.2 8.5
POU2F (31-60) 38.4 5.6

As frações POU1a, POU1b e POU2 obtidas do fracionamento de EHPF

de P. ramiflora mostraram a presença de flavonóides. A partir da fração

POU1b (81-95)  obteve-se o composto 1 (7.0 mg) que possui tempo de

retenção de 24.05 min em CLAE analítica a 254 nm. Observa-se pelo perfil

apresentado por CCD e pelo cromatograma em CLAE analítica (Figura 4) que

este composto se encontra puro na amostra, mas devido ao seu baixo

rendimento não foi possível sua identificação pelos métodos

espectrofotométricos. O composto 2 (51.0 mg) obtido em mistura a partir da

fração POU1a (65-85) possui tempo de retenção de 23.98 min. Os resultados

do presente estudo mostraram que as frações do extrato de P.ramiflora (EHPF)

que deram origem a esses compostos inibiram a atividade enzimática em (15 e

20%). Apesar de baixo valor de inibição, esses resultados estão condizentes

com outros resultados 13 de isolamento e caracterização de um flavonóide

(aceronidina) que também mostrou baixo (34%) efeito inibitório sobre HSA,

sendo mais efetiva em inibir alfa-glicosidase (60%). A inibição de alfa-

glicosidases tem sido utilizada como alvo do controle da glicemia de diabéticos

pelo uso de medicamentos a base de acarbose.

Resultados similares aos nossos, apresentou outro trabalho 12 que

resultou no isolamento de três compostos do extrato etanólico das folhas de

Oliva europaea com atividade anti-alfa-Amilases da saliva e pâncreas sendo

que dois deles foram identificados como flavonóides (luteolina-7-O- -glicosídeo

e luteolina-4-O- -glicosídeo) e o terceiro como ácido oleanólico. Outros
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metabólitos secundários também se mostram efetivos em inibir a atividade de

alfa-Amilases, entre eles as saponinas 34 e ácido hibisco (ácidos oleanólico e

ursólico) 50 que foi efetivo em inibir alfa-Amilase Pancreática de Porco (PPA) e

esta inibição não está ligada a sua propriedade ácida. Outro estudo 44 mostrou

que ácidos triterpenóides (oleanólico e ursólico) isolados do extrato hexânico

de P. amarus inibiram significativamente a atividade de HSA.

(a)

(c)

(d)

Figura 4: Obtenção do composto (1) proveniente da fração POU1aF  e do composto 2
em mistura proveniente da fração POU1bF do EHPF de Pouteria ramiflora
provenientes da separação em CLAE semipreparativa utilizando cromatógrafo
Shimadzu SCL 10 ADVP, coluna octadecilsilano C18 fase reversa 250 x 10.0 mm, 5
µm de diâmetro, usando como eluente metanol e água com 0.01% de ácido acético
por 80 min com fluxo de 2 mL/min a 280 nm. Em (a) fração POU1aF (25-30), (b) fração
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POU1bF (31-32). (c) e (d) corresponde a CLAE analítica e espectro UV 254 nm
utilizando cromatógrafo Shimadzu SCL 10 ADVP, coluna octadecilsilano C18 fase
reversa 250 x 4.6 mm, 5 µm de diâmetro, usando como eluente metanol e água com
0.1% de ácido acético por 40 min. com fluxo de 1 mL/min a 254 nm de POU1aF (25-
30) e POU1b (31-32).

Nota-se que atualmente muitas pesquisas têm sido realizadas no sentido

de isolar e identificar no extrato bruto qual(is) substância(s) do metabolismo

secundário do vegetal são responsáveis pelo efeito biológico e ou

farmacológico das espécies medicinais a fim de elucidar o mecanismo de ação

dessas substâncias. 13,34,44,50,51 No entanto, como mostrado neste estudo a

atividade de um extrato pode ser devido a um conjunto de substâncias que são

denominadas de fitocomplexos onde mais de um composto é responsável pela

atividade. Este fato pode justificar a diminuição do efeito inibitório apresentado

pelas sub-frações das frações POU1a e POU1b as quais possuem maior

conteúdo em flavonóides purificados.

Embora tenha um crescente aumento em pesquisas com plantas

medicinais, para o gênero Pouteria encontram-se raros estudos fitoquímicos e

ensaios farmacológicos. Alguns dos dados disponíveis sobre este gênero

indicam para P. ramiflora efeitos alelopáticos atribuído a ácidos fenólicos,

terpenóides e taninos 52, efeito analgésico e antiinflamatório do extrato

etanólico da raiz 53, mas não se conhece os compostos responsáveis por esses

efeitos. Outros estudos mostram também atividade antioxidante dos extratos

brutos etanólico de P. torta e P. ramiflora 28 e efeito fotoprotetor de P. torta,

ramiflora e caimito atribuído a presença de flavonóides. Estudo realizado 51

com extratos e frações de frutos de Pouteria sapota, P.viridis e P.

campechiana, demonstrou a presença de flavonóides (dihidromiricetina e

miricitrina) e catequinas (epicatequinas, galocatequina). Os flavonóides são

compostos fenólicos de baixo peso molecular, de ocorrência bastante comum,

produzidos praticamente em todos os órgãos do vegetal. Biologicamente são

responsáveis pela proteção contra raios ultra-violeta, atração para polinizador,

ação antioxidante, efeito alelopático, proteção contra patógenos e

terapeuticamente são atribuídas ações antioxidantes, antiinflamatórias,

antivirais, antitumorais. 54

Em conclusão, este estudo investigou o potencial inibitório de extratos

de P. ramiflora sobre a atividade da alfa-Amilase Salivar Humana direcionando
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as etapas de fracionamento para o extrato mais potente. Os resultados deste

estudo mostraram que dos extratos brutos testados o EHPF causou uma

significante diminuição da atividade da enzima.  Embora o extrato bruto tenha

apresentado um forte efeito inibitório sobre HSA (64%) o mesmo não se

observa para o composto isolado (1) e o composto (2) em mistura que tiveram

seu efeito diminuído consideravelmente. Diante desses resultados pode-se

sugerir que a atividade inibitória do extrato bruto se deve a um conjunto de

substâncias ativas denominadas de fitocomplexo, que quando isoladas perdem

parte de seu efeito. Essa ação em conjunto se torna interessante do ponto de

vista farmacológico podendo utilizar na terapêutica, produtos a base de

extratos brutos que sejam eficazes sem necessitar do uso dessas substâncias

isoladas, cujos processos dispendiosos de obtenção vem muitas vezes como

valor agregado aos medicamentos comerciais.

Seção experimental
Enzima. A enzima utilizada nos ensaios de inibição foi preparada no

laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular/UFU segundo protocolo de

rotina. A alfa-Amilase Salivar Humana foi obtida a partir de um pool de saliva

de vários indivíduos saudáveis, submetida a um ciclo de congelamento e

centrifugada. O sobrenadante da saliva foi diluído em tampão 25 mM Tris-HCl

pH 8.0 contendo 10 mM de EGTA e EDTA e fracionado em coluna de

cromatografia de troca aniônica Q-Sepharose (Amersham Bioscience). A

coluna foi eluída com gradiente de NaCl (0-1 M) monitorando-se as frações a

280 nm, analisando seu perfil de proteína por eletroforese em gel de

poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE). A banda

correspondente à alfa-Amilase Salivar Humana (56 kDa) foi detectada em SDS-

PAGE e Western blot sondando o filtro de nitrocelulose com anticorpo anti-alfa-

Amilase salivar humano (Sigma). Dializou-se esta fração em 50 mM de

bicarbonato de amônio sendo posteriormente liofilizada, solubilizada em 10 mM

de tampão PBS pH 7.2 e armazenada a 20ºC para os ensaios da atividade

enzimática da alfa-Amilase Salivar Humana (HSA) e sua inibição pelos extratos

de Pouteria. Esta fração enriquecida em alfa-Amilase Salivar Humana
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apresentou atividade cinco vezes maior (4.796 U/mL) em relação à saliva bruta

(974,97 U/mL) contendo 20 µg/µL de proteína.

Substrato. Para os ensaios cinéticos de inibição utilizou-se o substrato

sintético GalG2CNP (adquirido da Biotécnica/MG). Este substrato é

cromogênico e de cadeia curta o qual não requer enzimas auxiliares para

liberar o cromóforo 2-cloro-4-nitrofenol (CNP). Este ensaio se baseia na

hidrólise do substrato (2-cloro-4-nitrofenil)- -1,4-galactopiranosilmaltosideo

(GalG2CNP) pela alfa-Amilase liberando somente dois produtos provenientes

da degradação, CNP de coloração amarela que é proporcional à atividade

enzimática e 1,4-galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2).

Coleta, preparo do material vegetal e obtenção dos extratos
brutos. O material vegetal (cascas e folhas) de Pouteria ramiflora foi coletado

na Reserva Caça e Pesca em Uberlândia/MG em maio/2006 e identificado pela

Prof. Dra. Ana Angélica Barbosa do Instituto de Biologia da UFU(Universidade

Federal de Uberlândia). Um exemplar está depositado no herbário do Instituto

de Biologia da UFU/Uberlândia (HFU) sob o n° (HUFU 45.535). As folhas foram

lavadas em água corrente, desprezando-se aquelas danificadas por patógenos

e das cascas foi retirado todo líquen. O material foi seco a sombra, temperatura

ambiente até completa desnaturação enzimática, perda de água e conseqüente

redução do volume. Posteriormente foram submetidos a moinho de facas para

redução e homogeneização do tamanho das partículas. Foram preparados

extratos aquosos por decocção e infusão (EADPC e EAIPC) da casca, infusão

da folha (EAIPF) e extratos hidroalcoólicos 1:1 por maceração de cascas e

folhas (EHPC e EHPF). Foram feitas duas extrações 1:10 (p/v) com tempo de

maceração de 48 h. Em seguida as soluções foram filtradas e centrifugadas a

2000 x g, 4°C por 20 minutos. O sobrenadante das soluções extrativas

hidroalcoólicas foram concentradas em evaporador rotatório sob pressão

reduzida e juntamente com os demais sobrenadantes foram submetidos à

liofilização a - 40°C sendo armazenados a - 20°C até o momento de sua

utilização. Os extratos etanólicos da casca do caule (EECC), casca da raiz

(EECR), folha (EEF), madeira do caule (EEMC) e extrato da madeira da raiz
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(EEMR) foram fornecidos pelo Laboratório de Farmacognosia/UNB

(Universidade de Brasília/DF) e utilizados nos ensaios de inibição da atividade

de HSA.

Avaliação da atividade inibitória in vitro dos extratos de
Pouteria ramiflora sobre a atividade da alfa-Amilase Salivar Humana
(HSA). Realizou-se ensaio cinético em microplaca utilizando como substrato

sintético o GalG2CNP. Os extratos aquosos, etanólicos e hidroalcoólicos das

cascas e folhas de Pouteria ramiflora foram solubilizados em DMSO

(dimetilsulfóxido) na concentração de 10 mg/mL e utilizados no ensaio. Utilizou-

se DMSO e enzima como controles, GalG2CNP a 2 mM recém preparado,

fração enriquecida em alfa-Amilase 1:595. A atividade da enzima foi

determinada pela medida da absorbância da mistura nos intervalos de 1,2 e 3

minutos em espectrofotômetro a 405 nm, termostatizado a 37°C. Dois tipos de

experimentos foram realizados em quadriplicata. No primeiro experimento, sem

pré incubação, 10 µL do extrato e 300 µL de GalG2CNP foram misturados. A

reação foi iniciada pela adição de 10 µL da enzima. No segundo experimento,

com pré-incubação de 10 e 30 min, 50 µL da enzima 1:595 foram pré-

incubadas com 5 µL dos extratos. A reação iniciou-se retirando-se 10 µL desta

mistura  pipetando sobre a microplaca sendo imediatamente acrescida de 300

µL de GalG2CNP. Este teste se baseia na hidrólise do substrato GalG2CNP

pela alfa-Amilase Salivar Humana liberando CNP e Gal-G2 e o aumento da

absorbância resultante por minuto está diretamente relacionado com a

atividade da alfa-Amilase. A atividade em U/mL é expressa de acordo com a

fórmula:

Atividade de -amilase U/mL ./min  x Vt x Fd 0.310 x 595

A mM x Va x Clm                12.9 x 0.01 x 0.97

onde:

Vt= volume total no ensaio (mL)

Fd= fator de diluição da enzima

A mM= absortividade milimolar (mM) do GalG2CNP , pH 6.0, 37 °C

Va= volume da amostra (mL)
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Clm =caminho da luz percorrido na microplaca (clm)

A % de atividade da enzima foi calculada pela seguinte fórmula (Ac - Ae)/Ac x

100 onde Ac é a absorbância do controle e Ae a absorbância do extrato e a

porcentagem de inibição foi obtida por diferença das atividades (U/mL) obtidas,

considerando a atividade da enzima como 100%.

Fracionamento do extrato bruto EHPF de Pouteria ramiflora
direcionado pelo ensaio de inibição in vitro da atividade de HSA.
Este ensaio foi realizado em funil de separação por partição por solventes

orgânicos de polaridade crescente, utilizando 1 g do extrato bruto hidroalcoólico

da folha (EHPF) solubilizado em 50 mL de metanol. A partição implica uma

dissolução seletiva da substância e foi realizada pela escolha de um sistema

gradiente de solventes imiscíveis como hexano, diclorometano, acetato de etila

e metanol e água. Inicialmente verteu-se no funil o solvente de menor

polaridade, hexano seguido pelos demais tendo suas respectivas frações

recolhidas, as quais foram posteriormente evaporadas sob pressão reduzida,

liofilizadas, solubilizadas em DMSO e submetidas aos ensaios de inibição da

atividade enzimática de HSA. Utilizaram-se DMSO e enzima como controles.

Foram pesados exatamente 5 g de EHPF que foi solubilizado em cerca de 14

mL de metanol (divididos em pequenas alíquotas) sendo centrifugadas cada

uma delas tendo o sobrenadante aplicado em coluna empacotada com resina

Sephadex LH-20 (210 cm x 3,3 cm) previamente equilibrada com metanol. A

coluna foi eluída com metanol seguida por acetona e água. As frações

resultantes foram analisadas por CCD (cromatografia em camada delgada) em

sílica, reveladas com iodo seguido por vanilina ácido sulfúrico sendo logo após

aquecida a 100°C e também reveladas com NP/PEG para detecção de

flavonóides. As frações com perfil cromatográfico semelhante foram reunidas,

rotaevaporadas sob pressão reduzida, liofilizadas e submetidas ao ensaio de

inibição da atividade enzimática de HSA pelo método cinético GalG2CNP.

Análise das frações de EHPF em CLAE analítica e
semipreparativa. As frações reunidas provenientes da coluna de Sephadex

foram filtradas em filtro de 13 mm 0.45 µm e tiveram seu perfil analisado por
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CLAE analítica em cromatógrafo Shimadzu SCL 10 ADVP coluna

octadecilsilano C18 fase reversa 250 x 4.6 mm, 5 µm de diâmetro, usando

como eluente metanol e água com 0.1% de ácido acético por 40 min. com fluxo

de 1 mL/min. a 280 nm. As frações que apresentaram melhor efeito inibitório

sobre a atividade de HSA e com rendimento satisfatório, tiveram seu perfil

analisado em CLAE semipreparativa (coluna cromatográfica octadecilsilano

C18 fase reversa) usando como gradiente metanol:água com ácido acético

0.01% (0 a 30%) sob fluxo de 2 mL/min a 280 nm, com tempo de análise de

170 min. visando a separação e purificação dos ativos.

Análises estatísticas. Os dados são expressos como valores de

média ± desvio padrão (DP). Comparações entre os tratamentos foram feitos

de acordo com o teste Scott-Knott (1974) com valores de p < 0.05

considerados significantes.
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