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RESUMO

O processo digestivo dos alimentos compreende um conjunto de transformacodes fisicas e
quimicas com a participagdo de enzimas digestivas (tripsina, alfa-amilases, alfa-glicosidases e
lipases) cujos produtos nutricionais podem estar relacionados a mecanismos oxidativos e
diferentes distirbios metabolicos (obesidade, diabetes e dislipidemia). Assim, a busca por
agentes inibidores dessas enzimas com a¢do antioxidante tem sido uma das estratégias para o
tratamento desses distirbios. O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos inibitorios
de extratos de Eryngium foetidum, (E)-2-dodecenal e arbutina frente a mecanismos oxidativos
e enzimas digestivas. Os extratos das folhas frescas (EFF) e secas (EFS) de E. foetidum foram
obtidos por percolacdo com etanol 100% e (E)-2-dodecenal e arbutina foram adquiridos
comercialmente. Os teores de fenodis e flavonoides totais foram determinados por
espectrofotometria. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de sequestro do radical
DPPHe, poder de redu¢do do ferro (FRAP) e co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico. O
efeito inibitorio frente as enzimas digestivas foi verificado com alfa-amilase pancreatica, alfa-
glicosidase e lipase pancreatica. Os estudos de docking molecular foram realizados entre
ligantes (E-2-dodecenal e arbutina) e enzimas digestivas. Os teores de fendis totais foram de
107,2 + 0,73 mgEAG/g (EFS) e 118,8 + 1,64 mgEAG/g (EFF), enquanto os flavonoides foram
de 7,5 +£ 0,18 mgERU/g (EFS) e 77,6 £ 0,65 mgERU/g (EFF). Usando o método do DPPHe,
EFF e arbutina apresentaram ICso de 61,54 + 0,35 e 176,30 = 1,71 pg/mL, respectivamente,
enquanto no FRAP, esses valores foram de 545,30 £ 15,01 e 231,00 £ 2,08 pg/mL,
respectivamente. EFF e arbutina com 52,69 + 2,84 e 53,38 + 3,15%, respectivamente, inibiram
a peroxidacao lipidica. Com relagdo ao efeito inibitorio, (E)-2-dodecenal (42,86 + 0,00%) e
arbutina (53,33 £ 0,95%) foram ativos contra a alfa-amilase pancreatica. EFF (79,94 + 0,81%)
inibiu a alfa-glicosidase, enquanto (E)-2-dodecenal (80,56 + 7,35%) foi ativo contra a lipase
pancredtica. O docking molecular revelou que o (E)-2-dodecenal e a arbutina interagiram com
os sitios cataliticos das enzimas, o que pode justificar a capacidade inibitoria. Portanto, os
resultados indicam que as folhas de E. foetidum, assim como o (E)-2-dodecenal e a arbutina,
apresentam potencial antioxidante e inibitério das enzimas digestivas, podendo ser agentes
promissores para o tratamento de distirbios metabolicos associados a processos oxidativos.

Palavras-chave: Eryngium foetidum. (E)-2-dodecenal. Arbutina. Inibidores de enzimas.
Antioxidantes. Docking molecular.



ABSTRACT

The digestive process of food comprises a set of physical and chemical transformations with
the participation of digestive enzymes (trypsin, alpha-amylases, alpha-glucosidases and lipases)
whose nutritional products may be related to oxidative mechanisms and different metabolic
disorders (obesity, diabetes and dyslipidemia). Thus, the search for inhibitors of these enzymes
with antioxidant action has been one of the strategies for the treatment of these disorders. The
aim of the present study was to investigate the inhibitory effects of extracts of Eryngium
foetidum, (E)-2-dodecenal and arbutin on oxidative mechanisms and digestive enzymes. Fresh
(FLE) and dried (DLE) leaf extracts of E. foetidum were obtained by percolation with 100%
ethanol and (E)-2-dodecenal and arbutin were purchased commercially. Total phenols and
flavonoids contents were determined by spectrophotometry. Antioxidant activity was evaluated
by DPPHe radical scavenging, ferric reducing antioxidant power (FRAP) and -
carotene/linoleic acid assays. The inhibitory effect against digestive enzymes was verified with
pancreatic alpha-amylase, alpha-glucosidase and pancreatic lipase. Molecular docking studies
were performed between ligands (£-2-dodecenal and arbutin) and digestive enzymes. Total
phenols contents were of 107.2 + 0.73 mgEGA/g (DLE) and 118.8 = 1.64 mgEGA/g (FLE),
while flavonoids were of 7.5 + 0.18 mgERU/g (DLE) and 77.6 + 0.65 mgERU/g (FLE). Using
the DPPH- assay, FLE and arbutin presented ICso of 61.54 = 0.35 and 176.30 + 1.71 pg/mL,
respectively, while in FRAP, these values were of 545.30 + 15.01 and 231.00 + 2.08 ug/mL,
respectively. Regarding the inhibitory effect, (E)-2-dodecenal (42.86 £ 0.00%) and arbutin
(53.33 £ 0.95%) were active against pancreatic alpha-amylase. FLE (79.94 + 0.81%) inhibited
alpha-glucosidase, while (E)-2-dodecenal (80.56 + 7.35%) was active against pancreatic lipase.
Molecular docking revealed that (E£)-2-dodecenal and arbutin interacted with the catalytic sites
of the enzymes, which may explain the inhibitory capacity. These results indicate that E.
foetidum leaves, as well as (E)-2-dodecenal and arbutin, have antioxidant potential and
inhibitory capacity against digestive enzymes, and may be promising agents for the treatment
of metabolic disorders associated with oxidative processes.

Key-words: Eryngium foetidum. (E)-2-dodecenal. Arbutin. Enzyme inhibitors. Antioxidants.
Molecular docking.
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1. INTRODUCAO

O processo digestivo consiste de um conjunto de transformacdes fisicas e quimicas que
os alimentos sofrem ao longo do trato gastrintestinal (TGI) ap6s a sua ingestdo. Os mecanismos
envolvidos na digestdo promovem a formacdo de constituintes nutricionais que, juntamente
com a agua e eletrolitos, sdo absorvidos para exercerem importantes fungdes no organismo. No
entanto, para serem absorvidos, esses constituintes sdo gerados a partir de reagdes enzimaticas
que catalisam a quebra de carboidratos, gorduras e proteinas, transformando moléculas
complexas em estruturas mais simples para serem assimiladas por nossas células. Dentre as
enzimas responsaveis pela digestao dos alimentos no TGI, a tripsina, as alfa-amilases, as alfa-
glicosidases e as lipases (gastrica e pancreatica) sao destacadas (GOODMAN, 2010).

A degradagdo do amido, por exemplo, inicia-se durante a mastigagdo pela acdo da alfa-
amilase salivar (ptialina), que hidrolisa o0 amido polimérico em oligdmeros curtos, 0s quais sdo
hidrolisados pela alfa-amilase pancreatica liberando principalmente maltose, maltotriose e
dextrinas. Por clivar apenas as ligagdes glicosidicas a-1,4 internas, essas enzimas sao
consideradas endo-hidrolases, enquanto as alfa-glicosidases, um complexo de enzimas ligadas
a borda da membrana intestinal, sio denominadas exo-hidrolases, pois hidrolisam as ligagdes
a-1,4 e a-1,6 das extremidades ndo redutoras dos oligossacarideos e dissacarideos, liberando a
glicose que sera absorvida para a circulagdo (GOODMAN, 2010). Portanto, a acdo dessas
enzimas resulta no quadro de hiperglicemia pds-prandial que, por sua vez, aumenta os riscos de
complicagdes em individuos portadores de diabetes mellitus, o que as tornam importantes alvos
de acdo de farmacos (AFOLABI, OLOYEDE, AGUNBIADE, 2018).

As lipases gastrica e pancredtica sdao as principais enzimas envolvidas no processo de
digestao dos lipidios provenientes da dieta, como o triacilglicerol. No estomago, a lipase
gastrica hidrolisa o triacilglicerol em diacilglicerol e 4cidos graxos, formando uma emulsdo.
Quando essa emulsdo atinge o intestino delgado, a lipase pancreatica hidrolisa o diacilglicerol
liberando monoacilglicerol e acidos graxos, que serdo transportados para os enterdcitos e,
posteriormente, absorvidos para a circulagdo. Na circulacdo sanguinea, os acidos graxos sao
incorporados aos quilomicrons até penetrarem nas células, onde poderdo sofrer oxidacdo para
fornecimento de energia ou ser re-esterificados em triacilglicerol para o armazenamento,
principalmente no tecido adiposo (KO et al., 2020).

Como observado, as enzimas digestivas sdo importantes ferramentas no controle
fisiologico da digestdo dos alimentos, entretanto, a ingestdo em excesso pode contribuir para o

aumento da disponibilidade de glicose e 4cidos graxos na circulagdo sanguinea. Assim, ha um
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elevado risco de desenvolvimento de sobrepeso e obesidade que, consequentemente, colaboram
para o surgimento de dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares e outros
disturbios que caracterizam a sindrome metabdlica (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al.,
2019). Isso porque, além de ser responsavel pelo armazenamento lipidico, o tecido adiposo
também exerce fungdo enddcrina por secretar na circulacdo sanguinea hormoénios, enzimas,
fatores de crescimento e citocinas, levando a um estado de inflamagao cronica de baixo grau e
resisténcia a insulina (MCARDLE et al., 2013).

Outro fator que tem uma importancia crucial na patogénese das doengas metabdlicas ¢
a producao acentuada de espécies reativas de oxigénio que, juntamente com a ineficiéncia dos
mecanismos antioxidantes, geram o estresse oxidativo. Por sua vez, o estresse oxidativo
ocasiona uma série de prejuizos ao organismo, causando a disfuncao das células f-pancreaticas
e afetando as sinalizagdes celulares, o que prejudica as vias de sinalizagdo da insulina e causa
danos ao endotélio. Consequentemente, esse estado promove a resisténcia a insulina e acelera
0 processo aterogénico, favorecendo o desenvolvimento e/ou a progressao de diabetes mellitus
tipo 2, aterosclerose e doencas cardiovasculares (AVELAR et al., 2015).

Considerando os aspectos mencionados, € possivel perceber que ha uma estreita relagao
entre os diferentes disturbios metabdlicos, cuja estratégia de tratamento tem sido o uso de
medicamentos inibidores de enzimas digestivas. Por exemplo, a acarbose, a voglibose e o
miglitol sdo fArmacos utilizados no tratamento de diabetes tipo 2 que atuam através da inibi¢ao
da alfa-glicosidase, sendo que a acarbose inibe também a alfa-amilase pancreatica JONGKEES
et al., 2017). O orlistate (tetra-hidrolipstatina), um inibidor seletivo das lipases, ¢ um farmaco
usado no tratamento da obesidade, pois impede a absor¢do de parte da gordura ingerida nas
refeicdes (GUERCIOLINI, 1997). Entretanto, efeitos adversos gastrointestinais, como
desconforto abdominal, flatuléncia e diarreia, provocados por esses inibidores tém dificultado
a adesdo ao tratamento. Desse modo, a pesquisa por produtos naturais e substancias isoladas,
capazes de inibir enzimas digestivas e com propriedade antioxidante, tem sido uma estratégia
na busca e no desenvolvimento de medicamentos promissores para o tratamento dos distirbios
relacionados a sindrome metabodlica (TEKULU, ARAYA, MENGESHA, 2019).

Dentre as espécies encontradas na biodiversidade brasileira, Eryngium foetidum
(Apiaceae) é nativa da América tropical e das Indias ocidentais, sendo utilizada na medicina
tradicional para tratamento de diabetes, hipertensdo, reumatismo, asma, malaria, doengas
venéreas, dor, envenenamento e outros. O Oleo essencial das folhas apresenta elevadas
concentragdes de aldeidos, sendo o (E)-2-dodecenal, também conhecido como “eryngial”, o

principal constituinte (PAUL, SEAFORTH, TIKASINGH, 2011). Esse composto tem sido
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relacionado a varias atividades farmacologicas, como antioxidante (THOMAS et al., 2017),
anticonvulsivante (MANVILLE, ABBOTT, 2019), antibacteriana (DANIEL-JAMBUN et al.,
2017), anti-helmintica (FORBES et al., 2014) e antileishmania (DONEGA et al., 2014). Entao,
esses dados mostram possiveis relagdes entre os constituintes de Eryngium foetidum e a sua
aplicabilidade no tratamento de distarbios metabolicos associados a processos oxidativos.

Outro constituinte proveniente de fontes naturais, a P-arbutina - ou simplesmente
arbutina - ¢ um P-glicopiranosideo de hidroquinona encontrado nas familias Asteraceae,
Lamiaceae, Apiaceae, em espécies do género Origanum (principalmente na O. majorana), nas
folhas de uva-de-urso (Arctostaphylos uva-ursi), nos mirtilos e outros. A arbutina ¢ amplamente
utilizada em produtos cosméticos para o tratamento de distirbios de hiperpigmentacgdo da pele,
como o melasma. Além disso, estudos vem relatando a sua aplicabilidade em outras patologias,
inclusive para o diabetes (SAEEDI et al., 2021). Entretanto, ensaios que investigam a relacao
entre a arbutina e o metabolismo dos carboidratos e lipidios sdo ainda escassos na literatura
cientifica.

Diante desse cenario, com a necessidade de novos principios ativos eficazes no
tratamento dos distirbios associados a sindrome metabolica, o objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos de extratos de Eryngium foetidum, (E)-2-dodecenal e arbutina frente a inibi¢ao de
mecanismos oxidativos e da atividade das enzimas alfa-amilase pancredtica, alfa-glicosidase e
lipase pancreatica. Além disso, estudos de docking molecular foram realizados com o proposito
de avaliar as afinidades de ligacdo e os perfis de interagdes intermoleculares entre os ligantes e

as enzimas em questao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DOS DISTURBIOS METABOLICOS

A sindrome metabolica ¢ um conjunto de patologias, como a obesidade central,
resisténcia a insulina, dislipidemias e hipertensao sist€émica, que favorecem o desenvolvimento
e a progressdo de doengas cardiovasculares aterosclerdticas. Entdo, explorar as relagdes
existentes entre os disturbios metabolicos que a compde permite compreender com maior
clareza a sua fisiopatologia, além de auxiliar os estudos que visam o desenvolvimento de novas

estratégias farmacologicas preventivas (HUANG, 2009).

2.1.1 Funcdes da alfa-amilase e alfa-glicosidase no metabolismo dos carboidratos

Os carboidratos sdo a classe de compostos organicos de maior ocorréncia na natureza,
abrangendo um grupo diversificado de moléculas que podem ser classificadas em
monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Como representante dos
carboidratos, o amido ¢ um componente digerivel da alimentagdo humana que proporciona a
porcentagem mais elevada de energia da dieta, constituindo cerca de 60 a 70% do total de
calorias ingeridas. Esse carboidrato ¢ um polimero formado por dois tipos de polissacarideos
de origem vegetal, a amilose e a amilopectina. A amilose ¢ um polimero linear que contém
cerca de 1.000 moléculas de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, enquanto a
amilopectina possui cerca de 100.000 moléculas de glicose unidas predominantemente por
ligacdes glicosidicas a-1,4, mas também por ligacdes a-1,6, resultando em uma estrutura

ramificada (LAPIS et al., 2017) (Figura 1).



16

Figura 1 - Diagrama das ligagdes glicosidicas de carboidratos polissacarideos e dissacarideos
hidrolisados pela alfa-amilase e alfa-glicosidase.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

As enzimas alfa-amilase salivar e pancredtica (a-1,4-glicano-4-glicano-hidrolases) (EC
3.2.1.1) pertencem a familia 13 das glicosideo-hidrolases (LO PIPARO et al., 2008). Sao
consideradas endo-hidrolases, pois clivam apenas as ligagdes glicosidicas a-1,4 internas do
amido, ignorando as ligagdes a-1,6 ¢ a-1,4 das extremidades e ramificacdes (GOODMAN,
2010), gerando dextrinas lineares e ramificadas. Nos seres humanos, as alfa-amilases sao
codificadas por cinco genes agrupados no cromossomo 1, sendo que os genes AMY 1A,
AMY 1B e AMY1C codificam a alfa-amilase salivar e, os genes AMY2A ¢ AMY2B, a alfa-
amilase pancreatica. Ambas as isoenzimas sao constituidas por 496 aminoacidos em uma tnica
cadeia polipeptidica, sendo altamente homdlogas em suas estruturas, com 97% de similaridade
na sequéncia de aminodcidos e 92% nos dominios cataliticos (LO PIPARO et al., 2008).

As alfa-glicosidases (a-D-glicosideo glico-hidrolase) pertencem ao subgrupo 1 da
familia 31 das glicosideo-hidrolases. Sdo exo-hidrolases, ou seja, enzimas que catalisam a
hidrolise das extremidades ndo redutoras. Nos mamiferos, as alfa-glicosidases sdo um
complexo formado pela sacarase-isomaltase (EC 3.2.148 e 3.2.1.10) e maltase-glicoamilase
(EC 3.2.1.20 e 3.2.1.3), sendo que ambas se encontram ligadas a membrana do epitélio do

intestino delgado (SIM et al., 2008). A maltase hidrolisa apenas as ligagcdes a-1,4 entre as
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moléculas de glicose da maltose ou das extremidades do polissacarideo, enquanto a sacarase-
isomaltase ¢ um complexo formado pela isomaltase, também denominada de dextrinase,
associada a sacarase. A isomaltase € responsavel pela hidrélise das ligagdes a-1,6 das dextrinas
e a-1,4 da maltose e maltotriose, enquanto a sacarase hidrolisa as ligagdes a-1,2 da sacarose
(glicose e frutose) (GOODMAN, 2010). Essas enzimas tém sua composi¢do e estrutura
similares, apresentando cerca de 60% de homologia (SIM et al., 2008).

Como importante carboidrato da dieta, a digestdo do amido inicia-se na boca com a ac¢ao
da alfa-amilase salivar, que catalisa a hidrélise das ligagdes glicosidicas a-1,4 internas
formando oligdbmeros curtos. Quando esses oligdmeros atingem o intestino delgado, através da
acdo da alfa-amilase pancredtica, sdo hidrolisados em malto-oligossacarideos lineares, como a
maltose e a maltotriose, e as dextrinas, que sdo estruturas ramificadas. Em seguida, as alfa-
glicosidases presentes na membrana apical dos enterdcitos realizam a hidrolise desses malto-
oligossacarideos em glicose (NICHOLS et al., 2003). A glicose, por sua vez, sera absorvida da
membrana apical para o interior do enterdcito através do cotransportador sodio-glicose
(SGLT1) e, em seguida, para a circulagdo sanguinea através do transportador de glicose 2

(GLUT2), acarretando em hiperglicemia pos-prandial (KELLETT, BROT-LAROCHE, 2005)
(Figura 2).

Figura 2 - Representagdo esquematica dos processos de digestao do amido e da absor¢do de glicose.
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2.1.2 Funcdes das lipases no metabolismo dos lipidios

O triacilglicerol ¢ o principal tipo de gordura ingerida através da alimentagdo e a
principal forma de armazenamento de lipidios no organismo. A molécula do triacilglicerol ¢
constituida por trés acidos graxos, geralmente distintos, esterificados aos grupos hidroxila da

molécula de glicerol (CAREY, SMALL, BLISS, 1983) (Figura 3).

Figura 3 - Diagrama das estruturas quimicas do glicerol, acido graxo e triacilglicerol.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases) (EC 3.1.1.3) (BOUCHAALA et al., 2015) sdo
uma familia de enzimas que atuam catalisando a hidrolise das ligagcdes éster dos
triacilgliceridios, fosfolipidios e ésteres de colesterol (WONG, SCHOTZ, 2002),
compreendendo a lipase gastrica, lipase pancreatica, lipase pancredtica relacionada a proteina
1, lipase pancredtica relacionada a proteina 2, lipase lipoproteica, lipase hepatica, lipase
endotelial e fosfatidilserina fosfolipase Al (JIN et al., 2002). A lipase gastrica também ¢
denominada de lipase acida, pois atua em um pH ideal de 4,0, sendo mais eficaz na hidrolise de
triacilglicerdis compostos por acidos graxos de cadeias médias. Entretanto, a lipase pancreatica
¢ a enzima mais importante envolvida no processo de digestdo dos lipidios (KO et al., 2020).

A digestao do triacilglicerol (TAG) inicia-se no estdmago, com a acdo da lipase géstrica
na hidrolise das ligacdes €ster gerando diacilglicerol e 4cido graxo, formando uma emulsao
grosseira. Em seguida, essa emulsdo atinge o intestino delgado onde serd ainda mais
emulsificada pelos acidos biliares, facilitando a agdo da lipase pancreética. A lipase pancreética,

entdo, promove a hidrdlise dos diacilglicerdis em monoacilglicerol e acidos graxos, que serdo
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absorvidos do limen intestinal para os enterdcitos. A absor¢do dos acidos graxos pelos
enterocitos ocorre através de dois mecanismos distintos: por difusdo passiva através da
membrana apical, quando a concentragdo no limen intestinal € superior a intracelular, ou por
outro mecanismo saturavel que provavelmente depende do transporte por proteinas, quando a
concentra¢do intracelular de acidos graxos ¢ superior a luminal (KO et al., 2020).

Ap6s a absor¢do pelos enterdcitos, os acidos graxos de cadeia curta e média (até 12
atomos de carbono) sdo transportados na corrente sanguinea pela albumina, enquanto os de
cadeia longa (acima de 12 4tomos de carbono) deverdo ser convertidos a TAG para serem
transportados por lipoproteinas (SOBCZAK, BLINDAUER, STEWART, 2019). Dentro dos
enterdcitos, os monoacilglicerdis e acidos graxos de cadeia longa sdo transportados para o
reticulo endoplasmatico, onde serdo ressintetizados em TAG através da via dos
monoacilglicerois. Neste processo, primeiramente sao formados diacilglicerdis a partir da
esterificacdo de monoacilglicerdis com acil-CoA graxo, reacao que ¢ catalisada por enzimas
monoacilglicerol aciltransferases. Em seguida, sob agdo das enzimas diacilglicerol
aciltransferases, o diacilglicerol formado ¢ esterificado com outra molécula acil-CoA,
produzindo o TAG. Apo6s esse processo de ressintese, os TAGs podem ser empacotados em
lipoproteinas, principalmente os quilomicrons, ou podem ser armazenados no citosol. Os
quilomicrons sdo secretados através da membrana basolateral dos enterocitos e irdo transportar
esses lipidios para a circulagdo através do sistema linfatico (KO et al., 2020).

A lipase lipoproteica (LPL), enzima presente em varios tipos celulares e nos capilares
sanguineos, promove a hidrolise dos TAGs transportados pelos quilomicrons e pelas
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) em 4cidos graxos que, por sua vez, irdo
penetrar nas células dos tecidos para serem oxidados para fornecimento de energia ou poderao
ser novamente re-esterificados em TAGs para armazenamento (Figura 4). Dessa forma, os
TAGs representam a principal forma de armazenamento de lipidios no organismo, sendo que,
em mamiferos, sdo estocados intracelularmente no tecido adiposo (HE et al., 2018). Dessa
forma, as lipases exercem um papel fundamental no metabolismo lipidico e podem constituir
um importante alvo molecular para potenciais fairmacos com agdo antiobesidade ou

antidislipidémico.
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Figura 4 - Representagdo esquematica do processo de digestao do triacilglicerol.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

2.1.3 Sindrome metabolica

A sindrome metabolica (SM), também conhecida como “sindrome da resisténcia a
insulina” e “sindrome X”, tem sido descrita desde 1998 pelo grupo de consulta sobre diabetes
da Organizagao Mundial da Saude (OMS). Essa sindrome consiste de um conjunto de distarbios
metabolicos que inclui obesidade central, resisténcia a insulina (diabetes mellitus tipo 2,
glicemia de jejum alterada e tolerdncia a glicose diminuida), dislipidemia aterogénica e
hipertensao arterial, estando relacionada com risco aumentado de desenvolvimento de doenga
cardiovascular aterosclerotica (ROCHLANI et al., 2017).

A patogénese da SM ¢ considerada complexa e ainda ndo estd totalmente elucidada.
Entretanto, sabe-se que fatores genéticos e um estilo de vida baseado em consumo excessivo
de calorias e auséncia de atividade fisica sdo fatores contribuintes para a adiposidade visceral,
que € mais preponderante no mecanismo de resisténcia a insulina do que a gordura subcutanea.
Isso porque a lipdlise visceral promove maior fluxo de acidos graxos livres para o figado, além
desse tipo de tecido adiposo ser mais ativo metabolicamente por secretar substancias bioativas
com maior abundancia (ROCHLANI et al., 2017).

Véarios mecanismos sdao propostos para a patogé€nese da SM, mas acredita-se que a
relac@o existente entre a resisténcia a insulina e a circulagao de acidos graxos livres desempenhe
um papel fundamental, uma vez que a resisténcia a insulina aumenta o processo de lipdlise e,
consequentemente, aumenta a circulacdo de acidos graxos livres, que estdo associados ao

aumento de triglicerideos e VLDL pelo figado (MCCRACKEN, MONAGHAN,
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SREENIVASAN, 2018). Além disso, o estresse oxidativo e a inflamagao cronica de baixo grau
também sdo considerados mecanismos potenciais, principalmente no processo aterosclerdtico
(ROCHLANT et al., 2017).

A terapia farmacoldgica da SM ¢ baseada nas patologias associadas, ja que ndo existe
um tratamento Unico. Isso requer o uso prolongado de varios medicamentos, o que se torna um
desafio para os pacientes e coloca em risco a adesdo terapéutica. Nesse sentido, ha uma

crescente busca por novos produtos terapéuticos que possam auxiliar na reducao da progressao

e dos riscos da SM (ROCHLANI et al., 2017).

2.1.4 Obesidade: mecanismos inflamatorios relacionados a resisténcia a insulina

O tecido adiposo ocorre em duas formas distintas, o tecido adiposo marrom (brown
adipose tissue [BAT]) e o tecido adiposo branco (white adipose tissue [WAT]). O BAT ¢
responsavel pela termogénese, ou seja, estd associado ao controle da temperatura corporal,
enquanto o WAT possui a tradicional funcdo de armazenamento lipidico na forma de
triacilglicerol apos excesso de energia e, inclusive, de mobilizar essas reservas para geragao de
energia em periodos de restricdo de nutrientes (MCARDLE et al., 2013). Além disso, 0 WAT
também ¢ considerado um 6rgdo enddcrino, pois secreta na circulagdo sanguinea substancias
como hormonios, enzimas, fatores de crescimento, proteinas da matriz e citocinas
(ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al., 2019).

As citocinas secretadas pelo tecido adiposo, denominadas adipocitocinas ou adipocinas,
podem ser anti-inflamatorias, que sdo mediadoras de processos fisioldgicos, ou pro-
inflamatorias, que estimulam as vias inflamatorias. A adiponectina, fator de transformacao de
crescimento beta (TGF-f), interleucinas (IL) IL-10, IL-4 e IL-13, receptor antagonista de IL-1
(IL-1Ra) e apelina, por exemplo, sdo as adipocinas anti-inflamatorias, enquanto 1L-6, IL-1,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), leptina, visfatina, resistina, angiotensina II e inibidor do
ativador de plasminogénio 1 sdo pro-inflamatérias (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al.,
2019). Dentre essas proteinas, principalmente, a IL-6, a IL-1 e o TNF-a tém sido associados
ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 e apresentam-se aumentados em pacientes com
a doenca (YANAI, YOSHIDA, 2019).

A IL-6 ¢ uma potente citocina pro-inflamatoria secretada por células do sistema
imunologico (monocitos, macrofagos e linfocitos), fibroblastos, queratindcitos, células
endoteliais, algumas células tumorais e células do WAT. Sua producdo é regulada por diferentes

fatores em células normais, como a IL-1, TNF-a, interferons, DNA ¢ RNA de virus ¢
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endotoxinas de bactérias (YAO et al., 2014). Além da modulagio do sistema imunoldgico, sua
acdo esta associada ao aumento na produgao de proteinas de fase aguda (como a proteina C
reativa), aumento de fibrinogénio (estado pré-trombotico), estimulagdo da expressdao de
moléculas de adesdo e ativagdo de vias do sistema renina-angiotensina (ROCHLANTI et al.,
2017). A IL-6 promove a fosforilagdo de serina do substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1)
e, portanto, traz impactos negativos a sinaliza¢do da insulina (MCARDLE et al., 2013).

A IL-1p, pertencente a superfamilia de IL-1, ¢ um mediador pro-inflamatoério importante
na resposta inflamatoria sist€émica. Seu precursor € biologicamente inativo, sendo que sua
ativacao e secrecdo estdo associadas principalmente as células do sistema imunolédgico, como
mondcitos, macrofagos e células dendriticas (HERNANDEZ-SANTANA et al., 2019). Seus
niveis aumentados na circulacdo estdo relacionados com maior risco de desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo 2 (MCARDLE et al., 2013).

O TNF-a ¢ uma potente citocina pro-inflamatoria, secretada por monodcitos e
macréfagos, estimulando a secre¢do de outros fatores como a IL-6 e IL-1 (MCARDLE et al.,
2013). Além disso, apresenta fun¢des complexas em processos fisioldgicos como resposta a
infeccoes e lesdes, apoptose, angiogénese e outros. Esse fator (TNF-a) também ¢ citotoxico
para células tumorais, o que confere sua propriedade antitumoral (BORST, 2004), mas provoca
fosforilacdo e inativacdo de receptores de insulina nos tecidos adiposo e muscular liso
(ROCHLANT et al., 2017). Foi o primeiro mediador associado a resisténcia a insulina induzida
pela obesidade, e também estimula a lipolise, aumentando a concentracdo de acidos graxos
livres circulantes (MCARDLE et al., 2013).

Com base nos mecanismos citados, um dos aspectos patoldgicos relacionados ao tecido
adiposo ¢ a obesidade. Essa doenca ¢ definida como a expansdo e disfuncdo dos tecidos
adiposos ocasionadas sob condi¢des positivas de energia, que estimulam os pré-adipocitos a se
diferenciar e proliferar em adipocitos maduros, levando ao aumento no nimero de células
(hiperplasia), assim como estimula o armazenamento lipidico em excesso, levando ao aumento
no tamanho das células (hipertrofia). Nesse sentido, como o tecido adiposo ¢ um oOrgao
endocrino capaz de secretar substancias regulatorias, sua expansao gera um aumento na
liberacao das citocinas pro-inflamatorias que estimulam respostas do sistema imunologico e
promovem a infiltracdo de células, como macréfagos ativos, levando a um processo de
inflamagdo cronica de baixo grau (LIU, WANG, LIN, 2019) (Figura 5). Além disso, esses
fatores pro-inflamatdrios ativam varias serina-quinases, como IkB quinase (IKK) e JNK, que
promovem a fosforilacdo dos residuos de serina na via de sinalizacdo da insulina, inclusive a

serina do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1). Consequentemente, a sinalizagdo normal
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da insulina ¢ prejudicada causando estado de resisténcia, o que favorece o desenvolvimento de

varias complicacdes, inclusive o diabetes mellitus tipo 2 (MCARDLE et al., 2013).

Figura 5 - Expansdo do tecido adiposo e infiltragdo de células do sistema imunologico.
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O tratamento da obesidade ¢ baseado principalmente na combinagdo de mudanga de
habitos alimentares e atividade fisica. Entretanto, os individuos que ndo respondem a essas
modificagdes podem necessitar de terapia farmacologica (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al.,
2019). Atualmente, estdo disponiveis os seguintes farmacos e associagdes: inibidores das
lipases gastrointestinais (orlistate e cetilistate) e supressores do apetite, como sibutramina
(inibidor da recaptagdo de serotonina e noradrenalina), liraglutida (agonista do receptor GLP-1
[glucagon-like peptide-1]), fentermina (inibidor do transportador de noradrenalina),
fentermina/topiramato (inibidor do transportador de noradrenalina e agonista receptores GABA
[acido gama-aminobutirico], respectivamente), lorcaserina (agonista de receptor 5-HT),
naltrexona/bupropiona (antagonista de receptor opidide e inibidor da recaptacdo de
noradrenalina e dopamina, respectivamente), tesofensina (inibidor da recaptagao de
noradrenalina, dopamina e serotonina) e exenatida (agonista GLP-1) (NARAYANASWAMI,
DWOSKIN, 2017).
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2.1.5 Mecanismos da resisténcia a insulina associados as dislipidemias

Os acidos graxos (AG), que sao estocados intracelularmente como TAGs, podem ser
mobilizados pelo processo de lipdlise através de uma reagdo de hidrolise (SOBCZAK,
BLINDAUER, STEWART, 2019). No entanto, a insulina, além de estimular a captagdo de
glicose pelas células e inibir a gliconeogénese, também promove a inibi¢do da lipdlise. Com
i1sso, quando ocorre a resisténcia a insulina, essa inibicdo pode ser prejudicada, gerando um
aumento de AG circulantes (ROCHLANI et al., 2017). Nas células e tecidos, o excesso de AG
ocasiona lipotoxicidade, uma vez que hd uma sobrecarga tornando-se impossiveis 0s processos
de conversio para TAG ou B-oxidacdo, o que eleva a formagdo de lipidios toxicos.
Consequentemente, hd disfun¢do mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico e geracao
de espécies reativas de oxigénio, que resultam em apoptose (principalmente de células -
pancreaticas, musculares esqueléticas e adipocitos), inflamacdo e resisténcia a insulina
(SOBCZAK, BLINDAUER, STEWART, 2019).

No figado, os AG circulantes sdo substratos para producao de TAGs (HUANG, 2009),
enquanto, em condicdes normais, grande parte da apolipoproteina B (apoB) sintetizada ¢
degradada pelo reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos. Quando os niveis de TAGs estdo
aumentados no figado, ha uma supressdo da degradagdo de apoB (HIRANO, 2018), principal
apolipoproteina presente nas particulas de VLDL, causando aumento na produ¢do de VLDL.
Deve-se considerar ainda que, através de uma via dependente da PI3-K, a insulina estd
associada a degradacao de apoB, e a sua a resisténcia estd diretamente relacionada ao aumento
na produ¢do de VLDL (HUANG, 20009).

Ainda sobre as vias do metabolismo lipidico, a LPL, que esta presente na superficie do
endotélio vascular, ¢ responsavel pela hidrélise dos TAGs transportados pelos quilomicrons e
VLDL, desempenhando um papel importante na remogao dessas particulas (HIRANO, 2018).
No entanto, a insulina é capaz de estimular a acdo da LPL e o estado de resisténcia reduz a
atividade dessa enzima, resultando em niveis elevados de quilomicrons e VLDL em individuos
com diabetes mellitus tipo 2. Dessa forma, a hipertrigliceridemia ¢ uma consequéncia tanto do
aumento da produgdo de TAGs quanto da reducao do seu catabolismo, ambos promovidos pela
resisténcia a insulina (HUANG, 2009).

Considerando as lipoproteinas, o VLDL ¢ metabolizado em particulas de LDL
denominadas “pequenas e densas” (small dense LDL [SALDL]), além das lipoproteinas
remanescentes (HUANG, 2009). Isso ocorre porque ha uma transferéncia de TAGs do VLDL

para o LDL, através da proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP), sendo que o
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LDL, rico em TAGs, sofre lipolise pela lipase hepatica tornando-se pobre em colesterol e
formando o SALDL. Em comparagdo as particulas de LDL grandes, o SALDL estd mais
fortemente associado ao desenvolvimento de aterosclerose, pois penetra mais facilmente na
parede das artérias, possui meia-vida plasmatica mais longa, menor afinidade com o receptor
de LDL e fraca resisténcia ao estresse oxidativo (HIRANO, 2018).

De forma semelhante, as particulas de HDL também recebem TAGs transferidos do
VLDL pela CETP, em troca dos ésteres de colesterol. Essa lipoproteina (HDL) é rica em TAGs,
0 que as tornam substratos para a lipase hepatica, sendo rapidamente eliminadas da circulagao
(HUANG, 2009). Com menos particulas de HDL circulantes, ha uma reducdo no transporte
reverso de colesterol dos tecidos, responsavel por prevenir o desenvolvimento de DCV
(HIRANO, 2018).

O aumento nos niveis de triglicerideos, LDL-c, VLDL-c e colesterol total e os baixos
niveis de HDL sdo os distarbios do metabolismo lipidico que caracterizam as dislipidemias
(DROZDZ et al., 2021). As dislipidemias contribuem para o acimulo de colesterol nas paredes
dos vasos sanguineos, levando ao recrutamento de células sanguineas inflamatorias, como os
macrofagos, que secretam citocinas tornando o endotélio vascular um ambiente inflamatorio.
Consequentemente, essa inflamacdo exige reparos através da formacao de placas fibrosas de
colageno, denominadas placas de ateroma, que aumentam os riscos de desenvolvimento de
outras doengas cardiovasculares, como infarto do miocardio e acidente vascular encefalico, por
exemplo (ADNAN et al., 2018).

O tratamento das dislipidemias ¢ uma abordagem crucial para a prevencao de DCV, e
engloba mudancas no estilo de vida e terapia farmacoldgica (THOMPSON, 2004). Atualmente,
as principais classes de fArmacos e suas associagdes sdo: estatinas (inibidores da 3-hidroxi-3-
metil-glutaril coenzima A [HMG-CoA] redutase), limitam a sintese de colesterol enddgeno;
fibratos ou derivados do 4cido fibrico, estimulam os receptores gama ativados por proliferador
de peroxissomo (PPAR-y), atuando no metabolismo lipidico e aumentando a atividade da LPL
(KHERA, MCGUIRE, 2005); ezetimiba (inibidor da proteina NPCL1), inibem a absor¢do
intestinal de colesterol; inibidores da PCSK9, proteina envolvida na homeostase do colesterol
pela degradacao de receptores LDL; estatina/ezetimiba; estatina/fibrato (FILIPPATOS et al.,
2017); acido nicotinico ou niacina, inibe a lip6lise (JULIUS, 2015).
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2.1.6 Diabetes Mellitus tipo 2

O diabetes mellitus (DM) ¢ um distarbio metabodlico caracterizado por concentragdes
elevadas de glicose no sangue (hiperglicemia), devido a insuficiéncia na produc¢do de insulina
pelas células B-pancreaticas e/ou deficiéncia na sua acdo (resisténcia a insulina), podendo ser
classificado em: diabetes mellitus tipo 1, ou insulino-dependente, quando ha destrui¢do das
células B-pancreaticas pelo sistema imunoldgico; diabetes mellitus tipo 2, ou ndo insulino-
dependente, quando ha deficiéncia na secre¢do ou resisténcia a insulina; diabetes gestacional,
quando a intolerancia a glicose ¢ detectada pela primeira vez no periodo gestacional (ASMAT,
ABAD, ISMAIL, 2016); e LADA (diabetes auto-imune latente do adulto), quando o DM tipo
1 se inicia na fase adulta (SCHWARTZ et al., 2017). Além disso, o diabetes insipidus ¢ uma
doenca rara causada pela diminui¢do na secrecdo ou agdo da vasopressina (hormodnio
antidiurético) que leva a excre¢do de grandes volumes de urina, concentrando a glicose no
sangue (REFARDT, WINZELER, CHRIST-CRAIN, 2020).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) ¢ caracterizado por hiperglicemia cronica como
consequéncia da resisténcia periférica a insulina, disfuncdo das células B-pancreaticas ou ambas
as situacdes (MEZA et al., 2019). Os tecidos que apresentam resisténcia a insulina de forma
mais proeminente sdo o figado, musculo esquelético e tecido adiposo (FORBES, COOPER,
2013). Como consequéncia, a captacdo e utilizacdo de glicose pelas células sdo afetadas,
resultando em aumento da lipdlise e protedlise, aumento da gliconeogénese hepatica, liberagao
de hormonios catabolicos (como glucagon, cortisol e catecolaminas), aumento na producgado de
superoxido e estresse oxidativo, aumento de disfuncdo endotelial e mitocondrial, aumento na
acidose intracelular no cérebro e danos neuronais (RASOULI et al., 2020).

Dessa forma, varias complicacdes estao associadas com o DM-2. Entre as complicagdes
metabdlicas agudas, incluem a cetoacidose diabética, devido a hiperglicemia grave, e o coma,
como consequéncia da hipoglicemia. As complicagdes de longo prazo estdo relacionadas aos
danos dos vasos sanguineos desencadeados pela hiperglicemia cronica, sendo macrovasculares
(hipertensao, doenga coronariana, ataque cardiaco, derrame, doenca vascular cerebral e doenga
vascular periférica), quando hd danos nas artérias, e microvasculares (nefropatia, retinopatia e
neuropatia), quando pequenos vasos sanguineos sao acometidos (FORBES, COOPER, 2013).

O manejo terapéutico adequado do DM-2 ¢ importante na prevencdo dessas
complicagdes (RASOULI et al., 2020). O tratamento farmacologico compreende as seguintes
classes de medicamentos: biguanidas (metformina), reduzem a produgdo hepatica de glicose e

a absorcao de glicose pelo intestino e estimula captagdo de glicose pelos tecidos; sulfoniureias
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(glibenclamida, gliclazida, glimepirida, glipizida e clorpropamida), agem diretamente nas
células B-pancredticas fechando os canais de potassio dependente de ATP e estimulando a
secrecdo de insulina; tiazolidinedionas (pioglitazona, rosiglitazona e troglitazona), sao
agonistas dos receptores PPAR-y e sensibilizam a ac¢do da insulina nos hepatécitos, adipocitos
e musculo esquelético; agonistas do receptor GLP-1 (liraglutida, exenatida e lixisenatida),
hormonio que estimula a secrecdo de insulina e inibe a secrecdo de glucagon; inibidores da
DDP-4 (dipeptidil-peptidase 4) (vildagliptina, sitagliptina, saxagliptina e linagliptina), enzima
que metaboliza o GLP-1; inibidores SGLT-2 (co-transportador sddio-glicose 2), impedem a
reabsorcao de glicose pelo SGLT-2 nos rins; inibidores da alfa-glicosidase (acarbose, voglibose
e miglitol), enzima responséavel por hidrolisar oligo e dissacarideos em glicose, promovendo a

hiperglicemia pés-prandial (WU et al., 2014).

2.1.7 Diabetes mellitus tipo 2 e estresse oxidativo

A hiperglicemia cronica, caracteristica do DM-2, intensifica ainda mais o processo de
glicagdo de moléculas como lipidios, proteinas e dcidos nucleicos, aumentando a formagao dos
produtos finais de glicacdo avancada (advanced glycation end product [AGE]). Esses
compostos sdo formados através da reacdo de Maillard, uma reagdo niao enzimatica entre
acucares redutores e residuos de amina das macromoléculas. Os AGEs ligam-se aos seus
receptores de superficie celular localizados em macrofagos e células endoteliais,
desencadeando uma cascata de reagdes que levam a producao de espécies reativas de oxigénio
(ERO), que também sao produzidos pela propria autoxidagdo da glicose. O aumento na
produgdo de ERO e a ineficiéncia de sua neutralizagdo pelo sistema antioxidante geram o
estresse oxidativo (BIGAGLI, LODOVICI, 2019).

Por outro lado, as células B-pancreaticas, quando comparadas com células de outros
tecidos, apresentam maior vulnerabilidade aos danos causados pelo estresse oxidativo, devido
a sua reduzida abundancia de enzimas do sistema de defesa antioxidante. Assim, as ERO sdo
capazes de oxidar e danificar as estruturas de lipidios, proteinas e DNA, comprometendo suas
fungdes e levando a disfuncdo e morte das células P-pancreaticas. Além dos danos as
macromoléculas, as ERO também podem afetar as vias de sinaliza¢ao da insulina, ocasionando
o estado de resisténcia. O estresse oxidativo também esta associado as complicagdes vasculares
tardias do diabetes, principalmente no DM-2. Isso porque aumenta a expressao de citocinas pro-

inflamatorias, moléculas de adesdo, fatores de crescimento, fatores pro-coagulantes e
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diminui¢do da liberagdo de 6xido nitrico, eventos que resultam na disfuncdo endotelial e,

consequentemente, complicagdes micro e macrovasculares (BIGAGLI, LODOVICI, 2019).

2.2 AGENTES OXIDANTES, ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA DE DEFESA
ANTIOXIDANTE

As espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre, principais classes de agentes
oxidantes gerados no organismo, podem se encontrar tanto na forma de radicais livres quanto
de oxidantes nao radicais. Os radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um elétron
desemparelhado, ou seja, sdo eletricamente carregados. Dessa forma, se neutralizam com outras
substancias causando a oxidacdo de substratos, sendo altamente prejudiciais para o organismo
(ALI et al., 2020).

A geracdo de radicais livres pode ocorrer através de fontes endogenas ou exogenas. A
respiragao celular nas mitocondrias, inflamacgao, infeccdo, ativagdo de células do sistema
imunoldgico, exercicios excessivos, estresse, envelhecimento, isquemia e cancer sao processos
que levam a produgdo endogena de radicais livres. Ja as fontes exdgenas sdo as exposigdes do
organismo a poluentes ambientais, metais pesados, solventes quimicos, radiagdo, alcool,
fumaca de cigarro e certos farmacos que, quando degradados ou metabolizados, geram como
subprodutos os radicais livres (PIZZINO et al., 2017).

Dentre as espécies reativas de oxigénio (ERO), destacam-se os radicais livres
superdxido (¢O7") e hidroxila (*OH) e também os oxidantes ndo radicais peroxido de hidrogénio
(H20») e acido hipocloroso (HCIO), que sao convertidos em radicais (ALI et al., 2020). As ERO
sdo produzidas, em organismos vivos, nas mitocondrias, citosol, membrana plasmatica,
peroxissomos, lisossomos e reticulo endoplasmatico, apesar de grande parte ser gerada na
cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias e através de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidases (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al., 2019). A
produgdo dessas espécies reativas pode ocorrer tanto por processos enzimaticos quanto por nao
enzimaticos (PIZZINO et al., 2017).

No processo enzimatico, o radical superoxido (¢O;’) ¢ formado através da agdo de
enzimas como a xantina oxidase ou a NADPH oxidase (ALI et al., 2020), que ¢ uma proteina
transmembrana que transfere um elétron do NADPH para o oxigénio molecular (O?)
(MOLDOGAZIEVA et al., 2020). Como o anion superdxido ¢ altamente reativo e instavel, a
enzima superoxido dismutase (SOD) realiza a sua conversao em peroxido de hidrogénio (H202)

(ALI et al., 2020). Este, por sua vez, pode ser reduzido e convertido em radical hidroxila (¢<OH)



29

através da reagiio de Fenton, em que ions metais como o Fe?" ou Cu™ atuam como catalisadores
da reacdo (PIZZINO et al., 2017). No entanto, vale lembrar que o perdxido de hidrogénio
também pode sofrer a agao das enzimas catalase ou glutationa peroxidase e ser convertido em
dgua (DROGE, 2002).

As espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo representadas principalmente pelo radical
oxido nitrico (NOe¢), que pode ser gerado por processo enzimatico, através da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) que converte o aminoacido L-arginina em *NO" e L-citrulina, ou por
processos nao enzimaticos (ALI et al., 2020). Assim, o NOe produzido pode ser convertido,
dependendo do microambiente, em varias outras ERN, como cation nitrossonio (NO™), anion

nitroxil (NO") ou peroxinitrito (ONOO) (DROGE, 2002).

2.2.1 Estresse oxidativo e agentes antioxidantes

A produgdo adequada dos agentes oxidantes e sua manuten¢do em niveis baixos sdao
essenciais para o funcionamento normal de varios processos celulares, como a imunidade e
diferenciag¢do, ativagdo de fatores transcricionais, fosforilagdo de proteinas e apoptose
(PIZZINO et al., 2017). Entretanto, quando ha um desequilibrio entre a geracao de agentes
oxidantes e a sua neutralizacao pelo sistema antioxidante endogeno, ocorre o estresse oxidativo
(MOLDOGAZIEVA et al., 2020).

O estresse oxidativo estd associado a efeitos prejudiciais ao organismo, ja que os agentes
oxidantes possuem elétrons desemparelhados e, em busca de sua estabilidade, extraem elétrons
de outras moléculas, causando danos em estruturas celulares importantes, como 4acidos
nucleicos, proteinas e lipidios (HAIDA, HAKIMAN, 2019). Dessa forma, o estresse oxidativo
tem sido relacionado ao surgimento e/ou a progressdo de varias patologias, como diabetes
mellitus tipo 2, aterosclerose, distirbios metabolicos, doengas cardiovasculares, doencgas
neurodegenerativas e cancer (PIZZINO et al., 2017).

Uma consequéncia preocupante causada pelo estresse oxidativo € o processo de
peroxidacdo lipidica. A peroxidagdo lipidica consiste de um mecanismo complexo em que
agentes oxidantes promovem a abstracdo de um atomo de hidrogénio dos &cidos graxos poli-
insaturados presentes nas membranas celulares. Assim, ocorre um rearranjo das ligagdes
insaturadas e a incorporagdo de oxigénio, levando a formacao de radicais peroxila, que irdo
abstrair atomos de hidrogénio de outros acidos graxos poli-insaturados, iniciando uma reagao
em cadeia (REPETTO, SEMPRINE, BOVERIS, 2012) (Figura 6). Dessa forma, os lipidios,

que sdao componentes essenciais das membranas celulares, sofrem danos oxidativos
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favorecendo o surgimento de patologias como diabetes, aterosclerose, cancer, doenca hepatica

e doencas neurodegenerativas, como doenga de Alzheimer e Parkinson (YIN, XU, PORTER,

2011).

Figura 6 - Peroxidacao lipidica: mecanismo da reacao.
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Fonte: Adaptado de MAFRA, ABDALLA, COZZOLINO (1999).

Em resposta ao estresse oxidativo e aos subsequentes danos as biomoléculas, o

organismo humano desenvolveu um sistema de defesa antioxidante complexo e sofisticado.

Antioxidantes sdo substancias capazes de neutralizar os agentes oxidantes, através da doacao

de um atomo de hidrogénio ou de um elétron, formando produtos com pouca ou nenhuma

toxicidade para as células (BOLIGON, MACHADO, ATHAYDE, 2014). Os agentes

antioxidantes podem ser classificados, de acordo com 0 mecanismo que atuam, em enzimaticos

ou ndo enzimaticos (HAIDA, HAKIMAN, 2019).

Alguns exemplos de antioxidantes enzimaticos sdo as enzimas superdxido dismutase

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX), enquanto a glutationa, coenzima Q10,
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vitaminas C e E, compostos fendlicos e dcido urico, por exemplo, constituem os antioxidantes
ndo enzimaticos. Além disso, os antioxidantes podem ser classificados também como primarios
e secundarios. Os antioxidantes primarios sao capazes de inibir as reagdes em cadeia que geram
os agentes oxidantes, enquanto os antioxidantes secundarios eliminam os agentes oxidantes ja
formados, através da eliminagdo do radical superdxido, conversao de peréxidos de hidrogénio
que geram radicais, quelacdo de ions metalicos, absor¢do de radiagdo ultravioleta e outros
mecanismos (MUNTEANU, APETREI, 2021; PISOSCHI et al., 2016).

A formagao de espécies reativas de oxigénio e a atuagdo de agentes antioxidantes

enzimaticos sdo mostradas na Figura 7.

Figura 7 - Esquema simplificado da formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e da atuagdo dos
agentes antioxidantes.
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O esquema demonstra a forma¢dao de ERO a partir de fontes endogenas (cadeia transportadora de
elétrons nas mitocondrias, NADPH oxidases, peroxissomos, citocromo P450, reticulo endoplasmatico,
e outras) ¢ fontes exdgenas (luz ultravioleta, radiagdo ionizante, agentes ambientais, agentes
farmacéuticos e outras). As células dispdem de um sistema antioxidante que englobam mecanismos
enzimaticos (SOD, CAT, GPX) e ndo enzimaticos (glutationa) que regula os niveis de ERO para manter
o bom funcionamento celular. Entretanto, quando ha elevagio nos niveis de ERO, ocorrem varios danos
irreversiveis as macromoléculas, como proteinas, acidos graxos poli-insaturados (Poly unsaturated fatty
acids [PUFA]) e DNA, levando ao desenvolvimento de doengas. Além disso, as concentragdes de ERO
podem afetar fungdes celulares como proliferacéo, diferenciagdo e apoptose.
Fonte: Adaptado de MILKOVIC et al. (2019).
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As principais substancias antioxidantes naturais sdo os compostos fenolicos,
metabdlitos secundarios de vegetais com grande diversidade estrutural e amplamente presentes
na alimentacdo humana. Dentre os compostos fendlicos com importante propriedade
antioxidante, destacam-se os acidos fenolicos - principalmente os derivados do acido cindmico,
como o acido cafeico, acido fertlico e 4cido rosmarinico -, os flavondides - como a quercetina
(flavonois), rutina (flavondide heterosideo), apigenina e luteolina (flavonas), catequinas
(flavanois) e vérios outros -, e os tocoferdis, como a vitamina E (GULCIN, 2012; GULCIN,
2020).

2.3 FUNDAMENTOS DOS ENSAIOS IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante das substancias pode ser avaliada através de varios métodos,
que diferem entre si com relagdo ao mecanismo de reagdo, ambiente e condi¢des da reagdo e
forma de expressar os resultados (SAK, 2014). Esses métodos se baseiam em dois mecanismos
principais: sequestro de radicais livres ou grau de inibicdo da oxidagdo. O sequestro e
eliminacdo de radicais livres pode ocorrer através da transferéncia de unico elétron ou da
transferéncia de 4&tomo de hidrogénio. Dos métodos descritos a seguir, o sequestro do radical
DPPHe baseia-se no mecanismo de transferéncia de atomo de hidrogénio, enquanto o método
do poder de reduc¢do do ferro baseia-se no mecanismo de transferéncia de elétron. O método de
co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico avalia a inibi¢do da peroxidagio lipidica (GULCIN,
2012).

O radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe¢) foi descoberto em 1922 por
Goldschmidt e Renn em trabalhos envolvendo radicais hidrazila (R,NNR¢) que, normalmente,
sdo instaveis. Ao contrario, o radical DPPHe ¢ estavel e apresenta coloragdo intensa,
caracteristicas importantes que justificam sua ampla utilizacao em solugdes, principalmente na
avalia¢do de capacidade antioxidante de substancias (FOTI, 2015). O pesquisador Blois, em
1958, pela primeira vez sugeriu a sua utilizacdo para esta finalidade (BLOIS, 1958). As
principais vantagens do método de sequestro do radical DPPHe sdo alta sensibilidade, precisao,
confiabilidade, boa reprodutibilidade e analise simples e rdpida que exige como equipamento
apenas um espectrofotdmetro padrao. Nesse sentido, trata-se de um ensaio amplamente
utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de inimeros compostos (SAK, 2014).

No método de sequestro do DPPHe, o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil que possui cor
roxa € reduzido, através da doagdo de um atomo de hidrogénio, a 1,1-difenil-2-picril-hidrazina

de cor amarela (Figura 8), na presenga de moléculas antioxidantes em solucao alcoolica
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(GULCIN, 2012). Inicialmente, para estudos com produtos naturais, a amostra ¢ diluida com o
uso de solventes organicos, como o metanol ou etanol, em tubos de ensaio. Em seguida, deve-
se adicionar o DPPHe, homogeneizar a solucao e incuba-la por 30 minutos a temperatura de 37
°C. A absorvancia ¢ mensurada através de espectrofotometro a 515 nm (HAIDA, HAKIMAN,
2019) e os resultados sdo expressos em concentragdo inibitdria 50% (ICso), que € a concentracao
de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentragdo de DPPHe, sendo que um baixo

valor de ICsp indica alto poder de atividade antioxidante (GULCIN, 2012).

Figura 8 - Mecanismo da reacdo no método do sequestro do radical DPPHe.

NO, NO,
O,N NO, O5N NO,
Ne + AH E— NH + A
|
DPPH DPPH-H

Mecanismo da reagdo no método do sequestro do radical DPPHe: o antioxidante (AH) doa um atomo de
hidrogénio para o radical DPPH, reduzindo-o para DPPH-H.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O método do poder de redugao do ferro (ferric reducing antioxidant power [FRAP])
avalia a capacidade de um agente antioxidante reduzir o complexo férrico 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) [Fe*"-(TPTZ),]*" para o complexo ferroso [Fe*"-(TPTZ).]*" (Figura 9), que
possui cor azul forte. O ensaio ¢ realizado em condi¢gdes acidas com o intuito de manter a
solubilidade do ferro (GULCIN, 2012). Entretanto, atualmente o ferricianeto de potassio
[K3Fe(CN)s] tem sido o composto férrico mais utilizado nos ensaios FRAP (MUNTEANU,
APETREI, 2021).

A vantagem do método FRAP resume-se no fato de ser uma técnica espectrofotométrica
simples, robusta e de baixo custo. Em contrapartida, a sua relevancia ¢ questionada, pois os
antioxidantes que agem por transferéncia de atomo de hidrogénio ndo sdo detectados por esse
método por ndo serem capazes de reduzir o ferro, visto que a reacao de redugdo do ensaio ocorre
por transferéncia de elétrons (BOLIGON, MACHADO, ATHAYDE, 2014). Além disso, outro
ponto questionavel é a produgio de Fe**, que é um agente pro-oxidante e pode gerar radicais

livres adicionais no meio de reagio, como *OH e H,O, (GULCIN, 2012).



34

Figura 9 - Mecanismo da reacdo no método do poder de reducdo do ferro (FRAP).

ke, + ArOH — >Fe2* +  [ArOH]"
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Mecanismo da reagdo no método do poder de redugdo ferro (FRAP): o antioxidante fenolico (ArOH)
doa um elétron para o complexo férrico [Fe**-(TPTZ),], reduzindo-o para o complexo ferroso [Fe?*-
(TPTZ)].

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O método de co-oxidacao do B-caroteno/acido linoleico tem como finalidade a avalia¢ao
da peroxidagdo lipidica (GULCIN, 2020). A técnica foi inicialmente descrita por Marco em
1968 e, em seguida, modificado por Miller em 1971 (MILLER, 1971). O 4cido linoleico ¢ um
acido graxo insaturado que, ao sofrer oxidagdo a partir de espécies reativas de oxigénio, gera
radicais livres que irdo oxidar o B-caroteno, ocorrendo descoloragao da cor amarela (HAIDA,
HAKIMAN, 2019). As vantagens dessa técnica sao a sua simplicidade e a rdpida obtencao de
resultados (MILLER, 1971).

Inicialmente, o -caroteno ¢ dissolvido em cloroférmio e, em seguida, certo volume ¢
transferido para um baldo de fundo redondo que contém 4cido linoleico purificado e
emulsificante Tween 40. A mistura ¢ submetida a rotaevaporagdo para remog¢ao do cloroférmio
e, logo apos, ¢ adicionada agua destilada oxigenada para a formagao de uma emulsdo. Por fim,
aliquotas da emulsdo aquosa sdo transferidas para uma série de tubos contendo a solugdo
etandlica antioxidante, e colocados em banho-maria a temperatura de 50 °C. As leituras sdao
realizadas com espectrofotdmetro a 470 nm, em intervalos regulares, até a descoloracao do -

caroteno (MILLER, 1971).
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2.4 FUNDAMENTOS DOS ENSAIOS IN VITRO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Os ensaios in vitro para avaliar a inibi¢ao enzimatica sdo considerados relativamente
simples. A forma ideal seria a utilizagdo de concentracdes fisiologicas de uma enzima humana
com o seu substrato real, mimetizando as condi¢des do Iimen intestinal. Entretanto, a maioria
dos estudos utilizam enzimas suinas, que correspondem de forma razodvel as humanas,
enquanto outros estudos utilizam enzimas de leveduras, que apresentam propriedades diferentes
(WILLIAMSON, 2013). Os ensaios colorimétricos sdo amplamente utilizados para avaliar a
atividade enzimatica, devido a sua praticidade e simplicidade (ZHANG et al., 2020).

Os ensaios colorimétricos que avaliam a inibicdo da alfa-amilase pancreatica
normalmente utilizam o préprio amido como substrato e o acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)
como reagente cromogénico. O amido, quando hidrolisado pela enzima, gera a maltose, um
acucar redutor que promove a redugdo do DNS para 4cido 3-amino-5-nitrosalico, um produto
de cor alaranjada cuja absorvancia pode ser mensurada no comprimento de onda de 540 nm
(MILLER, 1959). No entanto, os ensaios que avaliam a inibicao da alfa-glicosidase utilizam
como substrato o p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPG) que, apos ser hidrolisado pela
enzima, gera como produto o p-nitrofenol (pNP) que possui cor amarela (ZHANG et al., 2020).

Os ensaios colorimétricos para a inibigdo da lipase pancredtica sdo executados
utilizando como substrato o p-nitrofenilpalmitato (pNPP), que apds ser hidrolisado também
gera como produto o p-NP que sera estimado espectrofotometricamente. O protocolo original
empregava o pNPP dissolvido em isopropanol e tampao fosfato, porém, era comum se obter
uma solugdo turva que prejudicava a medi¢do espectrofotométrica. Essa turbidez poderia ser
causada pela imiscibilidade em dgua do pNPP ou dos 4cidos graxos formados apds a reagdo.
Dessa forma, para contornar esse problema, o substrato passou a ser dissolvido em Triton X-
100, um agente surfactante que promove a dispersdo dos acidos graxos formados, promovendo
uma solucao limpida (GUPTA, N., RATHI, GUPTA, R., 2002).

Além dos ensaios mencionados, os estudos de cinética também sdo importantes na
avaliacdo da inibicao de enzimas. A cinética das reagdes enzimaticas ¢ descrita por taxas que
estao relacionadas a forma com que os compostos (substratos, produtos, cofatores, inibidores)
interagem com a enzima catalisadora. Além de fatores termodindmicos e estéricos, as
concentragdes da enzima e dos compostos participantes sdo os fatores primordiais que
interferem na cinética da reagdo enzimatica, juntamente com pH, temperatura e for¢a idnica.
Isso porque as concentracdes dos participantes da reacao influenciam nas colisdes entre as suas

moléculas, ou seja, quanto maior a concentracdo, maior ¢ a probabilidade das colisdes para que
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ocorra a conversdo. A influéncia desses fatores ambientais nas reagoes enzimaticas foi uma das
descobertas mais importantes de Michaelis e Menten em 1913 (WITTIG et al., 2014).
Considerando a reacdo enzimatica descrita abaixo (Figura 10), E, S e P representam
enzima, substrato e produto, respectivamente, ¢ ES ¢ o complexo enzima-substrato
(considerado um intermedidrio reativo). A cinética de Michaelis-Menten propde que os
processos enzimaticos ocorrem em estado-estacionario, que ¢ o processo onde as taxas de
formagdo (ki) e de consumo (k2) do intermedidrio reativo sdo iguais. Dessa forma, ndo ha

alteragdo na concentragdo do complexo ES (SEIBERT, TRACY, 2014).

Figura 10 - Esquema de reag@o de tinica enzima e unico substrato.

k
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ES —2» E+P
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A equacdo de Michaelis-Menten foi proposta por Leonor Michaelis e Maud Menten
com a publicacao de seu artigo sobre cinética enzimatica na Biochemische Zeitschrift em 1913.
Desde entdo, os autores sdo considerados os fundadores da enzimologia moderna, ja que seus
experimentos serviram como um padrdo para grande parte dos estudos de cinética enzimatica
desenvolvidos no ultimo século (SCHNELL, 2014). A equacdo (Figura 11) relaciona as
concentragdes de substrato com a velocidade da reagdo, através dos parametros cinéticos de K,
€ Vmix. A constante de Michaelis-Menten (Kn) ¢ a concentracdo de substrato na qual a
velocidade da reagdo ¢ metade da maxima, possuindo unidade de concentracdo, enquanto a
Vmax € uma taxa, portanto ¢ dada em concentracao por unidade de tempo (SEIBERT, TRACY,
2014).

Figura 11 - Equag@o de Michaelis-Menten.

V= Vi [S]
K +[S]

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Os valores desses parametros podem ser determinados experimentalmente através de
um sistema in vitro. Entdo, ¢ importante determinar a linearidade em relagdo ao tempo de

incubagdo, uma vez que o valor de Vimsx € uma taxa de turnover em fungao do tempo (SEIBERT,
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TRACY, 2014). Dessa forma, inicialmente, ¢ realizada a medicao da taxa inicial de formagao
do produto em concentragdes crescentes de substrato até uma concentracdo maxima (WITTIG
et al., 2014). Em seguida, os dados sao plotados em um grafico de velocidade da reagao versus
concentracdo de substrato (Figura 12A). Com o grafico, percebe-se que as mudangas na
concentragdo de substrato resultam em um aumento proporcional na velocidade da reagdo, em
baixas concentragdes. Porém, o aumento na velocidade ¢ muito pequeno quando as
concentragdes de substrato sao maiores que K (SEIBERT, TRACY, 2014).

Para a analise dos dados, pode-se realizar a transformagdo linear da equagdo de
Michaelis-Menten para o grafico de duplo reciproco de Lineweaver-Burk (Figura 12B), onde
serdo plotados valores de 1/v no eixo das ordenadas versus 1/[S] no eixo das abscissas. Nessa
equacao transformada, a inclinacao descreve Km/Vmax € a intersec¢do com o eixo das ordenadas

descreve 1/Vmax (SEIBERT, TRACY, 2014).

Figura 12 - Grafico de Michaelis-Menten (A) e Grafico de Lineweaver-Burk (B).
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Fonte: Adaptado de SEIBERT; TRACY (2014).

2.5 ESTUDOS IN SILICO E DOCKING MOLECULAR

Os modernos métodos de quimica medicinal vém sendo cada vez mais empregados,
pelas industrias farmacéuticas baseadas em pesquisa, como ferramentas importantes para o
estudo das relagdes estrutura-atividade. O progresso desse ramo acompanhou os avangos nas
técnicas espectroscopicas de biomoléculas, como a ressonancia magnética nuclear (RMN) e a
cristalografia de raios-X, que permitiram a constru¢do de mais de 100.000 estruturas
tridimensionais de proteinas. Dessa forma, informagdes estruturais fundamentais sobre
proteinas e complexos proteina-ligante tornaram-se disponiveis. O armazenamento, a

organizagdo e a exploracdo dessas informagdes exigiram o desenvolvimento de ferramentas
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computacionais sofisticadas e robustas. Assim, a associacdo de métodos in silico e
experimentais sdo capazes de proporcionar conhecimento atualizado de aspectos
intermoleculares (FERREIRA et al., 2015).

Considerando os recentes avangos nas tecnologias computacionais e a disponibilizagdo
de dados estruturais quimicos e bioldgicos de um ntimero crescente de alvos moleculares, houve
nas ultimas décadas um aumento significativo no uso de abordagens in silico, como quimio-
informatica, modelagem molecular e inteligéncia artificial. Essas ferramentas permitem a
triagem virtual de milhdes de compostos disponiveis em bibliotecas, o que torna as buscas por
candidatos a farmacos mais promissoras, além de reduzir os custos iniciais na identificacdo de
moléculas biologicamente ativas. Atualmente, estdo disponiveis varias técnicas de modelagem
molecular para auxiliar o processo de descoberta de farmacos, sendo classificadas em
abordagens baseadas em estrutura e ligantes (PINZI, RASTELLI, 2019).

Os métodos de design de drogas baseado em estrutura (SBDD, structure-based drug
design) utilizam informagdes de estruturas tridimensionais de alvos biologicos, sendo a triagem
virtual baseada em estrutura, docking molecular e dindmica molecular as estratégias de SBDD
mais utilizadas. Além disso, os métodos de design de drogas baseado em ligantes (LBDD,
ligand-based drug design) sao uma abordagem distinta que utiliza bibliotecas de pequenas
moléculas bioativas, sendo as técnicas mais uteis a triagem virtual baseada em ligantes, busca
por similaridade, modelagem QSAR e geragdo de farmacéforo (FERREIRA et al., 2015).

E essencial nos ramos farmacéuticos de pesquisa e desenvolvimento compreender os
mecanismos através dos quais as pequenas moléculas de ligantes reconhecem e interagem com
as macromoléculas. O SBDD baseia-se na utilizagao de dados estruturais tridimensionais de
alvos macromoleculares conhecidos (também chamados de receptores) fornecidos
experimentalmente ou por modelagem computacional. Dessa forma, ¢ possivel analisar
cuidadosamente a topologia do sitio de ligagdo e propriedades eletrostaticas, como distribui¢ao
de cargas, e buscar por ligantes com propriedades estereoquimicas e eletrostaticas especificas
capazes de gerar alta afinidade de ligagcdo pelo receptor. Logo, os métodos SBDD permitem
projetar ligantes potenciais capazes de modular com eficiéncia o receptor de interesse
(FERREIRA et al., 2015).

Uma vez realizada a identificacdo do composto ativo, pode ser obtida a estrutura
tridimensional do complexo ligante-receptor, o que permite a andlise das interagdes
intermoleculares primordiais, investigacdo das conformacdes de ligacdo, caracterizacdo de
sitios de ligagdo desconhecidos, estudos mecanisticos e elucidacdo de mudancas

conformacionais induzidas pelo ligante. Assim, as atividades bioldgicas poderdo ser
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correlacionas com as informagdes estruturais, ¢ modificagdes moleculares poderdo ser
propostas com o intuito de aumentar a afinidade de novos ligantes para o sitio de ligagdo. E
extremamente importante considerar a flexibilidade do receptor no processo de modelagem,
uma vez que mudancas conformacionais podem ocorrer com a ligacdo do ligante. Nesse
sentido, a dindmica molecular e o docking flexivel sdo as técnicas que levam em consideragdo

a questdo da flexibilidade (FERREIRA et al., 2015).

2.5.1 Triagem virtual no desenvolvimento de farmacos

Na descoberta de medicamentos, a triagem computacional através de bibliotecas virtuais
de compostos com ampla diversidade quimica e estrutural para selecionar moléculas
promissoras ¢ uma das abordagens mais empregadas. Dessa forma, a triagem virtual se tornou
um método rapido e econdmico para avaliar inimeros compostos. As estratégias de triagem
virtual sdo classificadas, geralmente, em dois grupos: I) triagem virtual baseada em estrutura e
I1) baseada em ligante (FERREIRA et al., 2015).

Na triagem virtual baseada em estrutura, os compostos do banco de dados sdo acoplados
com o sitio de ligagao do alvo molecular, previamente estabelecido. Em seguida, se obtém uma
previsdo dos modos de ligagdo juntamente com uma classificagdo dos compostos de acordo
com suas afinidades, sendo que essa classificagdo pode ser o unico critério de selecdo das
moléculas promissoras ou podem-se combinar outros critérios de avaliagdo. De uma forma
geral, esse método de triagem virtual baseia-se nas etapas de preparagdo do alvo molecular,
sele¢do do banco de dados, docking molecular e anélises pos-docking (FERREIRA et al., 2015).

Virias conformagdes de um mesmo alvo molecular podem ser disponibilizadas e, caso
as conformacgdes holo e apo estejam disponiveis, ambas devem ser consideradas, j4 que as
interacdes com o ligante geram mudancas conformacionais com detalhes consideraveis. Apos
a selecdo da conformacdo mais adequada, a mesma devera ser preparada para os posteriores
estudos de docking. A etapa de preparagdo consiste em remover moléculas de dgua (exceto as
envolvidas em interagdes importantes), adicionar &tomos de hidrogénio, calcular cargas parciais
e especificar estados de protonagdo e tautomerizacao dos residuos do sitio de ligagdo. A selecao
do banco de dados também ¢ uma etapa fundamental, sendo que aqueles que oferecem grande
numero de compostos com ampla diversidade estrutural sdo os mais utilizados. Geralmente,
esses bancos de dados permitem pesquisar compostos de acordo com filtros quimicos pré-
estabelecidos. A etapa de docking molecular promove o acoplamento do ligante no sitio de

ligacdo do alvo molecular, sendo que os algoritmos de busca predizem os modos de ligagao e
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as funcdes de escore classificam os compostos de acordo com critérios de afinidade. Por fim, a
etapa de andlise pos-docking tem como objetivo decidir quais os compostos se deve priorizar
(FERREIRA et al., 2015).

A triagem virtual baseada em ligantes explora descritores moleculares provenientes de
compostos ativos ja conhecidos, que serdo utilizados como filtros nos bancos de dados para a
busca por novos compostos com certa semelhanca estrutural. Outra abordagem ¢ criar modelos
de farmacoforos a partir das caracteristicas estruturais de compostos conhecidos. Esses modelos
tridimensionais de farmaco6foros sdo uma compilagcdo das propriedades quimicas e estruturais

fundamentais para a atividade biologica (FERREIRA et al., 2015).

2.5.2 Docking molecular

Conforme ja mencionado, os métodos de design de drogas baseados em estrutura
utilizam informacdes a respeito da estrutura tridimensional do alvo molecular para a busca por
ligantes que apresentem complementariedade estrutural e eletronica. Assim, um dos métodos
in silico baseados em estrutura mais populares e bem-sucedidos € o docking molecular. O termo
docking foi empregado pela primeira vez em meados da década de 1970 e, desde entdo, provou
ser uma ferramenta importante nos processos de descoberta e desenvolvimento de fArmacos
(PINZI, RASTELLLI, 2019).

O docking molecular ¢ uma técnica computacional que possibilita a previsao das
conformagdes e orientagdes possiveis do ligante no sitio de ligacdo do alvo macromolecular,
através dos algoritmos de busca. Além disso, as fungdes de escore permitem estimar e
classificar a afinidade de uma determinada conformagao proposta. Nas tltimas décadas, varios
softwares foram desenvolvidos, sendo os mais conhecidos o AutoDock, AutoDock Vina,
DockThor, GOLD, FlexX e Molegro Virtual Docker (TORRES et al., 2019).

A primeira etapa do docking ¢ a obtengao da estrutura tridimensional do alvo molecular
que, geralmente, consiste em uma macromolécula biologica, como proteinas, DNA ou RNA. O
Protein Data Bank (PDB) ¢ uma base de dados que fornece as coordenadas atdmicas 3D das
estruturas de macromoléculas obtidas experimentalmente. Entretanto, ha casos em que a
estrutura tridimensional do alvo nao esta disponivel e, para solucionar esse problema, podem
ser utilizados métodos de predicdo computacional como a modelagem comparativa e ab initio
(TORRES et al., 2019).

A estrutura tridimensional do ligante também pode ser obtida através de bancos de dados

online de moléculas pequenas, como PubChem e ZINC. Caso ndo estejam disponiveis, as
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estruturas 2D e até mesmo representagdes mais simples, como SMILES, podem fornecer as
coordenadas atdmicas 3D. Para isso, sdo utilizados varios softwares disponiveis, como o
ChemSketch, Avogadro e Concord. Vale lembrar que, inicialmente, € necessaria a geometria
esteroquimicamente definida do ligante e o estado de protonagdo correto, uma vez que o
programa de docking ira explorar as conformagdes a partir do sitio de ligagcdo do alvo molecular
(TORRES et al., 2019).

Com relagao ao sitio de ligagao nos alvos moleculares, geralmente essa informacao esta
disponivel. Contudo, quando nao se conhece a regido de ligacdo, duas estratégias podem ser
adotadas. A primeira consiste em realizar uma busca sobre toda a estrutura do alvo através da
simulagdo de “docking cego”, o que gera um alto custo computacional. A segunda estratégia
baseia-se em prever algoritmicamente os locais de ligacdo mais provaveis através de softwares,
como o MolDock, DoGSiteScorer e Fragment Hotspot Maps (TORRES et al., 2019).

Conforme ja mencionado, os programas de docking baseiam-se em dois fatores
fundamentais: algoritmos de busca e fung¢des de escore. O algoritmo de busca cria e analisa as
conformacdes e orientagdes do ligante no sitio de ligagcao do alvo molecular, considerando graus
de liberdade roto-translacionais do ligante. Cada ligacao rotativa aumenta os graus de liberdade
do ligante e, consequentemente, aumenta as possibilidades de conformagdes. Portanto, o
tamanho geral do ligante e, principalmente, um niimero elevado de ligagdes rotativas, pode
impactar negativamente a maioria dos algoritmos, tanto com relagdo ao custo computacional
quanto a precisao do docking (TORRES et al., 2019).

As estratégias de busca podem ser classificadas em sistematicas, estocasticas e
deterministicas. Algoritmos de busca sistematicos exploram o grau de liberdade do ligante
através da construgdo incremental de fragmentos do ligante. Algoritmos estocasticos realizam
mudangas aleatorias nas ligagdes rotacionaveis, explorando varias conformagdes possiveis que,
mas ndo garantem a melhor solu¢do. Algumas simulagdes estocasticas mais comuns incluem
Monte Carlo e algoritmos evoluciondrios (incluindo algoritmos genéticos). J4 nos algoritmos
deterministicos, a estratégia mais comum ¢ a dinadmica molecular, que permite explorar a
energia livre do sistema e cada conformagao e orientacao do ligante gerada baseia-se no estado
de energia anterior, o que gera um alto custo computacional (TORRES et al., 2019).

Apds milhares de conformacgdes e orientagdes propostas para o complexo ligante-
receptor através dos algoritmos de busca, as fungdes de escore sdo aplicadas para classifica-las,
podendo se basear na energia de ligacdo, energia livre ou através de uma medida numérica
qualitativa que aproxime as energias de interagdo. As funcdes de escore podem ser classificadas

em empiricas, campos de forca e baseadas em conhecimento (TORRES et al., 2019).
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As fungdes de escore empiricas derivam-se das relagdes estrutura-atividade
quantitativas com o intuito de prever a afinidade de ligacdo de forma altamente precisa,
baseando-se em informacdes de afinidade de ligagao obtidas experimentalmente. As fungdes
de campos de for¢a consistem de um somatério das energias, sendo a energia potencial a
responsavel pelos termos ligados, como angulos e comprimentos de ligacdo, e termos ndo-
ligados, como eletrostatica e Van der Waals. Por fim, as fungdes baseadas em conhecimento
fundamentam-se nas estruturas tridimensionais do complexo ligante-alvo, determinadas
experimentalmente, para observar a frequéncia de interacdes de pares de atomos (TORRES et

al., 2019).

2.6 O GENERO ERYNGIUM L.

O género Eryngium, pertencente a familia Apiaceae, ¢ considerado o mais abundante e,
provavelmente, o mais complexo taxonomicamente, uma vez que compreende cerca de 300
espécies distribuidas em regides temperadas de todos os continentes, principalmente América
do Sul, Europa, Asia, norte da Africa e Australia. Entretanto, ha uma desigualdade na
distribuicao das espécies no globo terrestre, sendo reconhecidos dois centros de diversidade:
centro-leste da América do Sul (sul do Brasil, nordeste da Argentina e Uruguai) e centro-oeste
do México, no hemisfério ocidental; e Mediterraneo ocidental e sudoeste da Asia, no hemisfério
oriental. Além disso, cerca de dois tergos das espécies estdo localizados em continente
americano (CALVINO, MARTINEZ, DOWNIE, 2008).

As espécies de Eryngium podem ser diferenciadas facilmente daquelas pertencentes a
outros géneros da familia Apiaceae, gragas as suas inflorescéncias em capitulos e bracteas
unicas por flor. Apesar disso, trata-se de um género com caracteristicas morfoldgicas
extremamente variaveis, podendo ter plantas que sdao prostradas e apresentam apenas alguns
centimetros de comprimento, enquanto outras sdo eretas e chegam até 3 metros de altura
(CALVINO, MARTINEZ, DOWNIE, 2008).

As partes aéreas das espécies de Eryngium contém substincias como saponinas,
flavonoides e dleo essencial, enquanto partes subterraneas possuem saponinas triterpénicas,
monoterpenos, compostos fenolicos (flavonoides e acidos fenodlicos), derivados de cumarina,
6leo essencial e outros. A composic¢ao do dleo essencial € variavel dentre as espécies, sendo os
metabdlitos mais comuns germacrene D, a-pineno, cariofileno, a e B-selineno, limoneno e

outros, além de hidrocarbonetos e compostos aromaticos (ERDEM et al., 2015).
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Ao longo da historia da humanidade, plantas do género Eryngium tém sido utilizadas
para tratar dor, feridas, queimaduras, hemorréidas e doengas venéreas (LEV, 2002). No mundo
contemporaneo, sao popularmente utilizadas na culindria e para fins medicinais (ERDEM et al.,
2015), atuando como agentes anti-inflamatdrio, antitussigeno, hipoglicemiante, diurético,
afrodisiaco e para o tratamento de distirbios gastrointestinais (diarreia) e como antidoto para

venenos (MEDBOUHI et al., 2019).

2.6.1 Eryngium foetidum L. e (E)-2-dodecenal

Eryngium foetidum L. é oriunda da América tropical e das Indias Ocidentais, apesar de
ser frequentemente cultivada no sul da Asia, Africa tropical, ilhas do Pacifico e regides quentes
do sul da Europa (PAUL, SEAFORTH, TIKASINGH, 2011). No Brasil, ¢ cultivada
principalmente na regido Amazonica, sendo conhecida por varios nomes populares, como
chicéria, chicdria-do-pard, chicoria-da-amazdnia, coentrdo, coentro japonés e coentro africano.
Na culindria brasileira, ¢ utilizada como tempero de pratos a base de peixes, como o pato no
tucupi e tacacd, e também carnes, saladas e feijao (DA SILVA et al., 2016).

A hortalica comecou a ser utilizada pelos chineses no sudeste da Asia, por volta da
década de 1880, como um condimento substituto do coentro (Coriandum sativum L.) devido ao
seu cheiro pungente semelhante. Além da culindria, também ¢ um item valioso para as
industrias de perfumaria e cosmética, gracas ao seu 0leo essencial que dispde de elevado valor
econdmico. Alids, sao descritos inumeros usos tradicionais da planta, principalmente para fins
medicinais no tratamento de varias doencas como hipertensdo, diabetes, reumatismo, asma,
maldria, doencas venéreas, dor, envenenamento e outros (PAUL, SEAFORTH, TIKASINGH,
2011).

Devido a suas varias aplicagdes medicinais, E. foetidum tem sido alvo de varios estudos,
os quais confirmaram as atividades anti-inflamatéria e antioxidante (MEKHORA et al., 2012;
DAWILAI et al., 2013), anti-inflamatoéria topica (GARCIA et al., 1999), antimicrobiana contra
cepas clinicas de H. pylori (MABEKU, BILLE, NGUEPI, 2016), antiparasitaria contra o género
Leishmania (ROJAS-SILVA et al., 2014), anti-helmintica contra larvas de Strongyloides
stercoralis (FORBES et al., 2014), anticlastogénica (PROMKUM et al., 2012) e agdo
preventiva de carcinogénese colorretal (PROMTES et al., 2016).

A chicéria ¢ uma erva tropical com crescimento favordvel em altas temperaturas e
ambientes imidos, condigdes tipicas da regido amazdnica. Além disso, o seu cultivo requer

solos pouco acidos (DA SILVA etal., 2016). Com relagao a morfologia vegetal, suas raizes sao
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carnudas, as hastes sdo comumente ramificadas, as inflorescéncias sdo esbranquicadas e as
folhas sdo oblanceoladas com margens dentadas, com comprimento variando de 8 a 20
centimetros (Figura 13). A planta ¢ glabra por toda a sua extensdo e possui odor intenso e

pungente (PAUL, SEAFORTH, TIKASINGH, 2011).

Figura 13 - Morfologia foliar externa
.‘)\. & " 2

Eryngium foetidum.
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Analises fitoquimicas das folhas dessa espécie apontam a ocorréncia de flavonoides,
taninos e cumarinas, mas ndo houve relatos de alcaloides. Dessa forma, os principais
constituintes das folhas sdo triterpenoides nao ligados, a-colesterol, brassicasterol, campesterol
e estigmasterol totalizando 95%, enquanto clerosterol, -sitosterol, d-5-avenasterol, 6-(5)-24-
estigmastadienol e d-7-avenasterol se encontram na porcao restante. Além disso, as partes
aéreas de E. foetidum apresentam abundancia em calcio, ferro, caroteno, riboflavina, vitaminas
A, B e C e 6leos essenciais. Os 0leos essenciais apresentam concentragdes muito significativas
de aldeidos (os principais estao representados na figura 14), tendo como constituinte principal
0 (E)-2-dodecenal, também conhecido como “eryngial”, nome atribuido quando foi relatado

pela primeira vez (PAUL, SEAFORTH, TIKASINGH, 2011).



45

Figura 14 - Estruturas quimicas dos principais aldeidos encontrados no 6leo essencial das folhas de

Eryngium foetidum.
H (0]
H H
N
(E)-2-dodecenal 2,4,5-trimetilbenzaldeido
H
OY%/\/\/\/\/\/ °Y\/\/\/\/\/\/
H H H
(E)-2-tetradecenal tetradecanal

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O estudo realizado por Thomas et al. (2017) avaliou e comparou a composicao de dleos
essenciais das folhas, caule e raizes de E. foetidum cultivada na Nigéria. Os 0leos essenciais
foram caracterizados por elevadas concentragdes de aldeidos aromaticos e alifaticos, saturados
e insaturados. No entanto, suas composi¢des foram quali e quantitativamente distintas. No 6leo
das folhas, os constituintes majoritarios foram o (E)-2-dodecenal (28,43%) seguido por 13-
tetradecenal (27,45%), dodecanal (14,59%) e 2,4,5-trimetilbenzaldeido (10,77%); no 6leo do
caule, dodecanal (20,21%), 2,4,5-trimetilbenzaldeido (18,43%) e (E)-2-dodecenal (8,27%)
foram mais abundantes; e, no 6leo das raizes, os componentes dominantes foram o 2,4,5-
trimetilbenzaldeido (56,08%), 13-tetradecenal (9,26%) e (E)-2-dodecenal (7,65%).

Além da variagdo observada na comparacdo entre diferentes partes da planta, nota-se
também que o (E)-2-dodecenal tem sido descrito em diferentes concentragdes nos oOleos
essenciais das folhas de E. foetidum cultivadas em diferentes regidoes do mundo. Por exemplo,
o composto foi considerado componente majoritario do 6leo essencial do Vietna (45,5%)
(LECLERCQ et al., 1992), da Malasia (59,72%) (WONG et al., 1994) e de Bangladesh (37,4%)
(CHOWDHURY, NANDI, YUSUF, 2007). Porém, foi encontrado em menor concentragao
(5,67%) no ¢6leo essencial de Cuba (PINO, ROSADO, FUENTES, 1997). Em Sao Tomé e
Principe, (E)-2-dodecenal foi citado na faixa entre 15,9% a 37,5% (MARTINS et al., 2003),
enquanto na Colombia a concentragdo foi em torno de 43,96% (JARAMILLO, DUARTE,
MARTELO, 2011).
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Em E. foetidum, o (E)-2-dodecenal foi responsavel pelas atividades antioxidante
(THOMAS et al., 2017) e também anti-helmintica, devido a toxicidade aguda contra larvas
infectantes de Strongyloides stercoralis (FORBES et al., 2014). Entretanto, esse composto
também pode ser encontrado em outras espécies. Por exemplo, no extrato metanolico de
Coriandrum sativum (coentro), o (E)-2-dodecenal promoveu a abertura dos canais de potassio
voltagem dependente da subfamilia Q (KCNQ) isoforma neuronal KCNQ2/3, conferindo agao
anticonvulsivante a planta (MANVILLE, ABBOTT, 2019). No 6leo essencial das folhas de
coentro, apresentou inibicado do crescimento de promastigotas de Leishmania donovani em
culturas in vitro (DONEGA et al., 2014), enquanto no extrato hexanico das folhas de Et/lingera
coccinea, o (E)-2-dodecenal mostrou-se ativo contra cepas de bactérias gram-positivas
clinicamente relevantes, sendo o responsavel pela propriedade antimicrobiana da planta
(DANIEL-JAMBUN et al., 2017). Além disso, a presenca do aldeido foi relatada no 6leo
essencial da erva Ducrosia anethifolia, porém, em pequena concentragdo (5,9% dos compostos
oxigenados) (JANSSEN et al., 1984).

Considerando os dados relatados, estudos vém demonstrando que o “eryngial” dispde
de grande potencial para um composto de valor medicinal, sendo considerado um dos principais
candidatos a pesquisas adicionais para o desenvolvimento de medicamentos. Além disso, o (E)-
2-dodecenal possui uma estrutura quimica simples, o que favorece a sua sintese em laboratorios
para obter um farmaco potencialmente seguro e de baixo custo para aplicacdo na terapéutica

(FORBES et al., 2014).

2.7 ARBUTINA

A arbutina ¢ um glicopiranosideo de hidroquinona que apresenta dois isomeros: o-
arbutina (4-hidroxifenil-a-glicopiranosideo) e B-arbutina (4-hidroxifenil-B-glicopiranosideo),
que se distinguem pela forma como a hidroquinona se liga ao carbono anomérico da molécula
de glicose (Figura 15). A a-arbutina ndo ¢ obtida a partir de fontes naturais. Em contrapartida,
a P-arbutina - também citada somente como arbutina - ¢ encontrada em varias plantas
medicinais, como nas familias Asteraceae, Lamiaceae, Apiaceae, em espécies do género
Origanum (principalmente na O. majorana), nas folhas de uva-de-urso (4Arctostaphylos uva-

ursi), nos mirtilos e outros (SAEEDI et al., 2021).
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Figura 15 - Estruturas quimicas das isoformas da arbutina (a-arbutina e f-arbutina).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Amplamente utilizada em preparagdes cosméticas, a arbutina ¢ um agente Util no
tratamento de disturbios de hiperpigmentacao da pele, ou seja, quando ha excessiva producao
de melanina ou o seu acimulo nas camadas da pele. Esses distirbios englobam os melasmas,
hiperpigmentagao periorbital (olheiras), lentiginas, riscos de cancer de pele e outros, que podem
se desenvolver mediante a exposicdo a radiagdo ultravioleta, mediadores inflamatdrios,
distirbios hormonais, expressdo aumentada da melanogénese e outros. A propriedade
despigmentante da arbutina reside na sua capacidade inibir a enzima tirosinase, que
desempenha um papel fundamental na sintese de melanina (SAEEDI et al., 2021).

Além dos disturbios de hiperpigmentacao da pele, as formulagdes contendo arbutina
vém sendo utilizadas para tratamento de vdrias patologias, como diabetes (LV et al., 2019),
osteoporose (BONIFACIO et al., 2020), cancer (JIANG et al., 2018; SAFARI et al., 2020;
WANG et al., 2021) e infeccao do trato urindrio (MIGAS, KRAUZE-BARANOWSKA, 2015),
além de apresentar propriedades antioxidante (BONIFACIO et al., 2020), anti-inflamatéria
(LEE, KIM, 2012), antienvelhecimento (ZHOU et al., 2017), hepatoprotetora
(MIRSHAHVALAD et al., 2016) e outras.

O estudo de Takii e colaboradores (1997) investigou o efeito de varios glicosideos
fenolicos sobre a reducdo da glicose pds-prandial em camundongos. Dentre os glicosideos, a
arbutina apresentou reducdo significante da glicose pos-prandial dos animais. Os autores
sugeriram que esses glicosideos poderiam inibir o transporte de glicose ou retardar a sua
absorc¢do, sendo uteis no tratamento de individuos diabéticos. Estudos que investigam a relacao
entre a arbutina e o metabolismo dos carboidratos e lipidios sdo ainda escassos na literatura.
Nesse sentido, ¢ relevante compreender o mecanismo através do qual a arbutina pode atuar e
auxiliar na redugao dos niveis plasmaticos de glicose, tornando promissora a sua aplicabilidade

no manejo de distirbios do metabolismo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos extratos de Eryngium foetidum, do (E)-2-dodecenal e da arbutina
sobre a inibicdo de mecanismos oxidativos e da atividade de enzimas digestivas, com o intuito
de relaciond-los a prevengdo e/ou tratamento de disturbios metabolicos associados a processos

oxidativos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os extratos das folhas de E. foetidum.

e Determinar os teores de fenois totais e flavonoides totais nos extratos de E. foetidum.

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro através dos métodos de sequestro do radical DPPHe,
poder de redugdo do ferro (FRAP) e co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico.

e Auvaliar a inibi¢do in vitro das enzimas digestivas alfa-amilase pancreatica, alfa-glicosidase
e lipase pancreatica.

e Realizar estudos de docking molecular para avaliar as afinidades de ligacao, conformacdes

e interagdes intermoleculares dos ligantes com o sitio catalitico das enzimas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de Eryngium foetidum foram coletadas no Horto Medicinal da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
Uma exsicata da planta se encontra registrada no Herbario Leopoldo Krieger CESJ da UFJF,

sob tombo de numero 73211.

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Apbs a coleta, parte das folhas de E. foetidum foram submetidas a desidratagdo em estufa
e posteriormente a trituracdo, para a obten¢do do material vegetal seco, enquanto uma parte
fresca foi diretamente triturada para a aquisi¢ao do extrato. Ambos os materiais vegetais, fresco
e seco, foram submetidos ao processo de extragdao por percolagdo com etanol 100%, obtendo-
se o extrato das folhas secas (EFS) e o extrato das folhas frescas (EFF). Os extratos foram
concentrados através de evaporador rotatorio e os produtos finais foram armazenados em

dessecador contendo silica até o momento das analises.

4.3 DETERMINACAO DOS TEORES DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo dos teores de fenois totais foi realizada pelo método do Folin-Ciocalteu,
conforme o descrito por Sousa e colaboradores (2007). Inicialmente, como padrdo, foi
preparada uma solucdo de 4cido galico (Vetec®) na concentragio de 1 mg/mL em etanol. Para
a obtengdo da curva de calibragdo, essa solucdo estoque de acido galico foi submetida a

dilui¢des, em triplicatas, conforme a Tabela 1.
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Tabela 1 - Dilui¢des da solugdo estoque de acido galico para obtengdo da curva de calibragdo para
determinacdo dos teores de fenois totais.

Tubos Concentragao Solugao estoque Volume de Volume total
(ug/mL) (uL) etanol (uL) (mL)
1 200 200 800 1
2 280 280 720 1
3 360 360 640 1
4 440 440 560 1
5 520 520 480 1
6 600 600 400 1
7 680 680 320 1
8 760 760 240 1
9 840 840 160 1

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Em seguida, aliquotas de 100 pL de cada dilui¢do foram transferidas para tubos falcon,
sendo adicionados 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich®) e 6 mL de 4gua
destilada. Os tubos foram entdo submetidos a homogeneiza¢ao em vortex por 1 minuto. Logo
apos, foram adicionados 2 mL de solucao de carbonato de sddio (Na>COs3) a 15% e agitados por
mais 30 segundos. Entdo, os tubos tiveram os seus volumes ajustados para 10 mL, adicionando-
se 1,4 mL de agua destilada. Os brancos foram constituidos por 100 pL de etanol e todos os
demais reagentes. Apds 2 horas de reacdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foram
realizadas as leituras das absorvancias em espectrofotdmetro (UV-1800, SHIMADZU®) no
comprimento de onda de 760 nm. A curva de calibragdo foi construida utilizando-se as médias
das absorvancias de cada concentracdo de acido galico e, através da analise de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados, obteve-se a equagao da reta.

Para a quantificagdo dos teores de fendis totais nas amostras, foram preparadas solugdes
estoque - extratos EFS e EFF - na concentracdao de 2 mg/mL em etanol. Em seguida, as solugdes

estoque foram submetidas a dilui¢des, em triplicatas, de acordo com a Tabela 2.
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Tabela 2 - Dilui¢des das solucdes estoque dos extratos para determinacao dos teores de fendis totais.

Tubos Concentragao Solugdo estoque  Volume de etanol  Volume total
(ng/mL) (mL) (mL) (mL)
1 1200 0,6 0,4 1
2 1400 0,7 0,3 1
3 1600 0,8 0,2 1
4 1800 0,9 0,1 1
5 2000 1 0 1

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ap6s as diluigdes, aliquotas de 100 pL foram transferidas para tubos falcon, sendo que
o preparo das reagdes ¢ as leituras espectrofotométricas foram realizadas da mesma forma
descrita para o padrdo. Para a determinacdo dos teores de fendis totais, as absorvancias das
amostras foram substituidas na variavel “y” da equagao obtida para o padrao e os calculos foram
realizados, obtendo-se valores em miligramas equivalentes de 4cido galico por grama de extrato

(mgEAG/g).

4.4 DETERMINACAO DOS TEORES DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinagdo dos teores de flavonoides totais foi realizada pelo método do cloreto de
aluminio (AICl3), conforme o descrito por Sobrinho e colaboradores (2008). Inicialmente, como
padrio, foi preparada uma solugio estoque de rutina (Sigma-Aldrich®) na concentragdo de 0,5
mg/mL em etanol. Para a obten¢do da curva de calibragdo, esta solugdo estoque foi submetida
a diluigdes, em triplicatas, conforme a Tabela 3. Para isto, foram adicionados aos tubos 400 pL
de etanol, 120 pL de acido acético, 2000 pL de solugdo de piridina 20% em etanol, 500 uL de
solucdo de cloreto de aluminio (Synth®) 5% em etanol e o volume necessario de agua destilada

para completar o volume dos tubos para 5 mL.
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Tabela 3 - Dilui¢des das solucdes estoque de rutina e dos extratos para determinagao dos teores de
flavonoides totais.

Tubos  Rutina B0l o odine AlCl Agua Concentragio
wy MYy @ @y e @B emb)
1 20 400 - 120 2000 500 1960 2
2 50 400 - 120 2000 500 1930 5
3 100 400 - 120 2000 500 1880 10
4 200 400 - 120 2000 500 1780 20
5 300 400 - 120 2000 500 1680 30
6 400 400 - 120 2000 500 1580 40
7 500 400 - 120 2000 500 1480 50
8 600 400 - 120 2000 500 1380 60
Extratos - - 400 120 2000 500 1980 800
Branco - 400 - 120 2000 500 1980 -

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Apds 30 minutos de reacdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foram
realizadas as leituras as absorvancias em espectrofotdmetro (UV-1800, SHIMADZU®) no
comprimento de onda de 405 nm. Os brancos foram constituidos por etanol e todos os demais
reagentes. A curva de calibragdo foi construida utilizando-se das médias das absorvancias de
cada concentragdo de rutina e, através da andlise de regressado linear pelo método dos minimos
quadrados, obteve-se a equagdo da reta.

Para a quantificagdo dos teores de flavonoides totais nas amostras, foram preparadas
solucdes estoque - extratos EFS e EFF - na concentragcdo de 10 mg/mL em etanol. Em seguida,
as solu¢des estoque foram submetidas a diluigdes, em triplicatas, de acordo com a Tabela 3. O
preparo das reagdes e as leituras espectrofotométricas foram realizadas da mesma forma
descrita para o padrdo. Para a determinagdo dos teores de flavonoides totais, as absorvancias
das amostras foram substituidas na variavel “y” da equagao obtida para o padrao e os célculos
foram realizados, obtendo-se valores em miligramas equivalentes de rutina por grama de extrato

(mgERUY/g).

4.5 (E)-2-DODECENAL E ARBUTINA

O (E)-2-dodecenal e a arbutina (Figura 16) foram adquiridos comercialmente através da

Sigma-Aldrich®, sendo os niimeros de identificacdo e nimeros de registro do CAS (4dmerican
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Chemical Society): W240206 e 20407-84-5, para o (E)-2-dodecenal, e A4256 e 497-76-7 para

a arbutina.

Figura 16 - Estruturas quimicas do (E)-2-dodecenal e da arbutina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 Método do sequestro do radical DPPHe

A avaliagdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPHe (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) foi realizada espectrofotometricamente, conforme o descrito por
Mensor e colaboradores (2001). Inicialmente, foram preparadas solucdes estoque das amostras
- EFS, EFF, (E)-2-dodecenal e arbutina - na concentracdo de 1 mg/mL em etanol. Como
controle positivo foi utilizada uma solugio de rutina (Sigma-Aldrich®) na mesma concentragio.

A partir das solugdes estoque, foram realizadas diluicdes em etanol, conforme as tabelas a

seguir:



Tabela 4 - Dilui¢des da solucdo estoque de rutina para o método de sequestro do radical DPPHe.

Tubos Solugao estoque (uL) Concentragdo (pg/mL)

1 20 1

2 60 3

3 100 5

4 200 10
5 300 15
6 600 30
7 800 40
8 900 45
9 1.200 60

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 5 - Dilui¢des da solugdo estoque de (E)-2-dodecenal para o método de sequestro do radical

DPPHe.

Tubos Solugdo estoque (uL) Concentragdo (ng/mL)
1 100 5
2 300 15
3 500 25
4 1.000 50
5 1.500 75
6 2.000 100
7 2.500 125
8 3.000 150
9 5.000 250
10 10.000 500
11 15.000 750

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 6 - Dilui¢des das solugdes estoque da arbutina e dos extratos para o método de sequestro do

radical DPPHe.

Tubos Solugdo estoque (uL) Concentragdo (ng/mL)
1 20 1
2 100 5
3 200 10
4 350 17,5
5 500 25
6 1.000 50
7 1.500 75
8 2.500 125
9 5.000 250
10 10.000 500
11 15.000 750

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Em seguida, aliquotas de 2,5 mL de cada diluicdo foram transferidas, em triplicatas,
para tubos de ensaio e foi adicionado 1,0 mL de solu¢io de DPPHe (Sigma-Aldrich®) 0,3 mM.
Apo6s 30 minutos de reagdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foram realizadas as
leituras das absorvancias em espectrofotometro (UV-1800, SHIMADZU®) no comprimento de
onda de 515 nm. O branco das amostras e da rutina constituiu-se de 2,5 mL de suas respectivas
solugdes estoque e 1,0 mL de etanol, sendo realizado para cada uma das concentracdes
preparadas. O controle negativo foi constituido por 2,5 mL de etanol e 1,0 mL de solugdo de
DPPH?e, sendo seu branco composto somente por etanol.

Os valores de absorvancia obtidos foram utilizados para os calculos de porcentagem de

atividade antioxidante (%AA), utilizando-se a seguinte féormula:

Abs amostra — Abs branco amostra
)x 00]

OHAA =
% [(Abs controle — Abs branco controle

Onde, Abs amostra: absorvancia da amostra/rutina de determinada concentragdo; Abs branco da
amostra: absorvancia do branco da amostra/rutina de determinada concentracdo; Abs controle:

absorvancia do controle negativo; Abs branco do controle: absorvancia do branco do controle negativo.

Apds os calculos, os valores de porcentagem de atividade antioxidante foram utilizados

para a construcdo de graficos cujo eixo da abscissa corresponde a concentragdo da
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amostra/rutina e o eixo da ordenada a %AA. Através da andlise de regressdo linear pelo método
dos minimos quadrados foram determinadas as equacdes das retas, as quais foram utilizadas
para calculo da concentragdo inbitoria 50% (ICso), substituindo-se a variavel “y” da equagao
por 50.

A capacidade antioxidante da arbutina e do (E)-2-dodecenal também foi avaliada com
relacdo a cinética da reagdo com o radical DPPHe, de acordo com as categorias: cinética rapida
(tempo de reagdo menor que 30 minutos), média (tempo de reagdo entre 30 minutos e 1 hora) e
lenta (tempo de reacdo maior que 1 hora) (MISHRA, OJHA, CHAUDHURY, 2012). As
solugdes estoque das amostras (1 mg/mL) foram submetidas a diluigdes, em triplicatas, de
acordo com a tabela 7. Em seguida, 2,5 mL de cada dilui¢do foram transferidos para tubos de
ensaio, onde foi adicionado 1,0 mL da solucdo de DPPHe* 0,3 mM. As absorbancias foram
determinadas em intervalos de 15 e 30 minutos nos tempos to, tis, t30, t45, teo, t75, too, ti20, tiso,
tiso € ta10 em espectrofotometro (UV-1800, SHIMADZU®) sob comprimento de onda de 515
nm (MENSOR et al., 2001). O branco das amostras foi constituido por 2,5 mL das solugdes e
1,0 mL de etanol. Os valores de absorvincia foram utilizados para os calculos da %AA, que

foram plotados em graficos %AA versus tempo (minutos).

Tabela 7 - Dilui¢des das solucdes estoque de arbutina e (E)-2-dodecenal para cinética de reacdo com o

radical DPPHe.
Tubos Solucao estoque (L) Concentragdo (pg/mL)
1 500 25
2 1000 50
3 2500 125
4 5000 250
5 10000 500
6 15000 750

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.6.2 Método do poder de reducio do ferro (FRAP)

A avaliagdo da atividade antioxidante pelo método do poder de redugao do ferro (FRAP)
foi realizada de acordo com o descrito por Oyaizu (1986). Inicialmente, foram preparadas
solucdes estoque das amostras - EFS, EFF, arbutina e (E£)-2-dodecenal - a 1 mg/mL em metanol.

Como controle positivo foi utilizada uma solugio de rutina (Sigma-Aldrich®) na mesma
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concentragdo. Em seguida, aliquotas foram transferidas para tubos falcon, em triplicatas, para

o preparo das dilui¢cdes de acordo com as tabelas mostradas abaixo.

Tabela 8 - Diluigdes da solucdo estoque de rutina para o método de poder de redugdo do ferro.

Tubos Solucao estoque (uL) Concentragdo (pg/mL)
1 10 10
2 25 25
3 50 50
4 75 75
5 100 100
6 125 125
7 150 150
8 200 200
9 250 250
10 300 300
11 350 350
12 400 400
13 500 500
14 600 600
15 700 700

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Tabela 9 - Diluig¢des das solugdes estoque das amostras para o0 método de poder de reducgdo do ferro.

Tubos Solugdo estoque (uL.) Concentragdo (pg/mL)
1 100 100
2 200 200
3 300 300
4 400 400
5 500 500
6 600 600
7 700 700
8 800 800
9 900 900
10 1000 1000

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Aos tubos falcon, foram adicionados 2,5 mL de tampao fosfato de potassio 20 uM (pH
6,6) e 2,5 mL de solucdo de ferricianeto de potassio [K3Fe(CN)s] (Vetec®) 1% e foram
incubados em estufa a 50 °C por 20 minutos. Entao, foram adicionados 2,5 mL de solucao de
4cido tricloroacético (CCl3CO2H) (Synth®) 10% e os tubos foram submetidos a centrifugagio
a 3000 rpm por 8 minutos. Apods centrifugacdo, uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante foi
transferida para tubos de ensaio, onde foram adicionados 2,5 mL de dgua destilada e 0,5 mL de
solucdo de cloreto férrico (FeCls) (Vetec®) 0,1%. Em seguida, apés 30 minutos de reagio em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foram realizadas as leituras das absorvancias em
espectrofotometro (UV-1800, SHIMADZU®) no comprimento de onda de 700 nm. O branco
das amostras foi constituido por 1 mL de 4gua e todos os demais reagentes. Os valores de
absorvancia obtidos foram utilizados para a constru¢do de graficos cujo eixo da abscissa
correspode a concentracdo das amostras € o eixo da ordenada corresponde as absorvancias.
Através da analise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, foram obtidas as
equacdes das retas que foram utilizadas para calcular a concentragdo inibitoria de 50% (1Cso),

substituindo-se a variavel “y” da equacao por 0,5.

4.6.3 Método de co-oxidacao do B-caroteno/acido linoleico

O método de co-oxidagdo do P-caroteno/acido linoleico foi realizado conforme o
descrito por Koleva e colaboradores (2002). Inicialmente, foi preparada uma solugao de -
caroteno (Sigma-Aldrich®) na concentragio de 0,2 mg/mL em cloroférmio. Em seguida, 1,0
mL desta solucdo foi transferida para um baldo de rotaevaporagdo contendo 25 pL acido
linoléico (Sigma-Aldrich®) e 200 mg de Tween 40 (Sigma-Aldrich®). Essa mistura foi
submetida a rotaevaporagdo em banho de dgua a 40 °C durante 15 minutos, para a remogao do
cloroféormio, seguida de adigdo de 50 mL de agua destilada oxigenada, lentamente e sob
agitacao constante, para a formacgao de uma emulsao. Paralelamente, foram preparadas solugdes
das amostras - EFS, EFF, arbutina e (E)-2-dodecenal - a 250 pg/mL em etanol, e dos controles
positivos - BHT e rutina - a 25 pug/mL em etanol. Aliquotas de 375 pL das solucdes de
amostra/controle positivo foram adicionados em tubos de ensaio, em triplicatas, seguido pela
adicao de 3.125 pL da emulsdo. O controle negativo foi constituido por 375 uL de etanol e
3.125 puL da emulsdo, enquanto o branco foi constituido apenas por 3,5 mL de etanol. Por fim,
foram realizadas as leituras das absorvancias em espectrofotometro (UV-1800, SHIMADZU®)
no comprimento de onda de 492 nm nos tempos to, tis, t30, t4s, te0, t75, too € ti0s. A porcentagem

de inibicdo da peroxidacao lipidica (%) foi calculada através da formula:
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Abs controle — Abs amostra

%I=< )XlOO

Abs controle
Onde, Abs controle: absorvancia do controle no to menos a absorvancia no tjos. Abs amostra:

absorvancia da amostra no to menos a absorvancia no tjos.

Além disso, os valores de absorvancia obtidos foram utilizados para a construgcdo de
graficos absorvancia versus tempo (minutos), para visualizar o decaimento das absorvancias

em funcao do tempo, resultante da descoloragao do -caroteno.
4.7 ATIVIDADE INIBITORIA SOBRE AS ENZIMAS DIGESTIVAS

4.7.1 Ensaio de inibi¢ido da alfa-amilase pancreatica

A avaliacdo da inibi¢do da atividade da alfa-amilase pancreatica foi realizada de acordo
com o0 método espectrofotométrico proposto por Pereira e colaboradores (2011), com algumas
modificacdes. A solugdo de alfa-amilase pancredtica suina tipo VI-B (Sigma-Aldrich®) foi
preparada na concentracdo de 1 mg/mL em tampao Tris-HCI 0,05 mol/L contendo CaCl 0,01
mol/L (pH 7,0). Como substrato foi utilizada uma solu¢do de amido soltavel (Synth®) 1% (p/v).
A acarbose (Sigma-Aldrich®) na concentragio de 25 pug/mL em tampao foi utilizada como
controle positivo. As amostras foram preparadas nas seguintes concentragdes: arbutina a 75
mg/mL, (E)-2-dodecenal a 25 mg/mL e EFS e EFF a 1 mg/mL, todos solubilizados em tampao.
Aos tubos de ensaio, em triplicatas, foram adicionados 150 pL de amostra/controle e 150 pL de
enzima. Os tubos foram pré-incubados em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados aos tubos 300 pL de substrato e os mesmos foram incubados em banho-
maria a 37 °C por quatro periodos de tempo (10, 20, 30 e 40 minutos). Como reagente
cromogeénico foi utilizado o &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) (Sigma-Aldrich®), preparado em
uma solugio contendo tartarato de potassio e sodio (Synth®) e hidroxido de sodio (Synth®).
Foram adicionados aos tubos de ensaio 600 pL da solugdo de DNS antes da primeira leitura.
As leituras das absorvancias foram realizadas em espectrofotometro (UV-1800, SHIMADZU®)
no comprimento de onda de 540 nm. Os valores de absorvancias obtidos foram utilizados para
a constru¢do de graficos cujo eixo da abscissa corresponde ao tempo (minutos) e o eixo da
ordenada corresponde as absorvancias. Através da analise de regressao linear pelo método dos

minimos quadrados foram obtidas as equacdes das retas, cujos coeficientes angulares foram
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utilizados para os célculos de porcentagem de inibicdo enzimatica (%l), de acordo com a

equacao:
A-a)-(B-b)
0%l =
%l [ (A—a) x 100
(Equagdo 1)
Onde:

A: valor do coeficiente angular da leitura apenas com enzima e substrato.
a: valor do coeficiente angular da leitura apenas com substrato.
B: valor do coeficiente angular da leitura da enzima, com substrato e com amostra/controle.

b: valor do coeficiente angular do substrato com amostra/controle.

4.7.2 Ensaio de inibicao da alfa-glicosidase

A avaliacdo da inibi¢do da atividade da alfa-glicosidase foi realizada de acordo com o
método espectrofotométrico proposto por Chelladurai e Chinnachamy (2018), com algumas
modificacdes. A solucdo de alfa-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich®)
foi preparada na concentragdo de 0,1 U/mL em tampao citrato-fosfato 0,1 mol/L (pH 7,0). O
substrato p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (Carbosynth®) foi preparado a 2,5 mmol/L na
mesma solugdo tampao. As amostras - EFS, EFF, arbutina e (E)-2-dodecenal - foram preparadas
a2 mg/mL e, como controle positivo, foi utilizada uma solu¢do de acarbose (Sigma-Aldrich®)
na mesma concentracao, sendo que todas as solugdes foram preparadas em tampao citrato-
fosfato 0,1 mol/L (pH 7,0). Aos tubos de ensaio, em triplicatas, foram adicionados 350 pL de
amostra/controle e 700 puL de enzima. Os tubos foram pré-incubados em banho-maria a 37 °C
por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados aos tubos 350 uL de substrato e os mesmos
foram incubados em banho-maria a 37 °C por quatro periodos de tempo (5, 10, 15 e 20 minutos).
As leituras das absorvancias foram realizadas em espectrofotometro (UV-1800, SHIMADZU®)
no comprimento de onda de 405 nm. Os valores de absorvancias obtidos foram utilizados para
a construcdo de graficos cujo eixo da abscissa corresponde ao tempo (minutos) e o eixo da
ordenada corresponde as absorvancias. Através da andlise de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados foram obtidas as equacdes das retas, cujos coeficientes angulares foram
utilizados para os calculos de porcentagem de inibicdo enzimadtica (%l), de acordo com a

Equacao 1.
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4.7.3 Ensaio de inibi¢io da lipase pancreatica

A avaliagdo da inibi¢do da atividade da lipase pancreatica suina foi realizada de acordo
com o0 método espectrofotométrico proposto por Pereira e colaboradores (2011), com algumas
modificacdes. A solucdo de lipase pancreatica suina (Sigma-Aldrich®) foi preparada na
concentragdo de 2,5 g/L em tampao Tris-HCI 0,05 mol/L (pH 8,0) contendo CaCl; a 0,01 mol/L
e NaCl a 0,025 mol/L. Como substrato foi utilizada uma solugdo de p-nitrofenolpalmitato
(Carbosynth®) a 4 mmol/L em Triton X-100 0,5% (p/v). As solu¢des de EFS, EFF e (E)-2-
dodecenal foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em tampao, enquanto a solugdo de
arbutina foi preparada a 2 mg/mL em tampao. Como controle positivo, foi utilizada uma solugdo
de orlistate (Sigma-Aldrich®) preparada a 0,5 mg/mL em tamp3o. Aos tubos de ensaio, em
triplicatas, foram adicionados 350 pL de amostra/controle € 700 pL de enzima. Os tubos foram
pré-incubados em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. Em seguida, 350 puL de substrato foram
adicionados aos tubos que foram incubados em banho-maria a 37 °C por quatro periodos de
tempo (10, 20, 30 e¢ 40 minutos). As leituras das absorvancias foram realizadas em
espectrofotometro (UV-1800, SHIMADZU®) no comprimento de onda de 410 nm. Os valores
de absorvancias obtidos foram utilizados para a constru¢do de graficos cujo eixo da abscissa
corresponde ao tempo (minutos) e o eixo da ordenada corresponde as absorvancias. Através da
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados foram obtidas as equagdes das
retas, cujos coeficientes angulares foram utilizados para os calculos de porcentagem de inibigao

enzimatica (%), de acordo com a Equacao 1.

4.8 DOCKING MOLECULAR

Os estudos in silico foram realizados com o intuito de analisar as afinidades de ligacao,
conformacdes e interagdes intermoleculares entre as substancias (E)-2-dodecenal e arbutina e

as enzimas digestivas (alfa-amilase pancreatica, alfa-glicosidase e lipase pancreatica).

4.8.1 Obtencao das estruturas tridimensionais dos ligantes

As estruturas bidimensionais dos ligantes foram desenhadas através do programa
MarvinSketch 20.17 (CHEMAXON, 2020), enquanto as tridimensionais foram geradas pela

funcdo Clean in 3D, que calcula as coordenadas tridimensionais para as moléculas. Em seguida,
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para obten¢do de estruturas energeticamente mais estaveis, estas foram submetidas a otimizagao
geométrica no programa Avogadro 1.2.0 (HANWELL et al., 2012) com aplicagdo do campo de
forga MMFF94s. Os arquivos foram salvos em formato *.pdb. No programa AutoDock Tools
1.5.6 (ADT, 2020), foram atribuidas as cargas para cada a&tomo dos ligantes e feita a conversao

de formato dos arquivos de *.pdb para *.pdbqt.

4.8.2 Obtencao das estruturas tridimensionais das enzimas

As coordenadas cristalograficas das estruturas tridimensionais das proteinas foram
obtidas do Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/), um banco de dados publico que
disponibiliza as coordenadas atomicas e outras informacgdes que descrevem macromoléculas
importantes. As estruturas utilizadas foram: PDBid: 1XDO0 (LI et al., 2005) para a alfa-amilase
pancreatica; PDBid: 3TOP (REN et al.,, 2011) para a alfa-glicosidase; e PDBid: 1LPB
(EGLOFF et al., 1995) para a lipase pancreatica.

4.8.3 Preparacio das enzimas e execucio do docking molecular

O programa AutoDock Tools 1.5.6 (ADT, 2020) foi utilizado para a preparagcdo das
proteinas, etapa na qual foram removidas as moléculas de agua e adicionados dtomos de
hidrogénio e cargas elétricas para cada atomo. Em seguida, foi realizada a conversao do formato
dos arquivos de *.pdb para o formato *.pdbqt que, além de informagdes estruturais, também
indica as cargas elétricas de cada a&tomo que constitui a molécula (Q) e os tipos € nimeros de
tor¢oes (T). Além disso, o programa também foi utilizado para definir as coordenadas do Grid
Box, que sdo caixas de simulacio que representam a regido no espago tridimensional onde serao
feitas as tentativas de acoplamento e, portanto, deverdo acomodar inteiramente o sitio catalitico
da enzima. Em seguida, foi criado o arquivo de texto *conf.txt contendo as informagdes do

Grid Box, conforme o descrito a seguir:

e Alfa-amilase pancreatica (PDBid: 1XDO0)
Organismo: Homo sapiens
Ligante cristalografico: pentassacarideo derivado da acarbose (PDBid: ARE)

Dimensdes: 26x26x26, pontos espagados de 1A.
Coordenadas: X:10.441, Y:15.880, Z:40.721
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e Maltase-Glicoamilase subunidade C-terminal (PDBid: 3TOP)
Organismo: Homo sapiens
Ligante cristalografico: acarbose (PDBid: PRD_900007)
Dimensdes: 28x34x24, pontos espacados de 1A.
Coordenadas: X: -53.337; Y: 9.738; Z: -64.733

e Lipase pancreatica complexada com colipase (PDBid: 1LPB)
Organismo: Homo sapiens (lipase), Sus scrofa (colipase)
Ligante cristalografico: acido metoxiundecilfosfinico (PDBid: MUP)
Dimensdes: 22x22x22, pontos espacados de 1A.
Coordenadas: X: 9.819; Y: 23.490; Z: 50.867

O programa AutoDock Vina 1.1.2 (TROTT, OLSON, 2010) foi utilizado para a
execucao do docking molecular e os resultados obtidos foram analisados através do programa

Discovery Studio v20.1.0.19295 2020 (BIOVIA, 2020).

4.8.4 Validacao de protocolos pelo método de redocking

Antes da execucao do docking molecular com os ligantes, foram realizadas as validagdes
dos protocolos de docking pelo método de redocking, que consiste em remover o ligante do
complexo cristalografico e redoca-lo no sitio catalitico da enzima. Os protocolos foram
considerados validados quando se obteve valores de root-mean-square deviation (RMSD)

menores que 2,0 A.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram demonstrados através da média + desvio padrdo (D.P.M.) ou erro
padrdao médio (E.P.M.). Andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey ou Student—
Newman—Keuls como post-hoc foi utilizada para medir o grau de significancia para p < 0,05.
O teste t foi aplicado para comparar as médias dos teores de fendis totais e flavonoides totais.

Para as analises estatisticas, foi utilizado o programa GraphPad Prism®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DOS TEORES DE FENOIS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os teores de fendis totais nos extratos etanolicos de E. foetidum (EFS e EFF) foram
obtidos por meio da equagdo da reta de calibragao do acido galico (Figura 17A). Apos a andlise
de regressdo linear, obteve-se a equagdo da reta (y = 0,1265x - 0,2372) e o coeficiente de
determinagdo (R?=0,9926). A partir dessa equacao e a substitui¢ao dos valores de absorvancia
das amostras na variavel “y”, obteve-se a concentragao inicial (valor de x) seguida do teor em
mg/g equivalentes ao 4cido géalico. Da mesma forma, os teores de flavonoides totais foram
obtidos usando a equagdo da reta de calibragdo da rutina (Figura 17B; y = 0,0236x - 0,0088;

coeficiente de determinacio R? = 0,9997), sendo os resultados expressos em mg/g equivalentes

a rutina.
Figura 17 - Curva de calibragdo do acido galico (A) e da rutina (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Os extratos de E. foetidum produziram teores de fendis totais de 107,2 = 0,73 mgEAG/g
(EFS) e 118,8 + 1,64 mgEAG/g (EFF), enquanto os teores de flavonoides foram de 7,5 + 0,18
mgERU/g (EFS) e 77,6 + 0,65 mgERU/g (EFF) (Tabela 10).

Tabela 10 - Teores de fendis totais, equivalentes a mg/g de acido galico, e flavonoides, equivalentes a
mg/g de rutina dos extratos de E. foetidum.

Extratos Fendis totais (mgEAG/g) Flavonoéides (mgERU/g)
EFS 107,2 £ 0,73%%* 7,5 £0,18%**
EFF 118,8 £ 1,64%* 77,6 = 0,65%**

Os valores correspondem a média + erro padrdo (n = 3). Apos aplicagdo do teste t, as médias sdo
diferentes entre si (**p < 0,01; ***p <0, 001).
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Diferentes extratos das folhas de E. foetidum exibiram presenca de fenois, flavonoides,
saponinas, taninos, antocianinas, esterodis, triterpendides e antraquinonas, sugerindo que essa
planta pode ser uma fonte promissora de compostos bioativos com potencial terapéutico
(ASHWATY, SAJ, 2014; MALIK et al., 2016). Malik e colaboradores (2016) mostraram que
os teores de fenois totais variaram conforme o extrato: metandlico (50,23 + 0,89 mg/g
equivalente ao acido galico); etandlico (55,34 + 0,43 mg/g equivalente ao acido galico); e
aquoso (21,74 £ 0,57 mg/g equivalente ao acido galico). Nos mesmos extratos, os teores de
flavonoides totais equivalentes a quercetina (mg/g), foram: metandlico (77,24 + 0,67); etandlico
(85,02 + 1,57); aquoso (35,58 £ 1,67). Considerando os dados de Malik et al. (2016), os
resultados do presente estudo apontaram teores de fenois totais mais elevados, enquanto o teor
de flavonoides no EFF foi equivalente aquele encontrado no extrato metandlico.

Diante dos resultados (Tabela 10), observa-se que existe uma variagao nos teores de
fenois e flavonoides totais, assim como, quando comparados com os dados da literatura
(MALIK et al., 2016). Na verdade, existem distintos fatores que podem influenciar na variagao
de constituintes fenolicos, dentre eles, destaca-se a época de coleta, que pode alterar na
qualidade e, consequentemente, no valor terapéutico de plantas medicinais e preparagdes
fitoterapicas. Fatores como temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, altitude e poluicao atmosférica, entre outros, podem também afetar o contetido final
de metabolitos secundarios em plantas medicinais (GOBBO-NETO, LOPES, 2007; MACEDO
et al., 2013). Entretanto, a secagem das folhas de E. foetidum, provavelmente, foi o fator que
mais contribuiu com a diferenca dos teores de fendis totais e, principalmente, flavonoides totais.

Dentre os compostos fendlicos, o acido clorogénico (4327 png/g) foi o principal
constituinte encontrado por Leitdo e colaboradores (2020) nas folhas de E. foetidum da
Amazonia. Esses autores também mostraram que a luteina (205 pg/g, base seca) e o B-caroteno
(161 pg/g, base seca) foram os principais carotenoides encontrados. Os flavonoides sdo
considerados os principais constituintes do género Eryngium, sendo que ja foram isolados e
identificados flavanonas e flavonois, como glicosideos de quercetina e kaempferol com uma ou

duas cadeias de oligossacarideo (WANG et al., 2012).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Considerando que os ensaios de determinagdo dos teores de fendis e flavonoides totais
apontaram a presenca de compostos fendlicos nos extratos de E. foetidum, constituintes que sao

conhecidos por suas propriedades antioxidantes, EFS e EFF, assim como o (E)-2-dodecenal e
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a arbutina, foram avaliados com relag@o a atividade antioxidante através de ensaios in vitro
pelos métodos do sequestro do radical DPPHe, poder de redugado do ferro (FRAP) e co-oxidagao

do B-caroteno/acido linoleico.

5.2.1 Avaliacio da atividade antioxidante pelos métodos do sequestro do radical DPPHe e

poder de reducio do ferro (FRAP)

O potencial antioxidante frente a inibicao do radical livre DPPHe de EFS, EFF, (E)-2-
dodecenal, arbutina e do controle positivo (rutina) estdo apresentados na tabela 11 na forma de
ICso (concentragao inibitoria de 50%). Os valores de ICsode EFS e EFF foram de 416,50 + 0,63
pg/mL e 61,54 £ 0,35 pg/mL, respectivamente. O (E)-2-dodecenal ndo foi efetivo nas
concentragoes testadas (ICso > 750 pg/mL), enquanto a arbutina apresentou ICso de 176,30 +
1,71 pg/mL. Como controle positivo, a rutina foi efetiva em inibir o DPPHe.

Considerando o método de poder de redugdo do ferro (FRAP), EFF apresentou um ICs
igual a 545,30 + 15,01 pg/mL, enquanto o EFS ndo foi efetivo nas concentracdes testadas (ICso
> 1000 pg/mL). Novamente, o (E)-2-dodecenal ndo foi capaz de reduzir os ions ferro (ICso >
1000 pg/mL), mas a arbutina produziu um valor de ICso igual a 231,00 £ 2,08 pg/mL. Como o
esperado, a rutina reduziu os ions ferro com ICsp de 89,04 = 0,17 ug/mL, sendo bem efetiva

(Tabela 11).

Tabela 11 - Atividade antioxidante pelos métodos do sequestro do radical DPPHe e poder de reducao
do ferro (FRAP).

Amostras 1Cso (ug/mL)

DPPH FRAP
Rutina 19,11 £0,19 89,04 +£0,17
EFS 416,50 £ 0,63 > 1000
EFF 61,54 + 0,35 545,30 + 15,01
(E)-2-Dodecenal > 750 > 1000
Arbutina 176,30 + 1,71 231,00 + 2,08

Os valores representam média = Erro padrdo (n = 3). As médias s@o diferentes entre si apos Analise de
variancia seguido do teste de Tukey para p < 0,001.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Visto que o (E)-2-dodecenal ndo se mostrou eficaz no método de sequestro do radical
DPPHe, foi realizado o estudo de cinética da reacdo com o intuito de avaliar o comportamento
da substancia no decorrer do tempo (minutos). A cinética de reacdo com a arbutina também foi
realizada por critérios de comparagdo. A arbutina apresentou cinética média, visto que o tempo

de reacao com o radical DPPHe foi entre 30 minutos e 1 hora, sendo o percentual de inibi¢ao
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acima de 50% a partir da concentracdo de 125 pg/mL (Figura 18A), o que esta de acordo com
0 ICso de 176,30 = 1,71 pg/mL (Tabela 11). Como observado na Figura 18B, mesmo na
concentragdo de 750 pg/mL, o percentual de inibicao do radical DPPHe pelo (E)-2-dodecenal
foi abaixo de 20%, mostrando que nio esta ocorrendo reagdo junto ao radical livre. E possivel

que essa reagdo seja muito lenta em concentragdes acima de 750 pg/mL.

Figura 18 - Cinética de reacdo da arbutina (A) e do (E)-2-dodecenal (B) no método de sequestro do
radical DPPHe.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Por apresentar valor de ICso maior que as concentragdes testadas, ¢ provavel que o (E)-
2-dodecenal ndo seja o responsavel pela agao antioxidante observada com EFS e EFF, mesmo
porque nenhum estudo de atividade antioxidante dessa substancia foi relatado na literatura.
Entretanto, torna-se evidente que EFF possui uma capacidade inibitoria maior que EFS frente
ao radical DPPHe e ao FRAP, o que possivelmente estd relacionado aos teores de fenois e
flavonoides totais mostrados na Tabela 10. Compostos fenolicos, como os flavonoéides, sao bem
conhecidos como poderosos agentes antioxidantes em estudos in vitro e in vivo, sendo que essa

atividade reside em sua capacidade de doar um atomo de hidrogénio ou um elétron e, dessa
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forma, neutralizar radicais livres e impedir a oxidacdo de estruturas celulares importantes
(FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008). Além disso, esses compostos naturais t€m sido
estudados por seus efeitos benéficos na saude e em diversas patologias, como diabetes, doengas
cardiovasculares, doengas neurodegenerativas e cancer (HRELIA, ANGELONI, 2020).

A propriedade antioxidante de E. foetidum foi demonstrada em diversos estudos usando
extratos, 6leos essenciais e substancias isoladas. No estudo de Ashwaty e Saj (2014), o extrato
metanolico de E. foetidum, nas concentracdoes de 10, 50 e 100 pg/mL, exibiu atividade
antioxidante superior ao extrato cloroférmico e ao acido ascorbico (padrao), atingindo quase
100% de inibicao frente ao radical DPPHe. Os autores ainda relataram que o extrato metanolico
também demonstrou capacidade antioxidante significativamente maior em comparac¢do ao BHT
(butil-hidroxitolueno) e ao extrato cloroférmico no ensaio FRAP (ASHWATY, SAJ, 2014).

O extrato metanolico das folhas de E. foetidum também foi capaz de capturar DPPHe no
estudo de Leitdo et al. (2020), com porcentagem de inibicdo de 91,60 + 0,45% do radical na
concentragdo testada de 0,06 pg/g. Singh et al. (2013) relataram um valor semelhante (92,7%),
mas superior ao descrito por Singh et al. (2011), que foi de 73,93% de inibi¢do do radical
DPPHe. Além disso, o estudo realizado por Dalukdeniya e Rathnayaka (2017) mostrou que o
extrato metanolico apresentou um valor de ICso igual a 272,43 pg/mL, sendo que a
concentracdo de 2000 pg/mL produziu cerca de 88% de inibi¢do frente ao DPPHe.

O estudo realizado por Thomas e seus colaboradores (2017) avaliou a composi¢dao
quimica e a propriedade antioxidante de 6leos essenciais das folhas, caule e raiz de E. foetidum
proveniente da Nigéria. Os resultados mostraram que os 6leos das folhas, caule e raiz
apresentaram, respectivamente, 56,76% (ICso = 56 pg/mL), 78,08% (ICso = 46 pg/mL) e
67,53% (ICso = 54,5 ng/mL) de inibi¢do do radical DPPHe, frente a 90,79% de inibi¢do pelo
acido ascorbico (substancia de referéncia). A composicao quimica do 6leo essencial do caule,
que mostrou-se mais eficaz, apontou aldeidos como dodecanal (20,21%), 2.4,5-
trimetilbenzaldeido (18,43%) e (E)-2-dodecenal (8,27%) como compostos majoritarios, além
de compostos oxigenados que ndo estavam presentes nos outros 6leos, como 2,4,6-trimetilfenol,
2-undecanol, 1-undecanol, 1-dodecanol e (E)-2-dodecen-1-ol. No ensaio FRAP, o oleo
essencial das folhas apresentou maior potencial redutor, sendo os seus principais constituintes
0 (E)-2-dodecenal (28,43%), 13-tetradecenal (27,45%), dodecanal (14,59%) e 2.4,5-
trimetilbenzaldeido (10,77%).

De forma semelhante, outro estudo avaliou o 6leo essencial das folhas de E. foetidum
da Colombia, que apresentou 80,39% de inibig¢do frente ao radical DPPHe, em comparagdo a

96,4% do acido ascorbico. O perfil cromatografico do 6leo demonstrou a presenga de 2-
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dodecen-1-al (43,96 %), 5-dodeceno (30,15 %), tetradecanal (5,28 %), tetradecenal (5,41 %),
3,4,5-trimetilfenol (3,08 %) e 2.4,6-trimetilbenzaldeido (2,24 %) como constituintes
majoritarios (JARAMILLO, DUARTE, MARTELO, 2011). Quando avaliado isoladamente no
presente estudo, o (E)-2-dodecenal ndo se mostrou capaz de inibir o radical DPPHe no ensaio
in vitro, o que sugere que a propriedade antioxidante de 6leos essenciais de E. foetidum pode
ser atribuida a um efeito sinérgico dos varios compostos aldeidicos presentes nas folhas da
planta.

A atividade antioxidante da arbutina foi descrita por Takebayashi e seus colaboradores
(2010), que demonstraram que essa substancia reagiu lenta e continuamente com o radical
DPPHe, o que resultou numa fraca capacidade na eliminagao desse radical. Em contrapartida,
os resultados do presente estudo apontam que, mesmo com valor de ICso maior do que a rutina
(controle positivo), a arbutina apresenta propriedade antioxidante por ser capaz de inibir o

radical DPPHe e também reduzir os ions ferro (Tabela 11).

5.2.2 Atividade antioxidante pelo método de co-oxidacao do B-caroteno/acido linoleico

A capacidade de inibi¢do da peroxida¢do lipidica por extratos de E. foetidum, (E)-2-
dodecenal e arbutina, avaliada através do método de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico,
ainda ndo se encontra descrita na literatura. Os resultados do presente estudo apontam que a
arbutina e o EFF produziram inibicdes estatisticamente iguais (p < 0,001) de 53,38 +3,15% e
52,69 + 2,84%, respectivamente, sendo mais efetivos que a rutina (32,69 + 2,11%), porém,
menos efetivos que o antioxidante sintético BHT (86,21 + 2,10%) (Tabela 12). Nessa tabela,
fica evidenciado que o (E)-2-dodecenal, composto encontrado em E. foetidum, apresentou uma
inibicao de 37,25 + 5,05% estatisticamente igual a rutina, enquanto o EFS nao foi eficiente em

inibir a peroxidagao lipidica.
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Tabela 12 - Inibi¢do da peroxidagao lipidica pelo método de co-oxidagdo do B-caroteno/acido

linoleico.

Amostras /Controles % Inibicao da peroxidagdo lipidica
Rutina 32,69 £2,11%

BHT 86,21 £2,10

EFS 5,67+0,71

EFF 52,69 £ 2,84°
(E)-2-Dodecenal 37,25 £5,05?

Arbutina 53,38 +3,15"

Os valores representam média + erro padrao (n = 3). Letras iguais na mesma coluna, as médias nao
diferem entre si ap6s analise de variancia seguida do teste de Tukey (p < 0,001).
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Na Figura 19, s3o mostradas as leituras das absorvancias obtidas nos tempos 0, 15, 30,
45, 60, 75, 90 e 105 minutos de reagdo, para as amostras EFS, EFF, (E)-2-dodecenal e arbutina,
assim como para os controles positivos (BHT e rutina). Pode-se observar o decaimento das
absorvancias em funcao do tempo, em decorréncia da oxidagcdo do B-caroteno. Quanto menor
o decaimento, maior a inibi¢ao da peroxidagao lipidica e, consequentemente, da oxidagao do -
caroteno. A arbutina e o EFF apresentaram menor variacao no decaimento, demonstrando maior
inibicao da peroxidacao lipidica. Entre os controles positivos testados, o BHT foi mais ativo,

produzindo um menor decaimento das absorvancias.

Figura 19 - Curvas de decaimento da absorbancia em fungdo do tempo das amostras pelo método da
co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Vale ressaltar que a peroxidagdo lipidica ¢ uma reagdo que se inicia com a abstragao de

um atomo de hidrogénio de 4acidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares.
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A presenga de uma ligacao dupla adjacente a um grupo metileno deixa o 4&tomo de carbono com
um elétron desemparelhado, formando um dieno conjugado que se combina com o oxigénio
para formar um radical peroxil. Dessa forma, o radical peroxil € capaz de abstrair um atomo de
hidrogénio de outro 4cido graxo poli-insaturado, iniciando uma reacdo em cadeia. Assim, a
peroxidagao lipidica ocorre mediante a condi¢des patoldgicas, em que ha producio exacerbada
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, associada a deficiéncia de tocoferol.
Consequentemente, ocorre dano oxidativo em estruturas celulares importantes, como os lipidios
de membrana, além de gerar toxicidade resultando em morte celular (REPETTO, SEMPRINE,
BOVERIS, 2012).

No estudo de Phan (2021), extratos das folhas de E. foetidum ndo apresentaram inibi¢ao
da peroxidagdo lipidica, que foi avaliada pelo método do acido tiobarbitirico (TBA). Em
contrapartida, no estudo de Swargiary et al. (2016), o extrato metandlico de E. foetidum
apresentou ICso de 387,60 £ 29,68 pg no ensaio de peroxidacao lipidica pelo método de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico modificado (TBARS), usando homogenatos de gema de ovo
como meio rico em lipidios, o que mostra que a espécie € capaz de inibir a peroxidacao lipidica.

O estudo de Khadir et al. (2015) demonstrou que ratos com estresse oxidativo induzido
por ciclosporina tiveram uma redugdo na peroxidagdo lipidica sérica, avaliada pelo método
TBARS, devido a administracao de 50 mg/kg de arbutina. Contudo, ¢ importante destacar que
os resultados do presente estudo demonstram que a arbutina, na concentracao de 250 pg/mL,

foi eficiente na inibi¢ao da peroxidagdo lipidica, com 53,38 & 3,15% de inibigao.

5.3 INIBICAO DA ALFA-AMILASE PANCREATICA

A atividade inibitdria frente a alfa-amilase pancreatica mostrou que os extratos EFS e
EFF de Eryngium foetidum, na concentracao de 1 mg/mL, produziram 7,74 + 1,19 e 30,35 +
4,72% de inibigao, respectivamente, demonstrando que o EFF ¢ mais ativo que o EFS (Figura
20). (E)-2-dodecenal (25 mg/mL) causou 42,86 + 0,00% de inibi¢ao, enquanto a arbutina (75
mg/mL) produziu inibicdo de 53,33 + 0,95% sobre a alfa-amilase pancreatica (Figura 20).
Como controle positivo, a acarbose (25 pg/mL) foi efetiva apresentando 84,29 + 0,00% de

inibi¢do da enzima.
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Figura 20 - Atividade inibitoria das amostras frente a alfa-amilase pancreatica.
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As barras representam a média = Erro padrdo (n = 3). Apds analise de varidncia seguida do teste de
Tukey, as médias sao diferentes entre si para p < 0,05 oup <0,01 oup <0,001. ACARB = Acarbose 25
ug/mL; EFS = Extrato etanolico das folhas secas de E. foetidum a 1 mg/mL; EFF = Extrato etanolico
das folhas frescas de E. foetidum a 1 mg/mL; DODE = (E)-2-dodecenal 25 mg/mL; ARBUT = Arbutina
75 mg/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A alfa-amilase pancreatica ¢ uma enzima que atua na digestdo dos carboidratos,
hidrolisando o amido polimérico em oligossacarideos, como maltose, maltotriose e dextrinas.
Posteriormente, estes sdo hidrolisados em monossacarideos, como a glicose, que ¢ absorvida
para o sangue causando a hiperglicemia pds-prandial. Nesse sentido, a inibi¢do dessa enzima ¢
uma importante estratégia terapéutica para o tratamento e manutencao de elevacdes da glicemia
pos-prandial, sendo alvo de inibidores enzimaticos, como a acarbose, o miglitol e a voglibose
(KAUR et al., 2021).

No estudo de Manjunatha e colaboradores (2019), o extrato metandlico das folhas de E.
foetidum (5-500 pg/mL) demonstrou ter efeitos inibitérios sobre a alfa-amilase pancreatica de
maneira dependente da dose com inibi¢do maxima de 78,62% a 500 pg/mL, e o valor de ICso
foi de 88,64 pug/mL, enquanto a acarbose, na concentragdo de 1 pg/mL, apresentou inibigdo
significativa da atividade enzimatica (92,44%) com valor de ICso de 0,48 pg/mL. Em outro
estudo, o extrato hidroalcodlico de E. foetidum na concentracao de 1 mg/mL produziu atividade
inibitdria sobre a alfa-amilase pancreatica de 31,22 + 1,21% (SUTTISANSANEE et al., 2021).
Embora os resultados possam variar entre os estudos apresentados, os achados do presente
trabalho confirmam a inibi¢do da alfa-amilase pancreatica pelos extratos de E. foetidum.

Considerando ainda a inibi¢do da alfa-amilase pancreatica, Yousefi e seus colaboradores
(2013) concluiram que a arbutina ¢ capaz de inibir a atividade dessa enzima de maneira dose-

dependente, causando inibi¢do de 81% da atividade na concentracdo maxima testada de 100
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mg/mL. Apesar de uma concentracdo menor, os nossos resultados corroboram os dados de
Yousefi e colaboradores (2013), uma vez que a arbutina promoveu a inibi¢cdo da alfa-amilase
pancreatica em 53,33 £ 0,95% a 75 mg/mL.

Com relagdo ao (E)-2-dodecenal, cabe ressaltar que a inibi¢do da alfa-amilase
pancreatica por este composto ainda ndo estd relatada na literatura cientifica, podendo ser

considerada um dado inédito do presente estudo.

5.4 INIBICAO DA ALFA-GLICOSIDASE

A atividade inibitdria das amostras frente a alfa-glicosidase mostrou que o EFF de E.
foetidum apresentou uma inibi¢ao de 79,94 + 0,81%, sendo mais efetivo que a acarbose (57,12
+ 0,43%), enquanto o EFS produziu uma inibi¢do menor (27,43 + 1,59%) (Figura 21). Além
disso, o (E)-2-dodecenal inibiu a atividade da alfa-glicosidase em 41,67 + 1,21% e arbutina
causou uma inibicdo de 32,77 £ 0,70% (Figura 21). Todas as amostras ¢ a acarbose foram

testadas na concentracdo de 2 mg/mL.

Figura 21 - Atividade inibitoria das amostras frente a alfa-glicosidase.
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As barras representam a média = Erro padrdo (n = 3). Apds analise de variancia seguida do teste de
Tukey, as médias sdo diferentes entre si para p < 0,05; ou p <0,01; oup <0,001. ACARB = Acarbose
2 mg/mL; EFS = Extrato etandlico das folhas secas de E. foetidum a 2 mg/mL; EFF = Extrato etanolico

das folhas frescas de E. foetidum a 2 mg/mL; DODE = (E)-2-dodecenal 2 mg/mL; ARBUT = Arbutina
2 mg/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

As alfa-glicosidases, enzimas digestivas ligadas a membrana do epitélio do intestino
delgado, catalisam a hidrodlise das ligagdes glicosidicas nas extremidades nao redutoras dos

substratos para liberar monossacarideos, como a glicose, que serdo absorvidos (OKUYAMA et
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al., 2016). Dessa forma, essas enzimas atuam na absor¢do da glicose ingerida nas refeicdes
promovendo o quadro de hiperglicemia pos-prandial. Portanto, a inibi¢ao das alfa-glicosidases
contribui para minimizar os riscos associados a hiperglicemia pds-prandial em pacientes com
diabetes mellitus e obesidade.

Manjunatha e seus colaboradores (2019) também avaliaram os efeitos do extrato de E.
foetidum (5-500 pg/mL) sobre a atividade da alfa-glicosidase. Esses autores concluiram que a
inibicao ¢ maneira dependente da concentragdo, com 62,82% na concentragdo maxima testada
(500 pg/mL) e valor de ICso de 312,4 ng/mL, enquanto a acarbose (2 pg/mL) apresentou
inibi¢do significativa de 88,14% com valor de ICso de 0,82 pg/mL. Em outro estudo, o extrato
hidroalcodlico de E. foetidum na concentracdo de 1 mg/mL inibiu a alfa-glicosidase em 38,36
+ 0,96% (SUTTISANSANEE et al., 2021). Além disso, os extratos aquoso e metanolico de E.
foetidum, cultivado no Vietna, ocasionaram inibi¢ao de 3% e 8%, respectivamente (MAI et al.,
2007).

A investigacdo realizada por Yousefi e seus colaboradores (2013) mostrou que a
arbutina exibiu inibi¢do da atividade da alfa-glicosidase de maneira dose-dependente, sendo
que a maior concentragao testada (100 mg/mL) inibiu 75% da atividade da enzima. Entretanto,
no presente estudo, a arbutina (2 mg/mL) foi capaz de inibir em 32,77 £+ 0,70% a alfa-
glicosidase (Figura 21), confirmando o efeito inibitorio desta enzima.

Considerando a ac¢do inibitoria apresentada pelo (E)-2-dodecenal (2 mg/mL) frente a
alfa-glicosidase, cabe mencionar que esta propriedade nao foi previamente descrita em
publicacdes cientificas, o que pode ser considerado relevante e justificar o efeito

hipoglicemiante da E. foetidum.

5.5 INIBICAO DA LIPASE PANCREATICA

O efeito inibitorio das amostras frente a lipase pancreatica ¢ mostrado na Figura 22. EFS
e EFF, ambos na concentra¢do de 1 mg/mL, produziram inibi¢do de 63,89 + 10,23% e 57,64 +
3,03%, respectivamente. Embora com uma média menor, o EFS causou uma agdo inibitéria
estatisticamente igual ao orlistate (0,5 mg/mL; 87,50 + 5,24) (p < 0,05). O (E)-2-dodecenal (1
mg/mL) também apresentou uma expressiva a¢ao frente a lipase pancreatica com 80,56 =+
7,35% de inibigdo, sendo estatisticamente igual ao orlistate. Apesar de ser menos eficiente, a
arbutina (2 mg/mL) produziu uma inibi¢ao de 28,47 + 2,78% que foi estatisticamente igual ao

EFF (p < 0,05).
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Figura 22 - Atividade inibitoria das amostras frente a lipase pancreatica.
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As barras representam a média = Erro padrdo (n = 3). Apds analise de varidncia seguida do teste de

Tukey, letras iguais, as médias ndo diferem entre si para p < 0,05. ORLIS = Orlistate 0,5 mg/mL; EFS

= Extrato etandlico das folhas secas de E. foetidum a 1 mg/mL; EFF = Extrato etanolico das folhas

frescas de E. foetidum a 1 mg/mL; DODE = (E)-2-dodecenal 1 mg/mL; ARBUT = Arbutina 2 mg/mL.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

As principais lipases humanas incluem as lipases gastrica e pancreatica, que sao
estimuladas pelos sais biliares e atuam na digestao e absor¢ao das gorduras provenientes da
dieta, e as lipases hepatica, endotelial e lipoproteina lipase, que atuam no metabolismo das
lipoproteinas (MUKHERIJEE, 2003). A lipase pancreatica ¢ a enzima mais importante
envolvida no processo de digestao dos lipidios alimentares, atuando na hidrolise das ligacdes
éster do triacilglicerol gerando acidos graxos que sdo absorvidos pelos enterocitos e
transportados para a circulagdo sanguinea (KO et al., 2020).

O estudo realizado por Suttisansanee e seus colaboradores (2021) revelou que o extrato
hidroalcodlico de E. foetidum na concentragdo de 1 mg/mL foi capaz de inibir em 43,28 +
0,85% a atividade da lipase pancreatica. Embora este resultado corrobora a capacidade
inibitdria da espécie, no presente estudo, ambos os extratos etandlicos EFS e EFF, na mesma
concentragdo, mostraram-se mais efetivos na inibi¢ao da enzima (63,89 + 10,23% ¢ 57,64 +
3,03%, respectivamente).

O (E)-2-dodecenal, um dos componentes majoritarios de 6leos essenciais da E. foetidum
(JARAMILLO, DUARTE, MARTELO, 2011; THOMAS et al., 2017), demonstrou uma
inibi¢do bastante significativa da atividade da lipase pancreatica, com eficicia equivalente ao
orlistate na concentracdo de 0,5 mg/mL (Figura 22). Estudos com esse composto ainda nao
foram relatados na literatura cientifica, mas os resultados do presente estudo sugerem que o
(E)-2-dodecenal pode ser um candidato promissor para o desenvolvimento de novos farmacos

com aplicabilidade no tratamento de obesidade.
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A arbutina ¢ -glicopiranosideo de hidroquinona extraido de varias plantas medicinais,
como da uva-de-urso (Arctostaphylos uva-ursi) e nas familias Asteraceae, Lamiaceae,
Apiaceae, em espécies do género Origanum (principalmente na O. majorana). A arbutina tém
se mostrado benéfica no tratamento de varias doengas, como disturbios de hiperpigmentacao
da pele, tipos de cancer, disturbios do sistema nervoso central, osteoporose e diabetes, entre
outras, sendo amplamente utilizada em cosméticos como agente despigmentante por inibir a
enzima tirosinase que participa da sintese de melanina (SAEEDI et al., 2021). Assim como o
(E)-2-dodecenal, nao ha relatos na literatura sobre a capacidade inibitoria da arbutina frente a
lipase pancredtica, o que propde um novo mecanismo de acdo para essa substancia. Apesar de
sua acdo ser bem inferior ao orlistate, esse mecanismo pode ser promissor para a busca de novos
agentes para o tratamento da obesidade, uma vez que a arbutina tem sido usada como

ingrediente ativo em preparacdes e produtos comerciais.

5.6 DOCKING MOLECULAR

5.6.1 Redocking

A validagdo dos protocolos de docking molecular foi realizada através do método de
redocking, que consiste em remover o ligante do complexo cristalografico e redocé-lo no sitio
catalitico da enzima, obtendo-se um valor de RMSD inferior a 2,0 A. Os resultados do
redocking do pentassacarideo derivado da acarbose (PDBid: ARE) no sitio catalitico da alfa-
amilase pancredtica humana (PDBid: 1XD0) (RMSD 0,7269 A), da acarbose (PDBid:
PRD 900007) no sitio catalitico da maltase-glicoamilase humana (PDBid: 3TOP) (RMSD
0,7027 A) e do 4cido metoxiundecilfosfinico (PDBid: MUP) no sitio catalitico da lipase
pancreatica (PDBid: 1LPB) (RMSD 1,9874 A) sdo mostrados na Figura 23. Observa-se uma
expressiva reproducdo dos ligantes cristalograficos no sitio catalitico das enzimas, o que
permite a continuagdo dos estudos de docking molecular com os ligantes (E)-2-dodecenal e

arbutina.
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Figura 23 - Validagdo dos protocolos de docking molecular pelo método de redocking.

< gl

©

Comparagdes entre as conformagdes dos ligantes cristalograficos (amarelo) com as conformagdes

geradas pelo redocking (cinza). (A) Pentassacarideo derivado da acarbose no sitio catalitico da alfa-

amilase pancreatica humana; (B) Acarbose no sitio catalitico da maltase-glicoamilase humana

subunidade C-terminal; (C) Acido metoxiundecilfosfinico no sitio catalitico da lipase pancreatica.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

5.6.2 Docking molecular da alfa-amilase pancreatica

Atuando no processo de digestdo, a alfa-amilase pancreatica catalisa a reacdo de
hidrélise dos oligdbmeros, provenientes da degradagdo do amido pela alfa-amilase salivar, em
maltooligossacarideos lineares (maltose e maltotriose) e dextrinas que, posteriormente, serdo
hidrolisados em glicose (NICHOLS et al., 2003). A acarbose, um pseudotetrassacarideo isolado
do género Streptomyces sp, € um farmaco hipoglicemiante que atua através do mecanismo de
inibicdo das enzimas alfa-amilase pancreética e alfa-glicosidase, retardando a absorcdo de
glicose para a circulagdo sanguinea e minimizando a hiperglicemia pos-prandial (JONGKEES
etal., 2017).

A alfa-amilase pancreatica humana ¢ uma enzima capaz de se ligar a ions cloreto e
calcio. Esses ions ligam-se na vizinhanga do sitio catalitico e desempenham fungdes
importantes na atividade da enzima (BRAYER, LUO, WITHERS, 1995). O sitio catalitico ¢
constituido por residuos de acido aspartico (Aspl97 e Asp300) e glutamato (Glu233). O
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mecanismo catalitico da enzima inicia-se com a atuagdo do residuo acido aspartico (Asp197),
que atua como nucleofilo e ataca o carbono anomérico do agucar. Desse modo, ocorre a
formagdo de um intermedidrio enzima-glicosil que € estabilizado pelo acido carboxilico do
residuo de glutamato (Glu233), assim como do acido aspartico (Asp300), para ocorrer o
processo de hidrolise (BRAYER et al., 2000).

O estudo de docking molecular com a alfa-amilase pancredtica humana foi realizado
com o objetivo de avaliar as afinidades de ligagdo, as conformacodes e as principais interagdes
intermoleculares estabelecidas entre os ligantes (E)-2-dodecenal e arbutina com o sitio
catalitico da enzima, tendo em vista o interesse em avaliar a atuagcdo desses compostos no
processo de metabolismo dos carboidratos. Assim, as conformacdes e as principais interagdes
intermoleculares obtidas pelo docking da alfa-amilase pancreatica humana (PDBid: 1XD0) com
a acarbose e os ligantes sdao apresentadas na Figura 24.

A acarbose estabeleceu ligacdes de hidrogénio com os residuos Glu233 e Asp300, ¢
interacdo do tipo dipolo-permanente com o residuo Asp197 (Figura 24A). O valor de energia
livre foi de -7,8 kcal/mol (Tabela 13). Além disso, pode-se observar ligacdes de hidrogénio
estabelecidas com outros residuos da regido catalitica. Sendo assim, de acordo com Sun e Miao
(2019), o grau de hidroxilagdo das moléculas ¢ um fator importante para a inibicao da alfa-
amilase, uma vez que sdo os grupos hidroxila nas posi¢des dos d&tomos de hidrogénio que irdo
interagir com os residuos de aminodcidos do sitio catalitico da enzima estabelecendo ligagdes
de hidrogénio.

O (E)-2-dodecenal constituiu interacdo do tipo dipolo-permanente com o residuo
Asp197 e interacao de Van der Waals com o Asp300 (Figura 24B), ndo havendo interagdo com
o residuo Glu233. Pode-se observar interagdes dos tipos alquil e m-alquil com alguns residuos,
o que pode auxiliar na estabilizacdo da molécula de carater apolar. O valor de energia livre de
-4,4 kcal/mol (Tabela 13). Estes dados corroboram o resultado obtido através do ensaio in vitro
com a alfa-amilase pancreatica, pois o (E)-2-dodecenal foi capaz de inibir 42,86 + 0,00% da
atividade da enzima, embora numa concentracao considerada elevada (25 mg/mL).

A arbutina foi capaz de estabelecer ligagdes de hidrogénio com os residuos Asp197 e
Glu233, e interacao dipolo-permanente com o residuo Asp300 (Figura 24C), sendo o valor de
energia livre de -6,9 kcal/mol (Tabela 13). Destaca-se também uma interacao do tipo n-stacking
entre o anel aromatico do ligante com o residuo Trp59. As interagdes com os residuos da triade
catalitica justificam a inibig¢ao de 53,33 + 0,95% da atividade da alfa-amilase pancreatica obtida

no ensaio in vitro com a arbutina na concentrac¢do de 75 mg/mL.
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Figura 24 - Conformagdes e principais interagdes intermoleculares entre os ligantes e a alfa-amilase
pancreatica humana.

Conformagdes e principais interagdes intermoleculares entre (A) acarbose, (B) (E)-2-dodecenal e (C)
arbutina com os residuos do sitio catalitico da alfa-amilase pancreatica humana (PDBid: 1XD0). As
imagens foram geradas através do programa Discovery Studio v20.1.0.19295 2020. Legenda: Verde
escuro: ligagdo de hidrogénio; Verde claro: van der waals; Rosa claro: alquil ou w-alquil; Rosa escuro:
n-stacking; Azul claro: dipolo-permanente.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

5.6.3 Docking molecular da alfa-glicosidase

A alfa-glicosidase ¢ um complexo formado pelas enzimas maltase-glicoamilase
(MGAM) e sacarase-isomaltase (SI). Ambas as enzimas possuem suas subunidades N-terminal
(MGAM-N e SI-N), cuja extremidade do aminoacido consiste em um grupo amina, ¢ C-
terminal (MGAM-C e SI-C), que contém um grupo carboxilico. A maltase-glicoamilase
subunidade C-terminal (MGAM-C) ¢ a enzima que apresenta maior atividade dentre as quatro
subunidades. Por isso, a inibicdo desta subunidade ¢ uma estratégia eficaz no tratamento de

doencas como diabetes mellitus tipo 2 e obesidade. Por exemplo, a acarbose apresenta um perfil
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de inibicdo mais intenso da subunidade MGAM-C quando comparada com a subunidade
MGAM-N (REN et al., 2011).

O estudo de docking molecular com a maltase-glicoamilase humana subunidade C-
terminal foi realizado com o objetivo de avaliar as afinidades de ligacdo, as conformagdes e as
principais interagcdes intermoleculares estabelecidas entre os ligantes (E)-2-dodecenal e
arbutina com o sitio catalitico da enzima, tendo em vista o interesse em avaliar a atuacao desses
compostos no processo de metabolismo dos carboidratos. Observam-se, entdo, as conformacoes
e as principais interagdes intermoleculares obtidas pelo docking da maltase-glicoamilase
humana subunidade C-terminal (PDBid: 3TOP) com a acarbose ¢ os ligantes (Figura 25).

A acarbose interagiu com o sitio catalitico da maltase-glicoamilase humana subunidade
C-terminal (PDBid: 3TOP) através de ligagdes de hidrogénio com os residuos Aspl157,
Aspl1279, Lys1460, Arg1510, Asp1526 e His1584 (Figura 25A), além de interagdes do tipo m-
alquil com os residuos Tyr1251, Phel559 e Phel560. O valor de energia livre foi de -8,0
kcal/mol (Tabela 13). De acordo com Ren e colaboradores (2011), a acarbose interage com a
MGAM-C através de ligagdes de hidrogénio com os residuos Aspl1157, Asp1279, Argl510,
Asp1526 e His1584, todas perfeitamente observadas nos resultados deste estudo, além de
interagdes hidrofobicas que auxiliam na estabilizagdo dos anéis da acarbose.

O (E)-2-dodecenal estabeleceu ligagdo de hidrogénio com o residuo His1584 e
interagdes de Van der Waals com os residuos Asp1157, Asp1279, Argl510 e Asp1526 (Figura
25B). Nota-se também interagdes dos tipos alquil e m-alquil com os residuos Tyr1251, 1le1280,
[le1315, Trp1355, Met1421 e Phel559, que podem atuar na estabilizacao da molécula. O valor
de energia livre foi de -5,5 kcal/mol (Tabela 13). Estes resultados apresentam uma correlagao
positiva com o resultado do ensaio in vitro da alfa-glicosidase, no qual o (E)-2-dodecenal na
concentragdo de 2 mg/mL apresentou 41,67 = 1,21% de inibicao da enzima.

J& a arbutina estabeleceu ligacdes de hidrogénio com os residuos Asp1279, Asp1420,
Argl510 e Asp1526 e interagao dipolo-permanente com Asp1526 (Figura 25C), sendo o valor
de energia livre de -7,6 kcal/mol (Tabela 13). E possivel observar também uma interagao do
tipo m-stacking entre o anel aromatico do ligante com o residuo Trp1355 e uma interagao m-
sulfur com o residuo Met1421. Estes resultados confirmam o obtido pelo ensaio in vitro da alfa-

glicosidase com a arbutina a 2 mg/mL, cuja inibi¢cdo da enzima foi de 32,77 + 0,70%.



81

Figura 25 - Conformagdes e principais interagdes intermoleculares entre os ligantes e a maltase-
glicoamilase humana subunidade C-terminal.

A
81369 e

FHE S
01585
LT w1359

ARG ASP ASP
B:1518:1526 TYR B:1420
B'1E425 B:1251
ASP TRE
B:1157 PHE  B:1355  Tup
B:1560 B:1586 ILE
- B:1280

1
PR B:1315

Conformagdes e principais interagdes intermoleculares entre (A) acarbose, (B) (E)-2-dodecenal e (C)
arbutina com os residuos do sitio catalitico da maltase-glicoamilase humana subunidade C-terminal
(PDBid: 3TOP). As imagens foram geradas através do programa Discovery Studio v20.1.0.19295 2020.
Legenda: Verde escuro: ligagcdo de hidrogénio; Verde claro: van der waals; Rosa claro: alquil ou -
alquil; Rosa escuro: mt-stacking; amarelo: n-sulfur; Azul claro: dipolo-permanente.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Uma caracteristica quimica importante quando se trata de inibi¢do da alfa-amilase
pancreatica e da alfa-glicosidase é o grau de hidroxilagdo das moléculas. Isto porque sdo os
grupos hidroxila que irdo interagir com os residuos de aminoacidos do sitio catalitico
estabelecendo ligacdes de hidrogénio. Nesse sentido, moléculas com alto grau de hidroxilagao
poderdo apresentar capacidade inibitoria significativa frente a essas enzimas (SUN, MIAO,
2019). Com os resultados de docking molecular deste estudo, pode-se observar o elevado
numero de ligagdes de hidrogénio estabelecidas pela acarbose com o sitio catalitico de ambas
as enzimas, gracas ao elevado grau de hidroxilagdo da molécula deste inibidor. Em
contrapartida, a arbutina estabelece um nimero inferior de ligagcdes de hidrogénio, visto que

possui poucos grupos hidroxila em sua estrutura quimica.
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5.6.4 Docking molecular da lipase pancreatica

A lipase pancreatica ¢ uma enzima responsavel por catalisar a reacao de hidrolise das
ligagdes éster nas moléculas de triacilglicerol. A atividade da enzima ¢ favorecida pela presenca
de um cofator, a colipase, que possui a funcdo de ancorar a lipase na superficie das micelas
formadas pelo triacilglicerol em meio aquoso. Dessa forma, mudangas conformacionais
importantes ocorrem na superficie da lipase, que passa para sua forma “aberta” expondo o sitio
catalitico, que € uma regido mais hidrofobica, favorecendo a ligagdo do triacilglicerol (VAN
TILBEURGH et al., 1992; MENDES, OLIVEIRA, DE CASTRO, 2012).

O mecanismo catalitico da lipase pancredtica envolve a participacdo de trés residuos de
aminoacidos principais: acido aspartico (Aspl176), serina (Ser152) e histidina (His263).
Inicialmente, o grupo carregado negativamente do acido aspartico forma uma ligagao de
hidrogénio com a histidina, o que aumenta o pKa do seu nitrogénio imidazolico e a torna uma
base forte. Assim, a histidina ¢ capaz de remover um préton do grupo hidroxila do residuo de
serina que, por sua vez, atua como um nucleéfilo e ataca o grupo carbonila do triacilglicerol.
Entdo, forma-se um primeiro intermedidrio carregado negativamente que, através de ligagdes
de hidrogénio, ¢ estabilizado por residuos de fenilalanina e leucina. Apds ser estabilizado, a
ligagdo C=0 retorna no intermediario, o que promove a clivagem da ligagao éster formando um
complexo acil-enzima. O ion hidroxila proveniente da molécula de 4gua ataca o carbono do
complexo acil-enzima abrindo a ligacdo C=0 e formando um segundo intermediario. A ligacao
C=O0 retorna liberando como produto um acido graxo e recuperando o sitio catalitico da enzima
(MENDES, OLIVEIRA, DE CASTRO, 2012).

O estudo de docking molecular com a lipase pancreatica humana foi realizado com o
objetivo de avaliar as afinidades de liga¢dao, as conformagdes e as principais interagdes
intermoleculares estabelecidas entre os ligantes (E)-2-dodecenal e arbutina com o sitio
catalitico da enzima, tendo em vista o interesse em avaliar a atuacdo desses compostos no
processo de metabolismo dos lipidios. A Figura 26 demonstra as conformagdes e as principais
interacdes intermoleculares obtidas pelo docking da lipase pancreatica humana (PDBid: 1LPB)
com o orlistate e os ligantes.

O orlistate (tetrahidrolipstatina) interagiu com a lipase pancredtica através de ligacdes
de hidrogénio com os residuos Ser152, His151, Gly76, Asp79 e Tyrl114 e interacdo dipolo-
permanente com o residuo His263 (Figura 26A). Além disso, varias interagcdes dos tipos alquil
e m-alquil sdo observadas com os residuos Phe77, Ile78, Tyr114, 11e209, Pro180, Phe215 e

His263. O valor de energia livre foi de -6,7 kcal/mol (Tabela 13). Estes dados corroboram os
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resultados de Nguyen e colaboradores (2020) que, ao realizar o docking do orlistate com a lipase
pancreética (PDBid: 1LPB), também obtiveram ligagdes de hidrogénio com os residuos Ser152,
His151 e Asp79 e um valor de energia livre semelhante de -6,7 kcal/mol.

O (E)-2-dodecenal interagiu através de ligagdes de hidrogénio com os residuos Ser152
e His263 (Figura 26B), principais responsaveis pela atividade catalitica da enzima, o que
justifica a sua inibi¢do equivalente ao orlistate apontada no ensaio in vitro. Além disso, observa-
se também interacdes dos tipos alquil e w-alquil com os residuos Phe77, Tyr114, Pro180, 11209,
Phe215 e His263 que podem auxiliar na estabilizagdo da molécula. O valor de energia livre foi
de -5,3 kcal/mol (Tabela 13).

A arbutina foi capaz de estabelecer ligagcdes de hidrogénio com os residuos Ser152 e
His263 (Figura 26C), com valor de energia livre de -7,7 kcal/mol (Tabela 13), superior a energia
livre do orlistate. Esses dados explicam a inibi¢ao de 28,47 + 2,78% da atividade da lipase
pancreatica apresentada pela arbutina (2 mg/mL) no ensaio in vitro. Além disso, € possivel
observar duas interacdes do tipo m-alquil entre o anel aromatico e os residuos Alal78 e Pro180,
e também duas interagdes m-stacking com os residuos Tyr114 e Phe215. Na literatura, ainda

nao ha estudos de docking molecular da lipase pancreatica com o (E)-2-dodecenal e a arbutina.
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Figura 26 - Conformagdes e principais interagdes intermoleculares entre os ligantes e a lipase
pancreatica humana.
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Conformagdes e principais interagdes intermoleculares entre (A) orlistate, (B) (E)-2-dodecenal e (C)
arbutina com os residuos do sitio catalitico da lipase pancreatica humana (PDBid: 1LPB). As imagens
foram geradas através do programa Discovery Studio v20.1.0.19295 2020. Legenda: Verde escuro:
ligagdo de hidrogénio; Verde claro: van der waals; Rosa claro: alquil ou m-alquil; Rosa escuro: z-
stacking; Azul claro: dipolo-permanente.

Fonte:

Elaborado pelo autor (2022).

Tabela 13 - Valores de energia livre obtidos a partir do docking molecular com as enzimas.

Energia livre (kcal/mol)

Ligante
Alfa-amilase pancreatica Maltase-glicoamilase  Lipase pancreética
Acarbose -7,8 -8,0 -
Orlistate - - -6,7
(E)-2-dodecenal -4.4 -5,5 -5,3
Arbutina -6,9 -7,6 -1,7
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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6. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos com o presente estudo, pode-se obter as seguintes
conclusoes:

Os extratos EFS e EFF de E. foetidum apresentaram teores expressivos de compostos
fenodlicos, incluindo flavonoides, embora as concentragoes desses metabolitos tenham sido
inferiores no EFS. Essa variagdo nos teores de fenois e flavonoides totais possivelmente esta
relacionada ao processo de secagem das folhas da planta, ja que temperaturas mais elevadas
podem contribuir para a degradacao de alguns compostos;

Com relacdo a atividade antioxidante, EFF, EFS e arbutina foram capazes de sequestrar
o radical DPPHe e de reduzir ions ferro. Em contrapartida, a cinética de reagdo demonstrou que
o (E)-2-dodecenal ndo reagiu com o radical DPPHe nas concentragdes testadas. No método de
co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico, EFF, (E)-2-dodecenal e arbutina se mostraram
eficazes em inibir a peroxidagao lipidica;

Os ensaios de inibicao da atividade enzimatica demonstraram que o (E)-2-dodecenal e
a arbutina inibiram a alfa-amilase pancreatica com maior eficiéncia, embora em concentragoes
maiores quando comparadas aos extratos. Com relagdo a alfa-glicosidase, EFF, EFS, (E)-2-
dodecenal e arbutina foram capazes de inibir a atividade da enzima, sendo que o EFF se mostrou
mais eficaz que o farmaco de referéncia (acarbose). No ensaio com a lipase pancreatica, (E)-2-
dodecenal e EFS apresentaram inibigdes equivalentes ao orlistate;

O estudo de docking molecular revelou que (E)-2-dodecenal a arbutina foram capazes
de interagir com os residuos de aminoacidos mais importantes dos sitios cataliticos da alfa-
amilase pancredtica, alfa-glicosidase e lipase pancreatica, inclusive através de ligagdes de
hidrogénio, o que pode justificar a agdo inibitoria apresentada por esses compostos;

Portanto, as folhas de Eryngium foetidum sao fontes de substancias fenolicas que, assim
como o (E)-2-dodecenal e a arbutina, apresentam potencial antioxidante e inibitdrio frente as
enzimas digestivas, podendo ser agentes promissores para o desenvolvimento de produtos
terapéuticos para prevengao e/ou tratamento de distirbios metabdlicos associados a processos

oxidativos.
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RESUMO: A digestéo dos alimentos compreende
transformacgdes fisicas e quimicas no trato
gastrintestinal para que os nutrientes possam
ser absorvidos. Essas transformagbes sao
desencadeadas por reagbes enzimaticas que
catalisam a quebra de carboidratos, gorduras e
proteinas. O amido, por exemplo, & degradado
pela a-amilase salivar (ptialina) e a-amilase
pancreatica que hidrolisam ligacdes glicosidicas

a-1,4 internas, enquanto a a-glicosidase
hidrolisa  polissacarideos,  oligossacarideos
e dissacarideos em glicose e outros

monossacarideos nas posicoes a-1,6 e a-1,4 das
extremidades. As lipases gastrica e pancreatica
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catalisam a digestdo dos lipidios da dieta,
como os triacilglicerdis, gerando diacilgliceréis,
monoacilglicerol e acidos graxos. Além disso,
doencas do metabolismo, como o diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemias, aterosclerose,
infarto agudo do miocardio, doenca isquémica
do coragdo e acidente vascular encefélico,
assim como a obesidade, o que pode resultar
na sindrome metabdlica, direta ou indiretamente
estdo relacionadas as enzimas digestivas. Entre
os farmacos usados no tratamento dessas
enfermidades, destacam-se os inibidores da
a-amilase, a-glicosidase e lipase pancreética.
Nesse contexto, os aspectos relevantes sobre
as enzimas digestivas foram abordados neste
capitulo com o intuito de oferecer um contetido
consistente e atualizado para os estudantes e
profissionais de ciéncias biolégicas e da saude.
PALAVRAS - CHAVE: Enzimas digestivas.
Sindrome metabolica. Diabetes. Dislipidemia.
Obesidade.

DIGESTIVE ENZYMES AND ASSOCIATED
PATHOPHYSIOLOGICAL DISORDERS

ABSTRACT: The digestion of food comprises
physical and chemical changes in the
gastrointestinal tract so that nutrients can be
absorbed. These transformations are triggered
by enzymatic reactions that catalyze the
breakdown of carbohydrates, fats and proteins.
Starch, for example, is degraded by salivary
a-amylase (ptialin) and pancreatic a-amylase
that hydrolyze internal a-1,4 glycosidic bonds,
while a-glycosidase hydrolyzes polysaccharides,
oligosaccharides and disaccharides in glucose
and other monosaccharides at the positions a-1,6
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and a-1,4 of the extremities. Gastric and pancreatic lipases catalyze the digestion of dietary
lipids, such as triacylglycerols, generating diacylglycerols, monoacylglycerol and fatty acids. In
addition, metabolic disorders such as type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia, atherosclerosis,
acute myocardial infarction, ischemic heart disease and stroke, as well as obesity, which can
result in metabolic syndrome, directly or indirectly are related to digestive enzymes. Among
the drugs used in the treatment of these diseases, a-amylase, a-glycosidase and pancreatic
lipase inhibitors have been highlighted. In this context, the relevant aspects of digestive
enzymes were addressed in this chapter in order to offer consistent and updated content for
biological and health sciences students and professionals.

KEYWORDS: Digestive enzymes. Metabolic syndrome. Diabetes. Dyslipidemia. Obesity.

11 INTRODUGCAO

O processo digestivo consiste de um conjunto de transformacdes fisicas e quimicas
em que os alimentos sofrem no trato gastrintestinal (TGI) apds sua ingestdao. Para serem
absorvidos, os nutrientes séo produzidos a partir de reagbes enzimaticas que catalisam a
quebra de carboidratos, gorduras e proteinas, transformando em moléculas mais simples
para serem assimiladas pelas células, onde irdo exercer importantes funcbes. Entre as
enzimas responsaveis pela digestdo dos alimentos no TGl, a-amilase, a-glicosidase e
lipases (géastrica e pancreética) sdo destacadas (GOODMAN, 2010; HARTENSTEIN;
MARTINEZ, 2019; JANIAK, 2016).

Durante a digestéo, o amido, por exemplo, € degradado pela acao da a-amilase salivar
(ptialina), que o hidrolisa a oligbmeros, enquanto a a-amilase pancreatica produz maltose,
maltotriose e oligossacarideos (dextrinas), ocorrendo ruptura nas ligagbes glicosidicas
a-1,4 internas. Sendo mais potente, a a-glicosidase, enzima ligada a borda da membrana
intestinal, hidrolisa polissacarideos, oligossacarideos e dissacarideos em glicose e outros
monossacarideos nas posicoes a-1,6 e a-1,4 das extremidades (GOODMAN, 2010). O
metabolismo dos carboidratos apresenta estreita relagdo com doengas, como o diabetes
mellitus tipo 2 (DM-2) (AFOLABI; OLOYEDE; AGUNBIADE, 2018).

As lipases gastrica e pancreética sdo enzimas que digerem lipidios da dieta, como
os triacilgliceréis. No estdbmago, a lipase gastrica gera diacilgliceréis e acidos graxos,
enquanto, no intestino delgado, a lipase pancreética produz monoacilglicerol e 4cidos graxos
para serem absorvidos pelos enterécitos. Apds a absorcao, os acidos graxos penetram nas
células onde séao reesterificados em triacilglicerois, armazenando-se, principalmente, nos
tecidos adiposos (KO et al., 2020). No entanto, complicagdes decorrentes do metabolismo
lipidico, como as dislipidemias, podem ocasionar doencas cardiovasculares (DCV) e
cerebrovasculares (RHEE et al., 2019; ADNAN et al., 2018).

A absorcdo de nutrientes também esta relacionada ao sobrepeso e a obesidade,
elevando o risco do desenvolvimento de DM-2, dislipidemias, doencas cardiovasculares
e outros distarbios que caracterizam a sindrome metabdlica (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA
et al., 2019). Esses disturbios envolvem o armazenamento lipidico no tecido adiposo que
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ainda exerce fungé@o endocrina por secretar hormoénios, enzimas, fatores de crescimento
e citocinas, causando inflamacgéo crdnica e resisténcia a insulina (MCARDLE et al., 2013).

Aestreita relacao entre os diferentes distirbios do metabolismo (obesidade, diabetes
mellitus, dislipidemias e doencgas cardiovasculares) pode apresentar como estratégia de
tratamento a inibicdo de enzimas digestivas. A acarbose, a voglibose e o miglitol, por
exemplo, sé&o farmacos hipoglicemiantes orais que inibem a a-glicosidase e/ou a-amilase
pancreatica (JONGKEES et al., 2017), enquanto o orlistat € um inibidor seletivo das lipases
(LIU et al., 2020; TEKULU; ARAYA; MENGESHA, 2019).

O objetivo deste capitulo foi realizar uma revisdo atualizada sobre as fungdes
fisiologicas e os disturbios fisiopatologicos associados direta ou indiretamente com as
enzimas digestivas (a-amilase, a-glicosidase e lipase), destacando os farmacos usados no
tratamento destes disturbios.

2| MATERIAL E METODOS

O propésito deste capitulo foi revisar as fungbes das enzimas digestivas nos
contextos fisiologicos e fisiopatolégicos. Para isto, a metodologia do estudo teve como
base o uso de Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), como enzimas digestivas, lipase
pancreatica, a-amilase, a-glicosidase, sindrome metabdlica, dislipidemias e diabetes. A
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs) via Biblioteca Virtual
em Saude, o portal Pubmed gerenciado pelo US National Library of Medicine/National
Institutes of Health e o Portal Periddicos Capes foram as principais plataformas cientificas
usadas nesta pesquisa, que foi realizada entre agosto de 2019 e dezembro de 2020.

Os seguintes critérios de inclusdo foram adotados para a escolha dos documentos
cientificos: identificagcdes completas, idiomas em portugués, inglés e espanhol, as descricbes
dos estudos (pleno, curta comunicacéo, revisao, relato de casos, notas cientificas, etc.),
publicados em periddicos indexados e disponiveis em plataformas cientificas, teses,
dissertacdes e livros. Além disso, a confiabilidade e a fidelidade das fontes, assim como a
veracidade documental foram analisadas. Os critérios de exclusédo envolveram documentos
nao indexados e referéncias com identificacdo duvidosa. Cada referéncia foi apreciada
quanto ao titulo da obra, autores, fundamentos, objetivos, metodologias, resultados e
conclusées. Os conceitos foram definidos a partir de um consenso de uma ou mais obras
(SOARES et al., 2018).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Funcoées da a-Amilase E a-Glicosidase

Os carboidratos abrangem um grupo diversificado de moléculas que podem ser

classificadas em mono- e dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Como um dos
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principais carboidratos da alimentacdo humana, o amido proporciona a porcentagem mais
elevada de energia da dieta, representando cerca de 60 a 70% do total de calorias ingeridas.
Esse carboidrato € um polimero constituido por dois tipos de polissacarideos de origem
vegetal, a amilose e a amilopectina. A amilose é um polimero linear com aproximadamente
1.000 moléculas de glicose unidas por ligagées glicosidicas a-1,4, enquanto a amilopectina
possui cerca de 100.000 moléculas de glicose unidas predominantemente por ligacdes
glicosidicas a-1,4 e também ligacdes a-1,6, resultando em uma estrutura ramificada (LAPIS
et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1 - Diagrama das estruturas das ligagoes glicosidicas de fragcdes de carboidratos
polissacarideos e dissacarideos hidrolisados pela a-amilase e a-glicosidase.

As enzimas a-amilase salivar e pancreética (a-1,4-glicano-4-glicano-hidrolases)
pertencem a familia 13 das glicosideo-hidrolases (LO PIPARO et al., 2008). Como endo-
hidrolases, clivam as ligagbes glicosidicas a-1,4 internas do amido (GOODMAN, 2010),
gerando dextrinas lineares e ramificadas. Nos seres humanos, séo codificadas por cinco
genes no cromossomo 1, 0s genes AMY1A, AMY1B e AMY1C (a-amilase salivar) e AMY2A
e AMY2B (a-amilase pancreatica). Essas isoenzimas séo constituidas por 496 aminoacidos
em uma Unica cadeia polipeptidica com alta homologia em suas estruturas, 97% de
similaridade na sequéncia de aminoéacidos e 92% nos dominios cataliticos (LO PIPARO et
al., 2008).

As a-glicosidases (a-D-glicosideo glicohidrolase) pertencem ao subgrupo 1 da familia
31 das glicosideo-hidrolases que catalisam a hidrélise das extremidades néo redutoras das
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dextrinas em glicose. Nos mamiferos, essas enzimas formam um complexo (sacarase-
isomaltase e maltase-glicoamilase) na membrana do epitélio do intestino delgado (SIM et
al., 2008). A maltase hidrolisa as ligagbes a-1,4 entre as moléculas de glicose da maltose
ou das extremidades do polissacarideo. J& a sacarase-isomaltase € um complexo formado
pela isomaltase (dextrinase), responsavel pela hidrolise das ligagoes a-1,6 das dextrinas
e a-1,4 da maltose e maltotriose, associada a sacarase, que hidrolisa as ligagdes a-1,2 da
sacarose (glicose e frutose) (GOODMAN, 2010). Essas enzimas tém sua composicéo e
estrutura similares, apresentando cerca de 60% de homologia (SIM et al., 2008).

O amido inicia sua digestdo pela agdo da a-amilase salivar que hidrolisa as
ligagdes glicosidicas a-1,4 internas, formando oligdmeros curtos. No intestino, esses
oligbmeros sofrem acdo da a-amilase pancreatica que cliva em malto-oligossacarideos
lineares (maltose e maltotriose) e dextrinas. Entdo, a sacarase-isomaltase e a maltase-
glicoamilase, enzimas a-glicosidases da membrana apical dos enter6citos, hidrolisam
0s malto-oligossacarideos em glicose (NICHOLS et al., 2003), que serd absorvida para
o interior do enterécito através do cotransportador sodio-glicose (SGLT1), seguida para
a circulacdo pelo transportador de glicose 2 (GLUT2) acarretando em hiperglicemia p6s-
prandial (KELLETT; BROT-LAROCHE, 2005) (Figura 2).

soca B A

A g-amilase salivar hidrolisa o ‘ -y
amido polimérico em oligémeros
curtos.

DUODENO
A g-amilase pancredtica
hidrolisa os oligémeros
em maltose, maltotriose
e dextrinas.

B »=MBRANA DO ENTERGCITO

As g-glicosidases hidrolisam a maltose,
maltotriose e dextrinas em glicose, que
sera transportada para o citosol pelo
SGLT1.

nC[RCULACAO SANGUINEA
Através do transportador GLUTZ2, a
glicose é absorvida para a circulacao,
causando hiperglicemia.

Figura 2 - Representagdo esquematica dos processos de digestdo do amido e absorgéo de glicose.

Ensino e Pesquisa em Bioquimica Capitulo 5 “



3.2 Funcdes das lipases

O triacilglicerol (TAG) é a principal gordura ingerida através da alimentacao
e armazenada no organismo. A molécula do triacilglicerol & constituida por trés acidos
graxos, geralmente distintos, esterificados aos grupos hidroxila da molécula de glicerol
(BELMONTE; AOKI, 1983) (Figura 3).

OH
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triacilglicerol (estrutura bésica)

Figura 3 - Diagrama das estruturas quimicas do glicerol, acido graxo e triacilglicerol.

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases) (BOUCHAALA et al., 2015) sdo uma familia
de enzimas que catalisam a hidrélise das ligacoes éster dos triacilgliceridios, fosfolipidios
e ésteres de colesterol (WONG; SCHOTZ, 2002), compreendendo a lipase gastrica, lipase
pancreatica, lipase pancreatica relacionada a proteina 1, lipase pancreatica relacionada a
proteina 2, lipase lipoproteica, lipase hepatica, lipase endotelial e fosfatidilserina fosfolipase
A1 (JIN et al.,, 2002). A lipase gastrica (lipase acida) age em pH ideal de 4,0, sendo mais
eficaz na hidrélise de triacilglicer6is compostos por acidos graxos de cadeias médias. Ja a
lipase pancreatica é a enzima mais importante do processo de digestdo dos lipidios no TGl
(KO et al., 2020).

A digestdo do triacilglicerol (TAG) inicia-se no estdmago pela acdo da lipase
gastrica, gerando diacilglicerol e acido graxo na forma de uma emulsdo. Ao atingir o
intestino delgado, ocorre mais emulsificacéo pelos acidos biliares, facilitando a acéo da
lipase pancreatica. Entdo, a lipase pancreatica hidrolisa os TAGs em monoacilglicerol e
acidos graxos, que sao absorvidos pelos enterécitos por difusdo passiva ou transportador
(KO et al., 2020). No sangue, os acidos graxos de cadeia curta e média (até 12 atomos
de carbono) sdo transportados pela albumina, enquanto os de cadeia longa (acima de
12 atomos de carbono) sédo convertidos a TAG para serem carreados por lipoproteinas
(SOBCZAK; BLINDAUER; STEWART, 2019).
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Cabe destacar que, dentro dos enterocitos, os monoacilglicerois e acidos graxos de
cadeia longa séo transportados para o reticulo endoplasmatico, onde serao ressintetizados
em TAG através da via dos monoacilgliceréis. Neste processo, as monoacilglicerol
aciltransferases catalisam a formacao de diacilgliceréis a partir da esterificacdo de
monoacilgliceréis com acil-CoA. Entéo, sob acéo das enzimas diacilglicerol aciltransferases,
as moléculas de diacilglicerol sdo esterificadas com moléculas de acil-CoA, gerando o TAG.
ApoOs essa ressintese, os TAGs podem ser inseridos como lipoproteinas, principalmente
os quilomicrons, ou armazenados no citosol. Os quilomicrons sdo secretados através da
membrana basolateral dos enterdcitos e irdo para a circulagéo através do sistema linfatico
(KO et al., 2020).

A lipase lipoproteica (LPL), enzima presente em varios tipos celulares e nos
capilares sanguineos, promove a hidrolise dos triacilglicerdis, presentes nos quilomicrons
e nas lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), em acidos graxos que podem ser
oxidados para fornecer energia ou penetrar nas células e ser novamente reesterificados em
triacilglicerdis para armazenamento (Figura 4). Dessa forma, os triacilglicerois representam
a principal forma de armazenamento de lipidios no organismo, sendo que, em mamiferos,

séo estocados intracelularmente no tecido adiposo (HE et al., 2018).

: i ®  cidos graxos
oo

ESTOMAGO
Hidrolise do
triacilglicerol pela
lipase gastrica,
gerando emulsdo
grosseira contendo
diacilglicerol e

triacilglicerol
.

ENTEROCITO

Os 4cidos graxos sdo absorvidos
pelos enterdcitos e ressintetizados
em triacilglicerdis, que serdo
armazenados nos quilomicrons.

acido graxo. CIRCULAGAO SANGUINEA
Os quilomicrons sdo secretados
na circulagdo, onde a lipase
DUODENO lipoproteica (LPL) hidrolisa seus

A emulsdo sofre
acdo dos sais
biliares e da lipase

triacilglicerdis gerando &cidos
graxos.

pancredtica, s
gerando Y ADIPOCITOS
monoacilglicerol e j ./m graxos penetram nas
4cidos graxos. células, onde podem ser
CcOo- reesterificados para armazenamento
ATP ou oxidados para gerar energia.

Figura 4 - Representacao esquematica do processo de digestao do triacilglicerol.

3.3 Sindrome Metabdlica

A sindrome metabdlica (SM), também conhecida como “sindrome da resisténcia a
insulina” e “sindrome X”, & considerada como um conjunto de distarbios metabdlicos que
inclui obesidade central, resisténcia a insulina (diabetes mellitus tipo 2, glicemia de jejum
alterada e tolerancia a glicose diminuida), dislipidemia aterogénica e hipertensao arterial,
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estando relacionada com risco aumentado de desenvolvimento de doenca cardiovascular
aterosclerotica (ROCHLANI et al., 2017). A patogénese da SM é complexa e ainda nao
esta totalmente elucidada, entretanto, sabe-se que os fatores genéticos e o estilo de vida
baseado em consumo excessivo de calorias e auséncia de atividade fisica contribuem para
a adiposidade visceral, que é mais preponderante no mecanismo de resisténcia a insulina
do que a gordura subcutdnea (ROCHLANI et al., 2017).

Varios mecanismos sao propostos para a patogénese da SM, mas acredita-se que
a relagédo existente entre a resisténcia a insulina e a circulagdo de acidos graxos livres
desempenhe um papel fundamental. Isso porque a resisténcia a insulina aumenta o
processo de lipdlise e, consequentemente, aumenta a circulagdo de 4cidos graxos livres,
que estao relacionados a elevacao de triglicerideos e VLDL pelo figado (MCCRACKEN;
MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018). Aléem disso, o estresse oxidativo e a inflamacao
cronica de baixo grau também s&o considerados mecanismos potenciais, principalmente
no processo aterosclerotico (ROCHLANI et al., 2017).

A terapia farmacolégica da SM é baseada nas patologias associadas, ja que nao
existe um tratamento Unico. Isso requer o uso prolongado de varios medicamentos, o que
se torna um desafio para os pacientes e coloca em risco a adesdo (ROCHLANI et al., 2017).
Entre os medicamentos usados para reduzir a morbidade, a mortalidade cardiovascular
e renal e prevenir o agravamento metabdlico da SM, destacam-se os diuréticos, anti-
hipertensivos, antidiabéticos orais (biguanidas, tiazolidinedionas ou glitazonas, inibidores
da alfa-glicosidase e sulfonilureias), antidislipidémicos (estatinas, fibratos, acido nicotinico
e outros) e inibidor da lipase pancreatica (orlistat).

3.4 Inflamacédo, Resisténcia A Insulina e Obesidade

O tecido adiposo ocorre em duas formas distintas, o tecido adiposo marrom (brown
adipose tissue [BAT]) e o tecido adiposo branco (white adipose tissue [WAT]). O BAT é
responsavel pela termogénese para o controle da temperatura corporal, enquanto o WAT
possui a fungédo de armazenamento lipidico na forma de triacilgliceridios (MCARDLE et al.,
2013). Além disso, o WAT é considerado um érgédo endocrino, pois secreta na circulagéo
sanguinea substancias como hormoénios, enzimas, fatores de crescimento, proteinas da
matriz e citocinas (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al., 2019).

Citocinas secretadas pelo tecido adiposo sdo denominadas adipocitocinas ou
adipocinas, e podem ser anti-inflamatérias, que sdo mediadoras de processos fisiolégicos,
ou proé-inflamatérias, que estimulam as vias inflamatorias. Adiponectina, fator de
transformacgéo de crescimento beta (TGF-B), interleucinas (IL) IL-10, IL-4, IL-13, receptor
antagonista de IL-1 (IL-1Ra) e apelina séo as adipocinas anti-inflamatérias, enquanto IL-6,
IL-1B, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), leptina, visfatina, resistina, angiotensina Il e
inibidor do ativador de plasminogénio 1 sa@o pro-inflamatorias (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA
et al., 2019). Dentre essas proteinas, IL-6, IL-1B e TNF-a tém sido relacionadas ao
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desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) (YANAI; YOSHIDA, 2019).

IL-6 é uma citocina secretada por células do sistema imunolégico (mondcitos,
macrofagos e linfocitos), fibroblastos, queratinocitos, células endoteliais, algumas células
tumorais e células do WAT. Sua produgéo é regulada por fatores, como IL-1, TNF-q,
interferons, DNA e RNA de virus e endotoxinas de bactérias (YAO et al., 2014), e sua acao
aumenta a producéo de proteinas de fase aguda (como a proteina C reativa), fibrinogénio
(estado pro-trombotico), expressao de moléculas de adeséo e ativagdo do sistema renina-
angiotensina (ROCHLANI et al., 2017). IL-6 também promove a fosforilagdo da serina do
substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) e, portanto, traz impactos negativos a sinalizacéo
da insulina (MCARDLE et al., 2013).

IL-1B8 € um mediador pré-inflamatério da resposta inflamatoria sistémica e seus
niveis aumentados na circulagdo estéo relacionados ao maior risco de desenvolvimento
de DM-2 (HERNANDEZ-SANTANA et al., 2019; MCARDLE et al., 2013). Como citocina
pré-inflamatoria, o TNF-a, secretado por mondcitos e macréfagos, estimula a liberagédo
de IL-6 e IL-1B3, responde as infeccdes e lesdes, apoptose e angiogénese (MCARDLE et
al., 2013) e é citotoxico para células tumorais (BORST, 2004). Além disso, TNF-a induz a
fosforilacdo e inativacéo dos receptores de insulina nos tecidos adiposo e muscular liso,
estando associado com a resisténcia a insulina induzida pela obesidade, (ROCHLANI et
al., 2017) e também estimula a lipdlise, que aumenta os acidos graxos livres circulantes
(MCARDLE et al., 2013).

A obesidade é definida como uma expansdo e disfuncdo dos tecidos adiposos
ocasionadas sob condi¢des positivas de energia, que estimulam os pré-adipOcitos a
se diferenciar e proliferar em adipécitos maduros, aumentando o numero de células
(hiperplasia) e o tamanho das células (hipertrofia), devido ao armazenamento lipidico em
excesso. Como o tecido adiposo é um 6rgao enddcrino capaz de secretar substancias
regulatérias, sua expansao gera um aumento na liberagéo das citocinas pro-inflamatérias.
Essas citocinas estimulam respostas do sistema imunolégico e promovem a infiltracao de
células como macréfagos ativos, causando um processo inflamatério crénico de baixo grau
(LIU; WANG; LIN, 2019) (Figura 5). Além disso, os fatores pro-inflamatorios ativam varias
serina-quinases, como IkB quinase (IKK) e c-Jun N-terminal quinase (JNK), que promovem
a fosforilacdo dos residuos de serina na via de sinalizagao da insulina, inclusive a serina
do IRS-1. Consequentemente, a sinalizagdo normal da insulina é prejudicada promovendo
estado de resisténcia, o que favorece o desenvolvimento de varias complicagdes, inclusive
o DM-2 (MCARDLE et al., 2013).
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Figura 5 - Expanséo do tecido adiposo e infiltracdo de células do sistema imunolégico.

O tratamento da obesidade é baseado principalmente na combinag¢éo de mudanca de
habitos alimentares e atividade fisica. Entretanto, os individuos que néo respondem a essas
modifica¢cdes podem necessitar de terapia farmacolégica (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al.,
2019). Atualmente, estao disponiveis os seguintes farmacos e associagdes: inibidores das
lipases gastrointestinais (orlistat e cetilistat) e supressores do apetite, como sibutramina
(inibidor da recaptagcéo de serotonina e noradrenalina), liraglutida (agonista do receptor
GLP-1 [glucagon-like peptide-1]), fentermina (inibidor do transportador de noradrenalina),
fentermina/topiramato (inibidor do transportador de noradrenalina e agonista receptores
GABA, respectivamente), lorcaserina (agonista de receptor 5-HT), naltrexona/bupropiona
(antagonista de receptor opibide e inibidor da recaptacdo de noradrenalina e dopamina,
respectivamente), tesofensina (inibidor da recaptacdo de noradrenalina, dopamina e
serotonina) e exenatida (agonista GLP-1) (NARAYANASWAMI; DWOSKIN, 2017).

3.5 Resisténcia a insulina e dislipidemias

Os acidos graxos (AG) que sdo estocados intracelularmente como TAGs podem ser
mobilizados pelo processo de lip6lise através de sua hidrolise (SOBCZAK; BLINDAUER;
STEWART, 2019). A insulina, por sua vez, aléem de estimular a captacdo de glicose pelas
células e inibir a gliconeogénese, também é capaz de inibir a lip6lise. Desse modo, a
resisténcia a insulina prejudica a inibicao da lip6lise e gera um aumento de AG circulantes
(ROCHLANI et al., 2017). O excesso de AG nas células e tecidos ocasiona a lipotoxicidade
e sobrecarga e impossibilita os processos de converséo para TAG ou B-oxidacao, formando
lipidios toxicos. Consequentemente, ha disfungcdo mitocondrial, estresse do reticulo
endoplasmatico e geracédo de espécies reativas de oxigénio, que resultam em apoptose
(principalmente células B-pancreéticas, musculares esqueléticas e adipocitos), inflamacao
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e resisténcia a insulina (SOBCZAK; BLINDAUER; STEWART, 2019).

No figado, os AG circulantes sdo substratos para producdo de TAGs (HUANG,
2009). Em condi¢cbes normais, grande parte da apolipoproteina B (apoB) sintetizada é
degradada pelo reticulo endoplasmatico dos hepatocitos. Quando os niveis de TAG estédo
aumentados no figado, ha uma supressdo da degradagédo de apoB (HIRANO, 2018),
principal apolipoproteina presente nas particulas de VLDL, causando aumento na producao
de VLDL. Além disso, a insulina também esta associada a degradagéo de apoB, através
de uma via dependente da PI3-K e, portanto, a resisténcia a insulina esta diretamente
relacionada ao aumento na producédo de VLDL (HUANG, 2009).

A LPL, presente na superficie do endotélio vascular, é responsavel pela hidrélise de
TAGs transportados pelos quilomicrons e VLDL, desempenhando um papel importante na
remocgao dessas particulas (HIRANO, 2018). A insulina estimula a acéo da LPL e o estado
de resisténcia reduz a atividade da enzima, resultando em niveis elevados de quilomicrons
e VLDL. Dessa forma, individuos com DM-2 frequentemente também apresentam niveis
de quilomicrons elevados. Portanto, a hipertrigliceridemia &€ uma consequéncia tanto do
aumento da produc¢éo de TAGs quanto da redugéo do seu catabolismo, ambos promovidos
pela resisténcia a insulina (HUANG, 2009).

O VLDL é metabolizado em particulas de LDL denominadas “pequenas e densas”
(SALDL, small dense LDL), além das lipoproteinas remanescentes (HUANG, 2009). Isso
ocorre porque ha uma transferéncia de TAGs do VLDL para o LDL, através da proteina
de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP), sendo que o LDL rico em TAGs sofre
lipdlise pela lipase hepatica tornando-se pobre em colesterol e formando o SdLDL. Em
comparacao as particulas de LDL grandes, o SdLDL esta mais fortemente associado ao
desenvolvimento de aterosclerose, pois penetra mais facilmente na parede das artérias,
possui meia-vida plasmatica mais longa, menor afinidade com o receptor de LDL e fraca
resisténcia ao estresse oxidativo (HIRANO, 2018).

De forma semelhante, as particulas de HDL também recebem TAGs transferidos do
VLDL pela CETP, em troca dos ésteres de colesterol. Portanto, sdo formadas particulas de
HDL ricas em TAGs, o que as tornam substratos melhores para a lipase hepatica, sendo
rapidamente eliminadas da circulagdo (HUANG, 2009). Com menos particulas de HDL
circulantes, ha uma redugao no transporte reverso de colesterol dos tecidos, responsavel
por prevenir o desenvolvimento de DCV (HIRANO, 2018).

O tratamento das dislipidemias é uma abordagem crucial para a prevencao
de DCV, e engloba mudancgas no estilo de vida e terapia farmacologica (THOMPSON,
2004). Atualmente, as principais classes de farmacos e suas associagbes sdo: estatinas
(inibidores da 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A [HMG-CoA] redutase), limitam a sintese
de colesterol endégeno; fibratos ou derivados do &cido fibrico, estimulam os receptores
gama ativados por proliferador de peroxissomo (PPAR-y), atuando no metabolismo lipidico
e aumentando a atividade da LPL (KHERA; MCGUIRE, 2005); ezetimiba (inibidor da
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proteina NPCL1), inibem a absorc¢éo intestinal de colesterol; inibidores da PCSK9, proteina
envolvida na homeostase do colesterol pela degradacdo de receptores LDL; estatina/
ezetimiba; estatina/fibrato (FILIPPATOS et al., 2017); acido nicotinico ou niacina, inibe a
lipolise (JULIUS, 2015).

3.6 Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes mellitus (DM) € um disturbio metabdlico caracterizado por concentragdes
elevadas de glicose no sangue (hiperglicemia), devido a insuficiéncia na producéo de
insulina pelas células B-pancreaticas e/ou deficiéncia na sua acéo (resisténcia a insulina),
podendo ser classificado em: diabetes mellitus tipo 1, ou insulino-dependente, quando ha
destruicdo das células B-pancreéticas pelo sistema imunolégico; diabetes mellitus tipo 2
(DM-2), ou néo insulino-dependente, quando ha deficiéncia na secrecdo ou resisténcia a
insulina; diabetes gestacional, quando a intoleréncia a glicose é detectada pela primeira
vez no periodo gestacional (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016); e LADA (diabetes auto-imune
latente do adulto), quando o DM tipo 1 se inicia na fase adulta (SCHWARTZ et al., 2017).
Por fim, o diabetes insipidus € uma doenca rara causada pela diminuicdo na secrecao
ou agéo da vasopressina que leva a excrecdo de grandes volumes de urina (REFARDT;
WINZELER; CHRIST-CRAIN, 2020).

DM-2 é caracterizado por hiperglicemia cronica como consequéncia da resisténcia
periférica a insulina, disfuncao das células B-pancreéticas ou ambas as situacbes (MEZA
et al., 2019). Os tecidos que apresentam resisténcia a insulina de forma mais proeminente
sé@o o figado, musculo esquelético e tecido adiposo (FORBES; COOPER, 2013). Como
consequéncia, a captacao e utilizagéo de glicose pelas células sao afetadas, resultando
em aumento da lipdlise e protedlise, aumento da gliconeogénese hepatica, liberacdo de
horménios catabdlicos (como glucagon, cortisol e catecolaminas), aumento na produgao de
superdxido e estresse oxidativo, aumento de disfuncéo endotelial e mitocondrial, aumento
na acidose intracelular no cérebro e danos neuronais (RASOULI et al., 2020).

Dessa forma, varias complicacdes estdo associadas ao DM-2. As complicagdes
metabdlicas agudas incluem a cetoacidose diabética, devido a hiperglicemia grave, e
coma, como consequéncia da hipoglicemia. Ja as complicacdes de longo prazo estédo
relacionadas com danos aos vasos sanguineos desencadeados pela hiperglicemia crdnica,
sendo macrovasculares (hipertensdo, doengca coronariana, ataque cardiaco, derrame,
doenca vascular cerebral e doenca vascular periférica), quando ha danos nas artérias, e
microvasculares (nefropatia, retinopatia e neuropatia), quando pequenos vasos sanguineos
sdo acometidos (FORBES; COOPER, 2013).

O manejo terapéutico adequado do DM-2 é importante na prevengdo dessas
complicagdes (RASOULI et al., 2020). O tratamento farmacol6gico compreende as seguintes
classes de medicamentos: biguanidas (metformina), reduzem a producédo hepatica de
glicose e a absorgéo de glicose pelo intestino e estimula captacao de glicose pelos tecidos;
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sulfoniuréias (glibenclamida, gliclazida, glimepirida, glipizida e clorpropamida), agem
diretamente nas células (-pancreaticas bloqueando os canais de potassio dependente de
ATP e estimulando a secre¢éo de insulina; tiazolidinedionas (pioglitazona, rosiglitazona
e troglitazona), sdo agonistas dos receptores PPAR-y e sensibilizam a acéo da insulina
nos hepatécitos, adipocitos e muisculo esquelético; agonistas do receptor GLP-1
(liraglutida, exenatida e lixisenatida), horménio que estimula a secrecéo de insulina e
inibe a secregcédo de glucagon; inibidores da DDP-4 (dipeptidil-peptidase 4) (vildagliptina,
sitagliptina, saxagliptina e linagliptina), enzima que metaboliza o GLP-1; inibidores SGLT-
2 (co-transportador sodio-glicose 2), impedem a reabsorcao de glicose pelo SGLT-2 nos
rins; inibidores da a-glicosidase (acarbose, voglibose e miglitol), enzima responsavel por
hidrolisar oligo e dissacarideos em glicose, promovendo a hiperglicemia pés-prandial (WU
et al.,, 2014).

41 CONSIDERAGCOES FINAIS

O presente capitulo descreveu as funcgdes fisioldgicas das enzimas digestivas
(a-amilase, a-glicosidase e lipase) e os disturbios direta ou indiretamente associados,
enfocando os principais farmacos usados no tratamento dessas complicagdes. Essas
enzimas estdo envolvidas nos processos digestivos através de reacdes que catalisam a
quebra de carboidratos e gorduras, transformando em estruturas mais simples a serem
captadas pelos tecidos.

Entre os disturbios associados com as enzimas digestivas, a sindrome metabdlica
consiste de um conjunto de complicacbes organicas que inclui obesidade central,
resisténcia a insulina, dislipidemia aterogénica e hipertensdo arterial. Com disturbio
ligado ao metabolismo, a obesidade constitui uma disfuncéo do tecido adiposo causada,
normalmente, por um consumo excessivo de calorias alimentares. Consequentemente,
ocorre a secrecao de substancias regulatérias que liberam citocinas pré-inflamatérias que
desencadeiam processo inflamatorio cronico, levando ao surgimento de DM-2 e doencas
cardiovasculares. Por sua vez, a dislipidemia, geralmente, estéa relacionada a elevacéo de
colesterol e triglicerideos no plasma e/ou a diminui¢do dos niveis de HDL que contribuem
para aterosclerose. No entanto, o aumento de AG circulantes pode resultar em apoptose
(principalmente de células B-pancreaticas, musculares esqueléticas e adip6citos), inflamacao
e resisténcia a insulina. Neste contexto, esses distdrbios envolvem o aparecimento da
DM-2 que se caracteriza por concentracdes elevadas de glicose no sangue (hiperglicemia)
devido a insuficiéncia na secregao de insulina pelas células B-pancreaticas e/ou resisténcia
a insulina.

Quando associados, os disturbios metabdlicos causam grandes consequéncias
aos seres humanos, necessitando, entre outros, de tratamento farmacoldgico. Entre as

classes de farmacos usadas no tratamento das complicacées metabdlicas, destacam-se
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os inibidores da a-glicosidase (acarbose, voglibose e miglitol) e lipase (orlistat e cetilistat).
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