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1.INTRODUCAO

A diabetes mellitus tipo Il € um distirbio metabdlico caracterizado pela
presenca de um processo hiperglicémico, causado por defeitos na secrecdo e/ou
acao da insulina. Esta doenca possui elevado grau de morbimortalidade, sendo
considerada a terceira maior causa de morte prematura no mundo. No ano de
2015, o Brasil foi considerado o quarto pais com maior nimero de portadores de
diabetes (14,3 milhdes de pessoas). Destes, os mais afetados sdo mulheres e
individuos com baixo grau de escolaridade (OMS, 2018).

As enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase estdo relacionadas com o
desenvolvimento da diabetes, pois sdo responsaveis pelo metabolismo de
compostos glicoconjugados, atuando na absorcdo da glicose nos enterdécitos,
onde ocorre a hidrélise de ligacdes glicosidicas a-1,4 da estrutura do amido por
acao da a-amilase, produzindo dissacarideos que serdo hidrolisados em
monossacarideos pela a-glicosidase (YIN et al., 2014).

A inibicdo parcial dessas enzimas pode ser uma alternativa para o controle
da diabetes mellitus tipo II, pois promove o retardo da absor¢cdo da glicose no
intestino delgado, reduzindo a glicemia pds-prandial. Existem diversos
medicamentos no mercado, como a acarbose, que atuam inibindo a acédo destas
enzimas. Apesar dos beneficios, a acarbose promove uma gama de distarbios
gastrointestinais que diminuem a qualidade de vida dos individuos portadores da
doenca (OBOH et al., 2011; WU et al.,, 2011). Desta maneira, S80 necessarios
estudos que visem alternativas naturais para inibicdo das enzimas.

Os 6leos essenciais, compostos produzidos pelo metabolismo especializado
de plantas aromaticas, podem atuar na inibicdo das enzimas, pois apresentam em
sua composi¢cdo compostos fenodlicos. Dentre os diversos 0leos essenciais,
destacam-se os oriundos do cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.) e do
tomilho (Thymus vulgaris, L), que possuem em sua composi¢cado eugenol (cravo-
da-india) e timol (tomilho) que apresentam comprovadas atividades biolégicas,
podendo atuar no controle de diversas doencas (RADUNZ et al., 2019; RADUNZ
et al., 2020). Baseado no exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o
potencial antihiperglicemiante in vitro dos 0Oleos essenciais de cravo-da-india e
tomilho.

2. METODOLOGIA

2.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS
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Os floretes secos de cravo-da-india e os ramos secos de tomilho foram
obtidos no comércio local da cidade de Pelotas, RS. Para a obtencdo dos o6leos
essenciais as amostras foram moidas em moinho de facas, e em seguida, os pds
foram homogeneizados com agua deionizada e hidrodestilados por arraste de
vapor, durante 3 horas, de acordo com a recomendacdo da Farmacopéia
Brasileira (BRASIL, 2010).

2.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIHIPERGLICEMIANTE
O potencial antihiperglicemiante foi realizado por meio da inibicdo das
enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase. Para fins de comparacdo, um
controle utilizando acarbose (um dos medicamentos usuais no tratamento da
diabetes mellitus tipo IlI) foi realizado. Tanto os 0leos essenciais, quanto a
acarbose foram utilizados na concentragéo de 250 mg/mL.

2.2.1 INIBIGAO DA ATIVIDADE DA a-AMILASE

O potencial de inibicdo da a-amilase foi determinado de acordo com o
método proposto por Satoh et al. (2015), com algumas modificacées. Foram
adicionadas em microplacas de 96 pocos, 15 pyL de amostra, 50 uL de tampéo de
fosfato (pH 7,0) e 12,5 yL da enzima a-amilase pancreética porcina (241,71 U/mL,
Sigma Aldrich). A placa foi entdo incubada em espectrofotdbmetro de microplaca
(SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA) por 5 min a 37 °C. Em seguida, 62,5
ML de amido soluvel foram adicionados como substrato, e a mistura foi incubada
por 15 min a 37 °C. Posteriormente, 12,5 yL de HCI 1 M foram adicionados para
interromper a reagao. Finalmente, 25 uL de solugao de iodo (0,005 M) e iodeto de
potassio (0,005 M) foram adicionados. A leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotdmetro (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA), no comprimento
de onda de 690 nm.

2.2.2 INIBIGAO DA ATIVIDADE DA a-GLICOSIDASE

A atividade inibitéria da a-glucosidase foi avaliada usando o procedimento
descrito por Vinholes et al. (2011), com algumas modificagbes. Em uma
microplaca de 96 pocos, foram adicionados 10 pL da amostra e 50 uL de uma
solucdo de substrato de p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo 3,25 mM (diluida em
tampédo de fosfato, pH 7.0). Em seguida, foram adicionados 50 uL da enzima a-
glucosidase (9,37 U/mL, diluida em tampao fosfato, pH 7,0; Sigma Aldrich) e a
placa foi incubada em espectrofotbmetro de microplaca (SpectraMax 190,
Molecular Devices, EUA) a 37 °C por 10 min. Finalmente, a leitura da absorvancia
foi realizada a 405 nm.

2.3 ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica foi realizada pela andalise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey com nivel de significancia de 5% utilizando o programa
Statistica 7.0 (Statsoft, EUA).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antihiperglicemiante dos Oleos essenciais de
cravo-da-india e tomilho podem ser observados na tabela 1.
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Tabela 1. Atividade antihiperglicemiante in vitro dos 6leos essenciais de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum, L) e tomilho (Thymus vulgaris, L.) frente as enzimas
a-amilase e a-glicosidase

Amostra Inibicdo (%)
a-amilase a-glicosidase
Cravo-da-india 75,5b 93,1a
Tomilho 98,8a 81,3b
Acarbose* 73,4C 32,5¢c

*Acarbose — medicamento usual para controle de diabetes mellitus tipo Il. Letras mindsculas
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (5%)

O O6leo essencial de tomilho apresentou maior potencial de inibicdo da
enzima a-amilase quando comparados com o 6leo essencial de cravo-da-india e
com a acabose. Enquanto para a enzima a-glicosidase, o maior percentual de
inibicdo foi o do 6leo essencial de cravo-da-india. Quando comparados com a
acarbose, ambos os 6leos essenciais apresentaram resultados estatisticamente
superiores para as duas enzimas avaliadas, demostrando o potencial promissor
destes para o controle do processo hiperglicémico.

Os resultados de inibicdo das enzimas por acdo do 6leo essencial de cravo-
da-india encontrados em nosso estudo, foram inferiores aos relatados nos
estudos de Tahir et al. (2016) e Adefegha e Oboh (2012), entretanto as
concentracbes do Oleo essencial aplicadas nestes estudos foram superiores a
utilizada no presente trabalho. Ao contrario do resultado encontrado no 6leo
essencial de cravo-da-india, os valores de inibicdo das enzimas por agao do 0leo
essencial de tomilho encontrados em nosso estudo, sao superiores aos 50% de
inibic&o relatados por Loizzo et al. (2014), mesmo em concentracdes inferiores ao
trabalho destes autores. Estas diferencas se devem a fatores edafoclimaticos, que
alteram a composicdo dos 6leos essenciais (RADUNZ et al., 2019).

Existem poucos relatos na literatura a respeito do efeito antihiperglicemiante
in vitro decorrente da inibicdo de enzimas digestivas pela acdo de O6leos
essenciais. Porém estudos comprovam que 0os compostos polifendlicos presentes
nesses 6leos, podem apresentar efeitos insulinicos no uso da glicose, atuando na
inibicdo dessas enzimas essenciais relacionadas ao processo hiperglicémico
(RANILLA et al., 2010). Nossos resultados sdo promissores e demonstram que 0s
Oleos essenciais podem ser usados, apOs testes em modelos in vivo, como
agentes antihiperglicemiantes.

4. CONCLUSOES
Os Oleos essenciais de cravo-da-india e tomilho apresentaram elevadas
inibicbes das enzimas a-amilase e a-glicosidase, sendo estes superiores aos
encontrados na acarbose. Deste modo, esses Oleos essenciais podem
futuramente, apds ensaios in vivo, serem utilizados como medicamentos no
controle da diabetes mellitus tipo II.
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