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1. INTRODUCAO

A diabetes mellitus tipo Il (DMII) é uma doenca crénica, ndo transmissivel,
com alto grau de morbimortalidade, e € caracterizada por um processo
hiperglicémico resultante de deformidades na secrecdo e/ou na acdo da insulina
(SBD, 2016). Atuando diretamente na modulagéo da DMII, as enzimas digestivas
sdo responsaveis pelo metabolismo de compostos glicoconjugados, onde a a-
amilase promove a hidrolise de polissacarideos e, a a-glicosidase de
dissacarideos (YAMAGISHI et al., 2009).

A inibicdo parcial das enzimas a-amilase e a-glicosidase pode ser uma
alternativa promissora para o controle da DMII, pois promove o retardo da
absorcao da glicose no intestino. Hoje em dia, a Acarbose é um medicamento
anti-hiperglicemiante disponivel no mercado, e que atua na inibicdo destas
enzimas, entretanto, este farmaco apresenta mdltiplos efeitos adversos, entre
eles, flatuléncia e distensdo abdominal (JAIN & SARAF, 2010, OBOH et al., 2011,
YIN et al., 2014). Neste sentido, sdo necessdrias pesquisas que busquem
alternativas naturais para a inibicdo destas enzimas, sem promover desconfortos
gastrointestinais como o medicamento utilizado atualmente.

A amora-preta faz parte de um amplo grupo de plantas do género Rubus,
gue pertence a familia Rosaceae, e sdo extensivamente investigadas devido as
suas propriedades bioldgicas e fitoquimicas. Dentre seus constituintes, as
amoreiras contém o composto quimico 1-desoxinojirimicina (DNJ), um alcal6ide
piperidina, conhecido por ser um iminoacucar, por conseguinte, um dos mais
potentes inibidores da a-glicosidase, além de ser rica em compostos fendlicos
(ERUYGUR & DURALC, 2019). Tendo em vista que o chd de amoreiras é
utilizado popularmente para prevenir e tratar a diabetes, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a acdo anti-hiperglicemiante, de extratos etandlicos obtidos
dos frutos de amora-preta, das cultivares Tupy e Xingu, e o farmaco Acarbose,
utilizado como controle, frente as enzimas a-amilase e a-glicosidase.

2. METODOLOGIA

2.1 AQUISICAO DAS AMOSTRAS E PREPARO DOS EXTRATOS

Os frutos das cultivares Tupy e Xingu, foram obtidos durante o ciclo
produtivo do ano de 2017, no campo experimental da Embrapa Clima Temperado
(RS, Brasil). Ap6s a coleta, os frutos foram higienizados em agua corrente e
armazenados em freezer (- 20°C). Para as andlises, as amostras foram liofilizadas
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(Liotop K108, Liobras SP) por 48 horas e pulverizadas utilizando moinho de bolas
(MA 350, Marconi SP).

O extrato foi preparado em um dispersor digital (Ultra Turrax, IKA® T 18 D,
Staufen, DE) utilizando etanol 98 %, em seguida, foram filtrados utilizando papel
filtro qualitativo (Whatman™ N° 4). Ao final, obteve-se dois extratos etandlicos
distintos, amora-preta cultivar Tupy e amora-preta cultivar Xinga, com
concentragdes de 500 mg/mL (p/v) cada.

2.2 ATIVIDADE ANTI-HIPERGLICEMIANTE

A atividade anti-hiperglicemiante frente a enzima a-amilase foi determinada
empregando o procedimento descrito por SATOH et al. (2015) com adaptacdes.
Inicialmente, foram adicionados a microplaca de poliestireno de 96 pocos, 15 L
de extrato etandlico (500 mg/mL), 50 uL de solucdo tampéo fosfato (pH 7,0) e
12,5 uL da enzima a-amilase pancreética (241,71 U/mL, Sigma-Aldrich, Missouri
EUA), seqguido de incubacdo durante 5 minutos a 37 °C. Em seguida, foi
adicionado 62,5 yL de amido solivel (substrato) e incubado por 15 minutos a
37°C, apbs este tempo, a reacdo foi interrompida adicionando 12,5 yL de acido
cloridrico 1,0 M (Sigma-Aldrich, Missouri EUA). Para leitura das absorvancias foi
realizada a reacdo colorimétrica adicionando aos poc¢os 25 pyL do reagente de
Lugol (iodo 0,005 M; iodeto de potassio 0,005 M), previamente preparado, e por
fim, realizada a leitura no comprimento de onda de 690 nm, utilizando
espectrofotdmetro de microplaca (SpectraMax® 190, Molecular Devices, Califérnia
EUA). A aquisi¢do e andlise de dados das absorvancias foi realizada utilizando o
programa SoftMax® Pro 6 (Versdo 6.3 Molecular Devices, Califérnia EUA). Todas
as leituras foram realizadas em triplicata.

A atividade anti-hiperglicemiante frente a enzima a-glicosidase foi
determinada utilizando o procedimento descrito por VINHOLES et al. (2011) com
adaptacodes. Inicialmente, foram adicionados a microplaca de poliestireno de 96
pocos, 10 yL de extrato etandlico (500 mg/mL) e 50 pl de substrato p-nitrofenil-a-
D-glicopiranosideo, diluido em tampéao fosfato pH 7,0, (3,25 mM, Sigma-Aldrich,
Missouri EUA). Logo, se adicionou 50 pL da enzima a-glicosidase, diluida em
tampao fosfato pH 7,0 (9,37 U/mL, Sigma-Aldrich, Missouri EUA), seguido de
incubacdo durante 10 minutos a 37 °C. Passados os 10 minutos foi realizada a
leitura no comprimento de onda de 405 nm, utilizando espectrofotdmetro de
microplaca (SpectraMax® 190, Molecular Devices, Califérnia EUA). A aquisicdo e
andlise de dados das absorvancias foi realizada utilizando o programa SoftMax®
Pro 6 (Versédo 6.3 Molecular Devices, Califérnia EUA). Todas as leituras foram
realizadas em triplicata.

O farmaco Acarbose foi utilizado como controle nas analises de atividade
anti-hiperglicemiante frente as enzimas a-amilase e a-glicosidase. Todas as
leituras foram realizadas em triplicata.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Statistica 7.0
(Statsoft, EUA). Os resultados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA
com comparacdo de médias por meio do teste de Tukey a um nivel de
significancia de 5% comparando as atividades (ICzs) dos extratos de amora-preta
em relacdo as enzimas a-amilase, a-glicosidase e farmaco Acarbose. E os
resultados para cada cultivar, Tupy e Xingu, separadamente foram submetidos a
analise de variancia ANOVA usando o teste t de Student a um nivel de
significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da acdo anti-hiperglicemiante, expressos em inibicao de
25 % de atividade enzimatica (IC2s) para a enzima alfa-amilase e 50% para
atividade enzimatica (ICso) para alfa-glicosidase, estdo ilustrados na Tabela 1.
Observa-se que para cultivar Tupy a inibicdo da enzima a-amilase foi 7 vezes
maior do que o farmaco controle, enquanto que a inibicdo da enzima a-
glicosidase foi 17,8 vezes menor do que a Acarbose. Para cultivar Xingu, a
inibicdo de ambas enzimas foram inferiores ao farmaco, sendo a inibicdo da a-
amilase 32,7 vezes e da a-glicosidase 9,8 vezes menor que a Acarbose.

A comparacdo das diferentes cultivares e da Acarbose em relagédo a
inibicdo da enzima a-amilase, mostrou que nao houve diferenca significativa entre
a cultivar Tupy e o controle (Acarbose), num intervalo de confianca de 95 %,
enguanto que, para a inibicdo da enzima a-glicosidase, em relacdo aos diferentes
cultivares e a Acarbose, houve diferenca significativa em todos os testes.

A comparacdo das inibicbes das enzimas a-amilase e a-glicosidase,
realizadas pelo teste t-Student, apresentaram diferenca significativa, em um
intervalo de confianca de 95 %, para todos os testes realizados. A inibicdo da
a-amilase foi 2,4 vezes menor que a a-glicosidase para o farmaco controle
Acarbose. O mesmo perfil € observado na cultivar Tupy, onde a inibicdo da
a-amilase foi 300 vezes menor que a inibicdo da a-glicosidase. No entanto, para a
cultivar Xingu, a inibicdo da a-amilase foi 1,4 vezes maior que a inibicdo da
a-glicosidase.

Tabela 1. Atividade anti-hiperglicemiante das cultivares de amora-preta (Tupy e
Xingu) frente as enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase.

IC2s ICso
a-amilase (mg/Ml) a-glicosidase
Tupy 1,0 £ 0,163 301,6 + 2,9bAs
Xingu 228,2 + 5,13Bs 166,6 + 3,3%Bs
Acarbose* 7,1+ 0,223 16,9 + 0,9°¢s

*Médias aritméticas simples (n=3) + desvio padrdo. Diferentes letras mindsculas na linha
diferem entre si, comparando as enzimas, e, diferentes letras mailsculas na coluna
diferem entre si, comparando as cultivares e a Acarbose, pelo teste de Tukey (p<0,05).
*s (significativo) pelo teste t-Student (p<0,05) comparando as enzimas em cada cultivar.

Sendo assim, a cultivar Tupy mostrou-se promissora para a inibicdo da
enzima a-amilase, apresentando melhores resultados do que o medicamento.
Eruygur e Duralc (2019) relatam que essa propriedade das amoras-pretas esta
relacionada ao iminoacucar 1-desoxinojirimicina (DNJ), sendo este forte inibidor
destas enzimas.

4. CONCLUSOES
Os extratos etandlicos de amora-preta, das cultivares Tupy e Xingu,

mostraram-se eficazes na atividade anti-hiperglicemiante frente as enzimas a-
amilase e a-glicosidase.
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