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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica resultante do distdrbio progressivo
da producdo ou funcionamento do horménio pancreéatico insulina, levando ao aumento dos
niveis de glicose no sangue. A hiperglicemia é uma das principais caracteristicas da DM tipo 2.
A influéncia da enzima a-glucosidase no DM esta bem documentada. Ela converte carboidratos
de cadeia longa em unidades monossacaridicas mais simples, um processo que permite a rapida
absorcéo de carboidratos, resultando em altos niveis de glicose no sangue. Fazem parte do
tratamento antidiabetico a utilizacdo de agente oral, com o proposito de reducdo da glicemia
pos prandial. O objetivo do estudo foi investigar o potencial terapéutico do extrato da casca da
planta Anadenanthera colubrina (BEAC) para auxiliar no tratamento do diabetes mellitus tipo
2 (DM2) e no controle antioxidante das espeécies reativas de oxigénio. Nos Estudos in vitro,
foram avaliados a inibigdo da enzima a-glucosidase, o BEAC exibiu uma potente inibicdo, 31
vezes maior que a do inibidor sintético arcabose e seu efeito foi dependente da dose nas
concentragOes testadas. Nas analises cinéticas dos resultados das plotagens de Lineweaver-Burk
e Michaelis-Menten observou uma inibigdo competitivamente na reacdo catalisada pela a-
glucosidase. Em relacdo a eliminacdo de radicais livres, o BEAc exibiu uma relacdo dose-
resposta mais eficaz que os antioxidantes rutina, hidroxianisol butilado (BHT) e semelhante ao
acido ascorbico nas mesmas concentraces. Na andlise quimica de BEAc por HPLC foram
identificados por referéncia a padrdes auténticos quatorze compostos quimicos. Este estudo
revelou que a planta é rica em compostos fenolicos, apresentou a primeira evidéncia da
atividade antidiabética da casca de A. colubrina e confirmou o potencial como antioxidante.
Esses resultados apresentaram uma fonte natural que pode auxiliar no tratamento da diabete
tipo 2, controlando a glicemia pds-prandial, inibindo a a-glucosidase e controlando a oxidagéo
de biomoléculas. Podendo atuar no tratamento especifico da doenca e atenuando os efeitos
antioxidantes dos disturbios do metabolismo dos macronutrientes.

Palavras chaves: A. Colubrina; Flavonoides; Antioxidantes; Diabetes Mellitus.
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ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic disease resulting from the progressive
disturbance of the production or functioning of the pancreatic hormone insulin, leading to an
increase in blood glucose levels. Hyperglycemia is one of the main characteristics of type 2
DM. The influence of the a-glucosidase enzyme on DM is well documented, it converts long-
chain carbohydrates into simpler monosaccharide units, a process that allows rapid absorption
of carbohydrates, resulting in high blood glucose levels. The use of oral agent is part of
antidiabetic treatment, with the purpose of reducing post-prandial blood glucose. The pourpose
objective of the study was to investigate the therapeutic potential of the bark extract of the plant
Anadenanthera colubrina (BEAC) to assist in the treatment of type 2 diabetes mellitus (DM2)
and in the antioxidant control of reactive oxygen species. In in vitro studies, the inhibition of
the enzyme a-glucosidase was evaluated, the BEAc exhibited a potent inhibition, 31 times
greater than that of the synthetic inhibitor arcabose and its effect was dose-dependent at the
tested concentrations. In the kinetic analyzes of the results of the Lineweaver-Burk and
Michaelis-Menten plots, was observed a competitive inhibition in the reaction catalyzed by a-
glucosidase. Regarding the elimination of free radicals, BEAc exhibited a more effective dose-
response relationship than antioxidants rutin, butylated hydroxyanisole (BHT) and similar to
ascorbic acid in the same concentrations. In the chemical analysis of BEAc by HPLC, fourteen
chemical compounds were identified by reference to authentic standards. This study revealed
that the plant is rich in phenolic compounds, presented the first evidence of the anti-diabetic
activity of the bark of A. colubrina and confirmed its potential as an antioxidant. These results
showed a natural source that can assist in the treatment of type 2 diabetes, controlling
postprandial glycemia, inhibiting a-glucosidase and controlling the oxidation of biomolecules.
Acting both in the specific treatment of the disease and attenuating the antioxidant effects of

disturbances in the metabolism of macronutrients.

Keywords: A. Colubrina; Flavonoids; Antioxidants; Diabetes mellitus.
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APRESENTACAO

Este trabalho apresenta apds uma introducéo geral e a apresentacdo dos objetivos
da pesquisa, a tese foi dividida em dois capitulos, no primeiro capitulo apresentamos uma
andlise feita na literatura que estruturou cientificamente o estudo, e no capitulo dois
apresentamos a metodologia, os resultados, as discussdes e as conclusGes da pesquisa. A
formatacdo do capitulo dois atende as normas proprias do periédico Journal of Medicinal
Plantes Research no qual foi aceito para publicacéo.

O referencial tedrico é especifico e independente nos capitulos.

Na integracdo do trabalho como um todo, a planta A. Colubrina é estudada quanto
ao potencial de controle do Diabetes Mellitus in vitro. Sdo essenciais estudos farmacolédgicos
in vivo que comprovem os efeitos da planta utilizada pela populacdo diabética, observando
assim os beneficios desejados a saude dos pacientes.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é Uma doenca metabdlica, crénica e complexa que altera
0 metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas. O tratamento precisa de cuidados medicos
continuos, com estratégias multifatoriais de reducdo de risco, além do controle glicémico
(RODWELL et al., 2017; INFANTE-GARCIA e GARCIA-ALLOZA, 2019; ADA, 2020). E
caracterizado por hiperglicemia em jejum e pds-prandial, resultantes de defeitos na secre¢do de
insulina, acdo da insulina, ou ambos (ADA, 2020).

O DM é um problema de saude em ordem crescente, em que, 0 quantitativo de
individuos apresentando Diabetes na populacdo mundial chega a 468 milhdes, incluindo a faixa
etaria entre 20 e 79 anos. Em 2045 a perspectiva que 700 milhGes de pessoas desenvolva DM
(IDF, 2019). No ranking dos 10 primeiros paises no mundo com o maior numero de pessoas
com DM, o Brasil estava em quinto lugar. E no ranking da América Latina, o Brasil era o
primeiro com 16,8 milhdes de habitantes com DM em 2019 (IDF, 2019).

De acordo com a prerrogativa da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), ha varias
formas de Diabetes: tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2), formas hibridas de DM, tipos especificos de
DM (Diabetes monogénico, doencas do pancreas exocrino, distdrbios endécrinos - induzido por
drogas ou produtos quimicos, Diabetes relacionado a infecgdo, formas incomuns especificas de
Diabetes imunomediado e outras sindromes genéticas, as vezes associadas ao Diabetes), DM
ndo classificado e DM gestacional (OMS, em inglés WHO, 2019).

Independente da causa fisiopatoldgica, o estagio inicial do Diabetes é singularizado
pela resisténcia a insulina e hiperglicemia. E afirmar-se-a que para compensar a hiperglicemia,
as células B-pancreaticas aumentam a producdo de insulina, quando producéo de insulina ndo é
suficiente, ocorre um estado pré-diabético (INFANTE-GARCIA; GARCIA-ALLOZA, 2019).

Constata-se a hiperglicemia crdnica envolvida na génese de diversos eventos
bioquimicos, os quais resultam em um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a capacidade do sistema de defesa antioxidante em neutraliza-la, resultando
um estado de estresse oxidativo (MAIESE, 2015). Entdo o estresse oxidativo é elevado
(TANGVARASITTICHAI, 2015 e NIMESH et al.,, 2019) e associa-se a patogénese de
resisténcia a insulina (TANGVARASITTICHAI, 2015), aumentando a peroxidacao lipidica
(NIMESH et. al., 2019).

Foram realizadas analises onde se estabelecem que fazem parte do tratamento
convencional para 0 DM as mudancas no estilo de vida (educagdo em salde, alimentacédo e
atividade fisica) e utilizacdo de agentes antidiabéticos que reduzem a glicemia a fim de manté-

la em niveis normais, em jejum< 100 mg/dLe pos-prandial < 140 mg/dL (SBD, 2019).
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Os medicamentos antidiabéticos sdo classificados em sulfonilureias e glinidas,
inibidores da alfaglicosidase, biguanidas, glitazonas, aqueles que exercem efeito incretinico,
mediado pelos horménios GLP-1 (peptideo semelhante a glucagon 1, e GIP (peptideo inibidor
gastrico) (SBD, 2019).

Abordou-se neste estudo o tratamento do DM2, a forma mais frequente de Diabetes,
responsavel por atingir aproximadamente cerca de 90% a 95% dos pacientes diagnosticados
com Diabetes no mundo (WHO 2019), em que a hiperglicemia é o resultado da associac¢ao de
uma producdo inadequada de insulina e da incapacidade do organismo de responder
fisiologicamente ao hormdnio, resultando na resisténcia a insulina.

O DM2 estd associado as rdpidas mudangas culturais, econdémicas e sociais,
envelhecimento da populacéo, crescente urbanizagdo nédo planejada, mudancas na dieta, em que
se potencializa o consumo de alimentos altamente processados e bebidas agcucaradas, obesidade,
atividade fisica reduzida, desnutricdo fetal e aumento da exposicao fetal a hiperglicemia durante
a gravidez (WHO, 2019).

Pautou-se que apesar dos avangos na ciéncia moderna para as VAarias terapias
antidiabéticas, utilizando medicamentos convencionais sintéticos, as vezes, os tratamentos
longitudinais costumam ndo serem bem-sucedidos, por apresentarem custo elevado e efeitos
colaterais adversos, como diarreia, distensdo abdominal e flatuléncia para os pacientes
portadores de DM (UNUOFIN; LEBELO, 2020). Desta forma, mediante a comprovacéo das
dificuldades citadas, reconhece-se a necessidade da exploracdo de estratégias terapéuticas
naturais, onde sdo empregadas plantas medicinais, em que se constatam potenciais
antidiabéticos, que proporcionam melhor relagdo de custo-beneficio e menos efeitos colaterais
a populagdo (ALVES 2007; MARIN-PENALVER et al, 2016; UNUOFIN; LEBELO, 2020).

Registra-se que diversas plantas medicinais sdo utilizadas para o tratamento de
varias doengas (AGRA et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2008, SANTOS et al., 2013 e
KAPOOR, 2017). Muitos produtos vegetais demonstraram acdo antidiabética e atividade
antioxidante (BANU et al., 2015; GIORDANI et al., 2015 e YIN et al., 2014). Varios métodos
de inibicdo da a-glicosidase foram propostos para extratos vegetais (RAMU et al., 2014;
SHELIYA et al.,, 2016; WANG et al., 2019; BHATIA et al., 2019), onde os compostos
fenodlicos se ligam a enzima a-glicosidase, resultando em alteracdo conformacional da enzima
e diminuindo seu desempenho no substrato (PENG et al., 2016).

As atividades antidiabética e antioxidante das plantas medicinais sdo atribuidas a
presenca de polifendis, flavonoides, terpendides, cumarinas e outros constituintes em que se
verificam a reducdo dos niveis de glicose no sangue (ALVES, 2007; YIN et al., 2014; RAMU
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et al., 2014; BANU et al., 2015; GIORDANI et al., 2015; MARIN-PENALVER et al, 2016;
PENG et al., 2016; SHELIYA et al., 2016; BHATIA et al., 2019; WANG et al., 2019).

Seleciona-se a planta A. colubrina para ser estudada, a fim de disponibilizar a
sociedade diabética brasileira, consideragdes comprovadamente eficazes, que favorecam o
tratamento contra 0 DM, reverberando na qualidade de vida do individuo. Encontrada no
Cerrado tocantinense, a A. colubrina pertence a familia Mimosoidea, uma espécie botanica em
que se verifica propriedade medicinal, tradicionalmente é administrada por via oral, preparada
por decoccdo, infusdo ou suco, obtida por maceracdo de partes da referida planta (AGRA et al.,
2008). E usada empiricamente para tratar inflamac&o, doenca respiratdria, anemia, alguns tipos
de cancer, gripe, dor de estbmago, cicatrizes, problemas pulmonares, infeccao geral, atua como
antisséptica (AGRA et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2008; CARTAXO et al., 2010).

A. colubrina apresenta baixa toxicidade sistémica in vivo (LIMA et. al, 2014; DE
SOUZA et. al., 2017; SILVA et. al., 2020) e foi cientificamente testada e comprovada como
antifungica, antinociceptiva periférica, anti-inflamatoria, antibiética, antioxidante, proposta
para o controle de crescimento de celulas tumorais humanas, (LIMA et al., 2013; SANTOS et
al., 2013; CAMPOS et al., 2014; DAMASCENA et. al., 2014; LIMA et al., 2014; BARRETO
etal., 2015; NUNES et al., 2015; DE SOUZA et. al., 2017; SILVA et al., 2019). As principais
classes de compostos descritos para as espécies sao flavondides, fitoesterois e taninos (WEBER
etal., 2011; SANTOS et al., 2013).

Evidencia-se na literatura cientifica que moléculas bioativas, de fontes naturais,
diminuem os niveis de glicose no sangue, via regulacdo de um ou mais dos seguintes
mecanismos: melhoria da funcao das células beta, resisténcia a insulina, (re) absorcao de glicose
e homeostase do peptideo 1, do tipo glucagon (UNUOFIN; LEBELO, 2020).

Ha de se ponderar na literatura que a planta A. colubrina apresenta na sua
constituicdo fitoquimica alguns fitoesterdis que podem apresentar acfes antidiabéticas e

antioxidantes que auxiliam no tratamento do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as principais classes de metabdlitos secundarios avaliando o potencial
do extrato da casca do caule nas atividades antioxidantes e antidiabéticas (in vitro) de A.

colubrina oriundos do Cerrado tocantinense.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter perfil cromatografico por CLAE (Fingerprint) do extrato da casca de A.

colubrina do Cerrado tocantinense.
e Determinar o perfil fitoquimico da casca da A. colubrina do Cerrado tocantinense.
e Auvaliar o potencial do extrato da A. colubrina na atividade antioxidante.

e Avaliar o potencial do extrato da A. colubrina na atividade antidiabética.
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3 CAPITULO 1 - DIABETES, ESTRESSE OXIDATIVO, ANTIOXIDANTES, PLANTA
MEDICINAL E CONSIDERACOES SOBRE O RESULTADO DA PESQUISA

3.1 DIABETES

3.1.1 Conceitos e Defini¢bes

O Diabetes do grego diabétes, polilria, polidipsia e polifagia, Mellitus: sacarino ou
acucarado (AIRES, 2018) é um problema de salde crescente, em todo o mundo, que pode levar
a graves complicacdes, no corpo, ao longo do tempo, tais como: distlrbios microvasculares e
macrovasculares, que resultam em retinopatia, nefropatia, neuropatia, doenca coronariana
(AIRES, 2018; SDB, 2019), doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica (SBD, 2019).

O DM ¢é uma doenca que afeta 0 metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos,
requer cuidados médicos continuos, com estratégias multifatoriais de reducao de risco, além do
controle glicémico (GUYTON; HALL, 2017; RODWELL etal., 2017; INFANTE-GARCIA E
GARCIA-ALLOZA, 2019; ADA, 2020).

O Diabetes também tem sido responsabilizado por contribuir para agravos, direta
ou indiretamente, no sistema musculoesquelético, no sistema digestorio, na funcéo cognitiva e
na saude mental, além de ser associado a diversos tipos de céancer (SBD, 2019).
Consequentemente causando uma desregulacdo do metabolismo de carboidratos, gorduras e
proteinas. As tentativas de estudos para compreender a patogénese do Diabetes baseiam-se nas
alteracbes glicémicas, apesar da grande variedade de manifestacdes clinicas e condicGes
associadas (SBD, 2019).

E designado principalmente por uma perda da homeostase da glicose, levando a
hiperglicemia em jejum e aumentando acentuadamente a pos-prandial, resultando no defeito na
na secrecao ou na acdo do hormonio insulina (GUYTON; HALL, 2017; ADA, 2020).

O pancreas é o 6rgdo que além de apresentar funcdes digestivas, participa do
controle da regulacdo hormonal, do metabolismo dos macronutrientes, produzindo os
horménios insulina e glucagon (GUYTON; HALL, 2017). Este 6rgéao é formado por dois tipos
principais de tecido, os acinos, que secretam o suco digestivo no duodeno, e as ilhotas de
Langerhans, que contém trés tipos celulares principais, as células alfa, beta e delta. As células
betas secretam insulina, as células alfas secretam glucagon e as células deltas secretam
somatostatina (AIRES, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/carbohydrate-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/carbohydrate-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glucose-homeostasis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glucose-homeostasis
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O horménio insulina foi isolado pela primeira vez no pancreas, em 1920, pelos
canadenses John Macleod, Frederick Banting e Charles Best (AIRES, 2018), é uma proteina
pequena, que tem peso molecular de 5.808. Formada por duas cadeias de amino&cidos, sua
meia-vida plasmatica é de aproximadamente 6 minutos, na forma livre, se liga aos receptores,
nas celulas-alvo. O restante é degradado pela enzima insulinase, em sua maior parte no figado,
e em menor quantidade nos rins, musculos e outros tecidos, eliminado da circulagéo no periodo
de 10 a 15 minutos (GUYTON; HALL, 2017).

A secrecdo de insulina é regulada pela quantidade de glicose a niveis plasmaticos,
guando existe quantidade excessiva de carboidratos, a mesma aumenta. No caso de demasia de
carboidratos, a insulina faz com que sejam armazenados sob a forma de glicogénio,
principalmente no figado e nos musculos. Aléem disso, todo o excedente de carboidrato, que ndo
pode ser acondicionado € convertido sob o estimulo da insulina em gordura e armazenado no
tecido adiposo. No caso das proteinas, a insulina exerce efeito direto na promocéo da captacéo
de aminoacidos pelas células (GUYTON; HALL, 2017).

Tanto no figado, quanto no mdsculo esquelético, a insulina atua para estimular
glicogénio sintase e inibir glicogénio fosforilase. No tecido adiposo, a insulina estimula a
captacdo de glicose, sua conversdo em acidos graxos e sua esterificacdo a triacilglicerol. Ela
inibe a lipdlise intracelular e a liberacdo de acidos graxos ndo esterificados. No tecido adiposo
e no musculo esquelético, a lipase lipoproteica extracelular é sintetizada e ativada em resposta
a insulina (RODWEL et. al., 2017).

Durante grande parte do dia, o tecido muscular depende da glicose e dos acidos
graxos como fonte de energia. Esses tecidos sensiveis a insulina captam glicose da corrente
sanguinea em qualquer grau significativo apenas na presenca da insulina. (GUYTON; HALL,
2017; RODWEL et. al., 2017)

Numa pessoa fisiologicamente normal, em jejum, a concentracdo de glicose
sanguinea geralmente fica entre 80 e 90 mg/100 mL de sangue. Essa concentracdo aumenta
para 120 a 140 mg/100 mL depois da refeicdo, mas os sistemas de feedback para o controle da
glicose sanguinea restabelecem a concentracdo de glicose rapidamente de volta aos niveis de
controle, em geral, dentro de 2 horas depois da Ultima absorcdo de carboidratos. Na auséncia
de alimentacdo, o figado produz a glicose (gliconeogénese) necessaria para manter o nivel
sérico de glicose em jejum (GUYTON; HALL, 2017).

Nos pacientes portadores de DM, principalmente sem tratamento adequado, o
organismo humano pode apresentar também anormalidades no metabolismo das gorduras, que
provocam condic¢des como a acidose (GUYTON; HALL, 2017), é uma das complicagdes mais
graves e agudas do Diabetes (GALLO DE MORAES; SURANI, 2019).
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Ocorre principalmente em pacientes com Diabetes tipo 1, mas ndo é incomum em
alguns pacientes com Diabetes tipo 2 (BRANDSTAETTER, 2019).  Geralmente ocorre no
cenario de hiperglicemia com deficiéncia relativa ou absoluta de insulina, resultando na
producdo corporal de cetonas e subsequente aumento da acidose metabdlica
(BRANDSTAETTER, 2019; GHIMIRE; DHAMOON, 2019).

Durante os estados catabdlicos, os &cidos graxos gerados apos a lipdlise nos tecidos
adiposos entram nos hepatocitos pela corrente sanguinea e sofrem beta-oxidacdo para formar
0S varios corpos cetonicos. Essa cascata bioquimica é estimulada pela combinacdo de baixos
niveis de insulina e altos niveis de glucagon (GHIMIRE; DHAMOON, 2019).

3.1.2 Classificacao

A Organizacdo Mundial da Salude reconhece varias formas do Diabetes: DM tipo
1, DM tipo 2, formas hibridas de DM, tipos especificos de DM (Diabetes monogénico, doencas
do péncreas exocrino, distarbios enddcrinos, induzido por drogas ou produtos quimicos,
Diabetes relacionado a infeccdo, formas incomuns especificas de Diabetes imunomediado e
outras sindromes genéticas, as vezes associadas ao Diabetes), DM ndo classificado e DM
gestacional (WHO, 2019).

Ja a American Diabetes Association (ADA) apresenta uma classificacdo com
alguns termos diferentes da WHO (2019), porém, no geral, as classificacdes sdo parecidas.
Classificacdo da ADA (2020): DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional, tipos especificos de DM
devido a outras causas, por exemplo, sindromes monogénicas do Diabetes (como Diabetes
neonatal e Diabetes de maturidade dos jovens), doencas do pancreas exocrino (como fibrose
cistica e pancreatite) e induzidas por medicamentos ou produtos quimicos Diabetes (como com

uso de glicocorticoide, no tratamento do HIV / AIDS ou ap0s transplante de 6rgdos).

3.1.3 Dados epidemiolégicos no Mundo e no Brasil

O numero de pessoas em que se constata o desenvolvimento do Diabetes na
populacdo mundial chega a 468 milhdes, apresentando idade entre 20 e 79 anos, a perspectiva
é que no ano de 2045 sejam 700 milhdes de individuos com DM. O Brasil € o quinto pais do
mundo e o primeiro da América Latina que diagnosticou 16,8 milhGes de habitantes com DM
(IDF, 2019).

DM2 é uma das doencas metabolicas mais prevalentes no mundo (ASSEFA, et al.,
2020), responsavel por 90% a 95% dos casos de DM mundial (WHO, 2019). Esta associado a

rpidas mudancas culturais, econémicas e sociais, tais como envelhecimento da populacéo,
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crescente urbanizacdo nao planejada, mudancas na dieta (aumento do consumo de alimentos
altamente processados e bebidas acucaradas) obesidade, atividade fisica reduzida, estilo de vida
sedentério, desnutri¢do fetal e aumento da exposi¢do fetal a hiperglicemia durante a gravidez
(WHO, 2019).

O DM tipo 2 apresenta um estagio inicial de resisténcia a insulina. Para compensar
a hiperglicemia, as células B-pancredticas respondem aumentando a producdo de insulina e
estabelecendo um estado pré-diabético. Quando as células B-pancreéticas esgotadas ndo podem
mais produzir insulina, o Diabetes evolui (INFANTE-GARCIA ; GARCIA-ALLOZA, 2019).

A resisténcia a insulina na DM2 associada & obesidade leva ao desenvolvimento de
hiperlipidemia, seguida de aterosclerose, doenca cardiaca coronariana e a sindrome metabdlica
(RODWEL et. al., 2017).

3.1.4 Tratamento para DM2

E necesséaria seriedade na prevencéo efetiva de DM2 pelos portadores do mesmo,
significa ter atencdo a saude de modo eficiente. Isso envolve prevencdo do seu inicio (prevencao
primaria), prevencdo de suas complicacbes agudas e cronicas (prevencdo secundaria) ou
reabilitacdo e limitacdo das incapacidades produzidas pelas suas complicacdes (prevencéo
terciaria) (SBD, 2019).

Intervencgdes no estilo de vida, adotando uma alimentacdo saudavel, controle da
obesidade e a préatica regular de atividade fisica, reduzem a incidéncia do Diabetes Mellitus tipo
2 e nos individuos portadores do DM2 previne o surgimento (ou retarda a progressao) de suas
complicacdes cronicas (SBD, 2019).

A DM2 ¢ caracterizada por resisténcia a insulina, producdo deficiente
de insulina e falha nas células beta pancreaticas. Ocorre, com isso, uma diminuicdo no
transporte de glicose para o musculo, tecido adiposo e células hepaticas, acarretando altos niveis
de glicose no sangue (ASSEFA, et al., 2020). A hiperglicemia pés-prandial € um problema no
tratamento do DM2, para isso, muitos medicamentos diferentes foram desenvolvidos para tentar
controlar este distdrbio, no nivel digestivo, com a funcéo de inibir a quebra de carboidratos,
reduzindo assim a absorcéo de glicose pelas células.

Uma das abordagens terapéuticas para tratar DM2 ¢ retardar a absorc¢éo de glicose
através da inibicdo de enzimas responsaveis por catalisar a liberacdo de glicose nos 6rgaos
digestivos. Somente os monossacarideos podem entrar no sistema de circulagdo sanguinea e ser
utilizados pelo corpo humano (TENG E CHEN, 2017).
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Existem dois tipos de inibidores enzimaticos, reversiveis e irreversiveis. Os
inibidores reversiveis sdo aqueles que inibem a catalise temporariamente, sdo divididos em trés
grupos: 1) Inibidor Competitivo compete com o substrato pelo sitio ativo, tem estrutura similar
ao substrato, aumentando a concentracdo de substrato, a competicdo é deslocada a favor do
substrato, Km aumenta e Vmax ndo altera; (2) Inibidor Incompetitivo liga-se em um sitio distinto
do sitio ativo do substrato, ao contrario do inibidor competitivo, que se liga apenas ao complexo
ES. Na presenca de um inibidor incompetitivo, a Vmax € reduzida e o Km aparente também
diminui. O Inibidor se liga somente a enzima, ja ligada ao substrato (ES), ndo compete pelo
sitio ativo, portanto, ndo possui estrutura similar ao substrato, diminui Vmax e diminui 0 Km;
(3) Inibidor Misto é um tipo de inibidor ndo competitivo, podendo se ligar a enzima sozinha ou
a enzima ja ligada ao substrato, ndo compete pelo sitio ativo, portanto, ndo possui estrutura
similar ao substrato, diminui a Vmax e ndo altera o Km (STRYER et al., 2014; LEHNINGER
etal., 2014).

Os inibidores irreversiveis sdao aqueles que inibem a catalise definitivamente,
podem ser divididos em trés categorias: reagentes especificos de grupos, andlogos de substratos
reativos (também denominados marcadores de afinidade) e inibidores suicidas. (1) Os reagentes
especificos de grupos reagem com cadeias laterais especificas de aminoacidos. (2) Os
marcadores de afinidade ou analogos de substratos reativos sdo moléculas estruturalmente
semelhantes ao substrato da enzima, que séo ligados de modo covalente, aos residuos do sitio
ativo. Por conseguinte, sdo mais especificos para o sitio ativo da enzima do que os reagentes
especificos de grupos. (3) Os inibidores suicidas ou inibidores baseados no mecanismo Sao
substratos modificados, que fornecem o meio mais especifico de modificar o sitio ativo de uma
enzima. O inibidor une-se a enzima como um substrato e é inicialmente processado pelo
mecanismo catalitico normal. Em seguida, 0 mecanismo de catalise gera um intermediario

quimicamente reativo, que inativa a enzima por modificacdo covalente (STRYER et al., 2014).

A a-glicosidase € uma enzima ligada a membrana do epitélio do intestino delgado,
que trabalha para facilitar a absorcdo de glicose pelo intestino delgado, catalisando a clivagem
hidrolitica de oligossacarideos em monossacarideos (KIM KY, KURIHARA e KIM SM, 2008;
ASSEFA, et al., 2020), absorviveis na etapa final do processo digestivo (TENG E CHEN,
2017).

Os inibidores da a-glicosidase podem retardar a captagédo de carboidratos da dieta
e suprimir ou diminuir a hiperglicemia pés-prandial (TENG E CHEN, 2017) ao inibir
competitivamente a atividade enzimatica, evitando a quebra rapida dos acUcares e, assim,

controlam o nivel de agucar e consequentemente a liberacdo de insulina no sangue pds-prandial.
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Atualmente existem cinco classes principais de drogas hipoglicémicas,
quimicamente diversas, incluindo insulina e seus anéalogos, agentes insulinotropicos, agente
sensibilizante a insulina, inibidores da a-glucosidase e DPP- inibidores 1V, com diferentes
mecanismos de acdo (TENG E CHEN, 2017).

Os inibidores de a-glucosidase sdo descritos como os mais eficazes na reducdo da
hiperglicemia pos-prandial, considerando todos os medicamentos antidiabéticos disponiveis,
usados no tratamento do DM2 (PROENCA et al., 2017), podendo suprimir a digestdo de
carboidratos, atrasar a captacdo de glicose e, consequentemente, reduzir os niveis de agucar no
sangue. (ALQAHTANI et al., 2020).

Atualmente os inibidores de a-glicosidade mais utilizados em tratamentos sao
acarbose, miglitol, voglibose, tratam-se de pseudo-carboidratos que inibem competitivamente
as enzimas a-glucosidase. A acarbose € um pseudotetrassacarideo com um nitrogénio ligado
entre a primeira e a segunda unidades de glicose, obtido a partir de processos de fermentacao
de um microorganismo.

Como os inibidores da a-glucosidase impedem a digestdo de carboidratos
complexos, eles devem ser ingeridos no inicio das refeicdes principais. Poréem, a quantidade de
carboidratos complexos na ceia determinara a eficacia dos inibidores da a-glucosidase.

Os inibidores de a-glucosidase também podem ser utilizados em combinagdo com
sulfonilureia, insulina ou metformina, sdo contraindicados em pacientes com hipersensibilidade
ao medicamento, em pessoas com cetoacidose diabética, doencas intestinais cronicas
associadas aos disturbios acentuados da digestdo ou absor¢do. Como os inibidores da a-
glucosidase impedem a degradacéo de carboidratos complexos em glicose, alguns carboidratos
permanecerdo no intestino e serdo entregues ao colon. No colon, as bactérias digerem o0s
carboidratos complexos, causando efeitos colaterais gastrointestinais, como flatuléncia (78%
dos pacientes) e diarréia (14% dos pacientes) (DEROSA; MAFFIOLI, 2012.).

Numerosos inibidores de a-glucosidase foram rastreados a partir de plantas,
algumas das quais sdo de importancia clinica. Embora varios medicamentos direcionados a
enzima hidrolisante de carboidratos estejam em uso clinico, é necessario um grande numero de
inibidores pois pacientes diabéticos podem desenvolver resisténcia aos tratamentos atuais.
Muito esfor¢co foi ampliado em busca de inibidores eficazes de a-glucosidase a partir dos
recursos naturais (TENG E CHEN, 2017; PROENCA et al., 2017).

Portanto o desenvolvimento de inibidores a partir de produtos naturais oferece uma
opcédo alternativa para o controle da hiperglicemia. Nos Ultimos anos varios estudos foram

realizados para identificar inibidores de alfa-glucosidases, a partir de fontes naturais, como
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plantas, e muitos candidatos demonstraram ser metabdlitos secundarios, incluindo alcaloides,
flavonoides, fenois e terpenoides (ASSEFA, et al., 2020).

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

3.2.1 Estresse Oxidativo

Através das reacGes quimicas as células vivas armazenam energia dentro de um
composto quimico conhecido como trifosfato de adenosina (ATP), que conserva a energia
disponivel por periodos muito curtos (SOLOMON et.al., 2011; BAYNES e DOMINICZAK,
2015). O ATP pode ser considerado a moeda energética da célula (SOLOMON et.al., 2011)
que é gasta continuamente pelas células (SOLOMON et.al., 2011; BAYNES e DOMINICZAK,
2015).

A energia € transformada por transferéncia de elétrons (SOLOMON et.al., 2011;
BAYNES e DOMINICZAK, 2015; RHOADES e BELL, 2017). A oxidagcdo € 0 processo
quimico durante o qual uma substancia perde elétrons, a reducao é o processo complementar,
em que uma substancia ganha elétrons (SOLOMON et.al., 2011; BAYNES e DOMINICZAK,
2015). Como nas células vivas os elétrons liberados durante a reacdo de oxidacdo ndo podem
existir livremente, cada reacdo de oxidacao deve ser acompanhada de uma reacéo de reducéo,
na qual os elétrons sdo aceitos por outro a&tomo. Frequentemente, oxidacdo e reducdo séo
conhecidas como reacdes redox porque ocorrem simultaneamente, na qual a glicose oxida e o
oxigénio é reduzido (BAYNES e DOMINICZAK, 2015).

A respiracdo celular que ocorrem dentro das células é um processo quimico que
converte a energia das ligagcGes quimicas dos nutrientes em energia quimica armazenada na
forma de ATP. Os nutrientes sdo catabolizados em diéxido de carbono (CO>) e 4gua. O CO; é
produzido por remocédo de atomos de hidrogénio da glicose e a &gua parece ser composto do
oxigénio que aceita os atomos de hidrogénio (RHOADES e BELL, 2017).

A sintese de trifosfato de adenosina (ATP) envolve rea¢fes nas quais 0 oxigénio
molecular é reduzido para formar 4gua. Essa reducdo é alcancada por adicdo de quatro elétrons
pelo sistema de transporte de elétrons mitocondriais. Cerca de 98% do oxigénio consumido é
reduzido a agua nas mitocondrias. O transporte de elétrons mitocondriais permite que o
oxigénio aceite menos de quatro elétrons formando um radical livre (RHOADES e BELL,
2017).



25

Um radical livre é qualquer atomo, molécula ou grupo de moléculas, com um
elétron ndo emparelhado em sua drbita mais externa. Os radicais livres incluem superdxido (O2
* -) e radical hidroxila (¢ OH). O elétron ndo emparelhado no radical livre é representado por
um ponto. O radical * OH ¢ o mais reativo ¢ o mais prejudicial para as células. O perdxido de
hidrogénio (H202), embora ndo seja um radical livre, também é reativo aos tecidos e tem o
potencial de gerar o radical hidroxil (+ OH). Essas trés substancias sdo coletivamente chamadas
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (RHOADES e BELL, 2017).

Sob condi¢bes normais, as EROs séo neutralizadas pelas enzimas protetoras:
superdxido dismutase, catalase e peroxidases, e nenhum dano ocorre. No entanto, quando 0s
EROs aumentam consideravelmente, ocorre o estresse oxidativo (BAYNES e DOMINICZAK,
2015; RHOADES e BELL, 2017), que acontece num estado fisioldgico, no qual a formagéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) aumentam, seja
por excesso de producéo ou deficiéncia na remocao dos mesmos (UNUOFIN; LEBELO, 2020).

As moléculas altamente reativas fazem parte do metabolismo celular normal, séo
geradas principalmente na mitocondria durante a formagéo de ATP, onde ocorrem transporte
de elétrons e fosforilacdo oxidativa. Esses elétrons reagem com oxigénio (O 2 ), formando
anions superdxido (" O 2°), que por sua vez reage com moléculas como Fe 2* e gera outras
espécies reativas (RS), como o radical hidroxila (* OH), peréxido de hidrogénio (H202) e
peroxidos organicos (UNUOFIN; LEBELO, 2020).

A principal caracteristica do estresse oxidativo é o desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e acao antioxidante. A formacao de moléculas de
oxigénio, altamente reativas é o resultado bastante frequente de uma maultipla variedade de
reacOes bioquimicas essenciais e esta associada ao aumento do estresse oxidativo (BAYNES e
DOMINICZAK, 2015).

O estresse oxidativo pode ter origem externa, sendo provocado por habitos de vida
pouco saudaveis, como, por exemplo, a exposi¢do ao tabaco, exposi¢do aos raios ultravioletas,
radiacdo ionizante, entre outros, ou, pode ser proveniente de fontes endogenas, tais como as
mitocondrias (SOLOMON et.al., 2011; BAYNES e DOMINICZAK, 2015; RHOADES e
BELL, 2017).
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3.3 ANTIOXIDANTES

As complicagdes metabolicas do DM2 incluem hiperglicemia, resisténcia a insulina
e alteragOes na secrecéo da insulina (ASSEFA, et al., 2020). E uma das principais causas de tais
alteracdes metabdlicas é o aumento da producdo de EROs. Esse aumento de EROs induz
deterioragdo das células P pancreaticas incrementando a resisténcia a insulina.
Consequentemente desenvolve no diabético, uma hiperglicemia crénica, resultado do
desequilibrio entre a producdo de EROs e a capacidade dos sistemas de defesa antioxidantes
em neutraliza-las, mantendo um estado de estresse oxidativo elevado (MAIESE, 2015;
TANGVARASITTICHAL 2015 e NIMESH et al., 2019; UNUOFIN; LEBELO, 2020).

O estresse oxidativo esta altamente correlacionado com danos cumulativos nos
6rgdos, causando uma grande variedade de doencas inflamatorias e metabdlicas (FURUKAWA
et al., 2004; KASSAB & PIWOWAR, 2012). Estudos clinicos tém demonstrado que a injdria
que determina a morte celular no DM é resultado do aumento da liberacdo de EROs (MAIESE,
2015).

O corpo humano possui mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
gue minimizam a geracdo de EROs. Antioxidantes enzimaticos (superdxido dismutase,
catalase, glutatio na peroxidase, glutationa S-transferase e glutationaredutase) e antioxidantes
ndo enzimaticos (glutationa reduzida, acidos fenodlicos, vitamina C e vitamina E) tém
considerados agentes ideais contra o estresse oxidativo e suas complicagdes (WU et al., 2014).

Uma vez formadas, as EROs causam a deplecdo dos sistemas de defesa
antioxidantes, tornando os tecidos mais suscetiveis ao dano oxidativo. Especificamente no DM,
as maiores fontes de estresse oxidativo incluem os processos de auto-oxidacdo da glicose,
superproducdo de EROs pela mitocéndria, glicacdo ndo enzimatica com a
formagdo dos Advanced Glycation End Products (AGEs) e aumento da atividade da
via dos poliois (KASSAB & PIWOWAR, 2012; ROCHETTE et al, 2014).

No tratamento do DM2 é necessario envolver substancias com funges
antioxidantes. Nas plantas séo encontrados uma importante categoria de compostos fendlicos,
considerados de alta capacidade antioxidante e capacidade de eliminacéo de radicais livres, com
0 mecanismo de inibigdo das enzimas responsaveis para produgdo de ERO (THYAGARAJU E
MURALIDHARA, 2008). Assim, compostos que tenham atividades antidiabéticas e
antioxidantes, sem causar efeitos adversos graves, seriam benéficos na terapia diabética
(MATOUGH et al., 2012; ALQAHTANI et al., 2020).
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3.4 PLANTA MEDICINAL

Apesar dos imensos avancos no desenvolvimento de medicamentos antidiabéticos
ortodoxos, esses medicamentos costumam ser mal sucedidos no manejo e tratamento do DM2,
devido aos inumeros efeitos colaterais a eles associados (UNUOFIN; LEBELO, 2020).
Incentivando um continuo interesse em terapias alternativas, utilizando produtos naturais para
o tratamento de DM2 (KAPOOR, 2017). Isto tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas
em diversas areas de conhecimento, principalmente na area de biotecnologia.

Baseado nos recentes avancos e envolvimento de estresse oxidativo, na
complicacdo do Diabetes Mellitus, esforcos estdo sendo feitos para encontrar terapias
antidiabéticas e antioxidantes, adequadas para a eficacia de um relevante tratamento
(UNUOFIN; LEBELO, 2020). A exploracdo de produtos naturais como fontes terapéuticas para
0 tratamento € promovida por apresentarem pouco ou nenhum efeito colateral( KAPOOR, 2017;
UNUOFIN; LEBELO, 2020).

A maioria das espécies de plantas hipoglicémicas, contém compostos bioativos,
como: glicosideos, alcaldides, terpendides, flavonodides, carotenoides, peptidoglicanos,
hipoglicanos, guanidina e aminoacidos, que frequentemente estdo implicados como tendo um
efeito antidiabético (UNUOFIN; LEBELO, 2020).

Na fisiologia vegetal o metabolismo das plantas esta dividido em metabolismo
primario e metabolismo secundario (PEREIRA E CARDOSO, 2012). Existem trés grandes
grupos de metabdlitos secundarios: compostos fendlicos, terpenos e alcal6ides, utilizados na
defesa contra estresses bi6ticos e abidticos (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Compostos fendlicos sdo biossintetizados nas plantas por meio de diferentes rotas,
razdo pela qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista metabdlico. As
duas rotas metabolicas béasicas séo: a rota do acido maldnico e a do &cido chiquimico, sendo
esta ultima participante na biossintese da maioria dos fendis vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Em termos quimicos os compostos fenolicos sdo substancias que possuem pelo
menos um anel aromatico, no qual, ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento
hidroxila (OH-). Sdo categorizados em classes de acordo com o tipo e nimero de anéis
fenolicos, e em subclasses de acordo com as substituicdes especificas na estrutura bésica,
associagfes com carboidratos e formas polimerizadas (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006).

Um dos produtos encontrados geralmente nas plantas medicinais sdo 0s

flavonoides, compdem uma classe de substancias de origem natural com extensa diversidade
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estrutural (ZUANAZZI e MONTANHA, 2004). Até o ano de 2005 haviam sido identificadas
mais de nove mil substancias pertencentes a este grupo (MARTENS e MITHOFER, 2005). Séo
substancias derivadas da rota metabolica dos fenilpropandides, que compdem um amplo grupo
destes metabolitos, com diversas funcbes biologicas (MARTENS e MITHOFER, 2005;
ZUANAZZI e MONTANHA, 2004). Desempenham importantes atividades farmacoldgicas,
nas quais, se destacam, as atividades antioxidantes, antidiabéticas e hipocolesterolemiante
(HARBONE e WILLIAN, 2000).

Pesquisadores apresentaram uma lista de 411 produtos naturais isolados de plantas,
gue demostraram atividade inibidora da a- glicosidase. Esses inibidores de produtos naturais
incorporam estruturas de terpenos, alcaldides, quininas, flavonoides, fendis, fenilpropandides e
esterdides ricos em grupos funcionais de acido organico, éster, alcool e alilo. A maioria dos
compostos relatados contém flavonoides, terpenos e estruturas de aneis de fenilpropanoides
(YIN ET AL., 2014). As classes de compostos isolados incluem: terpenos (61) de 14 géneros,
alcalGides (37) de 11 géneros, quininas (49) de 4 géneros, flavonoides (103) de 24 géneros,
fendis (37) de 9 géneros, fenilpropandides (73) de 20 géneros, esteroides (8) de 5 géneros e
outros tipos de compostos (43) (YIN ET AL., 2014).

Como os flavondides sdo moduladores promissores da atividade da alpha
glicosidase, um painel de 44 flavondides, organizado em cinco grupos, foi rastreado quanto a
sua atividade inibidora da a-glucosidase, com base em estudos de relacéo estrutura-atividade in
vitro. Analises cinéticas inibitorias e calculos de acoplamento molecular também foram

aplicados para compostos selecionados (PROENCA et al., 2017).
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3.4.1 Anadenanthera colubrina

A planta estudada A. colubrina pertence a se¢cdo Mimosoideae da familia Fabaceae.
A classificacao do género Anadenanthera, proposta por Altschul (1964), na revisdo taxondmica
considerou que era composta por duas espécies, (1) Anadenanthera peregrina (L.) Speg. e (2)
Anadenanthera colubrina (vell) Brenan. Elas foram distinguidas por meio de poucos caracteres
morfologicos consistentes e suas correlacbes com localizagbes geograficas particulares
(WEBER et al., 2011).

A primeira descrigdo cientifica data de 1737, no Hortus Clinffortianus, na
observacdo de um espécime no Jardim de Clifford na Holanda, pesquisadores como Stanford
(1916) e Siri Von Reis Altschul (1964) compartilham da teoria que este exemplar teve
crescimento a partir de sementes oriundas do Oeste da india ou Norte da América do Sul
(WEBER et al., 2011).

No Brasil, 0 género Anadenanthera é geralmente chamado de "angico”, (LORENZI,
2009) e revelou potencial de aproveitamento para fins medicinais e tem demonstrado que ela é
ricas em catequinas, flavonoides, fendis, saponinas, esteroides, taninos, triterpenos, e xantonas
(SANTOS et al., 2013). E encontrada numa faixa compreendida desde o Maranhdo até So
Paulo, passando por Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, sendo uma das espécies lenhosas
tipicas do bioma Caatinga (LORENZI, 1998).

A planta A. colubrina é amplamente distribuida no Cerrado brasileiro. O Cerrado é
0 segundo maior bioma da América do Sul, ocupando cerca de 22% do territdrio nacional. Sua
area continua est4 concentrada nos estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui, Rondénia, Parana, S&o Paulo e Distrito Federal
(MMA, 2019). Considerado um hotspot da biodiversidade global, apresenta extrema
abundancia de espécies endémicas. Do ponto de vista da diversidade biologica, é reconhecido
como a savana mais rica do mundo, abrigando 11.627 espécies de plantas nativas ja catalogadas
(MMA, 2019).

A. colubrina é uma das espécies botanicas com propriedades medicinais mais
citadas pela populacéo residente em area endémica desta espécie (AGRA et al.,2008).

A planta é utilizada empiricamente, sendo administrada oralmente, preparada por
decoccdo, infusdo, maceracdo ou como sumo, obtido apds a maceracdo das folhas ou outras
partes da planta com agua (AGRA et al.,2008). Sdo usadas principalmente no tratamento de
doencas pediatricas, inflamacdes de garganta ou como expectorante (ALBUQUERQUE et al.,

2008; CARTAXO et al., 2010). Para uso externo, a forma preferida ¢ a aplicacdo em
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cataplasma, indicada principalmente para dores reumaticas, inflamac6es dermatologicas e
Ulceras externas. Na preparacao do cataplasma as folhas sdo aquecidas com manteiga ou azeite
e aplicadas sobre a parte afetada do individuo (AGRA et al.,2008).

Algumas pesquisas cientificas com A. colubrina também ja foram realizadas, onde
foi observado baixa toxicidade sistémica in vivo (LIMA et. al, 2014; DE SOUZA et. al., 2017;;
Silva et. al., 2020), comprovando que a mesma apresenta efeitos antifungico, antinociceptivo
periférico, anti-inflamatorio, auxilia no controle de crescimento de células tumorais humanas e
ainda atua como antibidtico (LIMA et al., 2013; Santos et al., 2013; CAMPOS et al., 2014;
DAMASCENA et. al., 2014; LIMA et al., 2014; BARRETO et al., 2015; NUNES et al., 2015;
DE SOUZA et. al., 2017; SILVA et al., 2019); h4 ainda efeitos antioxidantes (SILVA et al.,
2011; DAMASCENA et. al., 2014) que séo identificados na A. Colubrina, destaca-se as
principais classes de compostos quimicos descritos para as espécies que combatem o DM, que
s&o: flavonoides, fitoesterdis e taninos (CORREA, 1984; LORENZI, 1998; MONTEIRO, 2005;
WEBER et al., 2011; SANTOS et al., 2013).

Aspectos importantes motivam o desenvolvimento de pesquisas com esta planta:
primeiro - o fato de que a A. colubrina mesmo apresentando diversos compostos fendlicos em
sua constituicdo, estudos que avaliam seu potencial antidiabético ainda é incipiente, segundo -
ndo existe nenhum relato cientifico para os constituintes quimicos e func@es bioldgicas desta

espécie no Cerrado tocantinense.
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Identificacéo da A. colubrina

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS - UFT
CAMPUS DE PORTO NACIONAL

e — HERBARIO HTO
HERBARTO

i veragaas | e 42

HTO: 12.000
Familia: FABACEAE

Espécie: Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan

Determinador/data: Rodney Haulien Oliveira Viana 12/08/2018

Nome Popular: Angico Branco

Habitat: Cerrado.

Localidade: Brasil- Tocantins- Porto Nacional, Luzimangues.

Coletor: Costa, Odélio Joaquim

Data: 04.10. 2017

Observacgdes: Arvore perenifélia a semicaducifdlia,, aproximadamente 35 metros de

altura. Casca cinza-escura, flores brancas-amareladas, perfumadas.
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ABSTRACT

In this study, we investigated the promising potential of Anadenanthera colubrina
bark extract (BEAC) as a product to combat diabetes mellitus (DM). We evaluated the inhibitory
effects of BEAc on a-glucosidase and the oxidation of biomolecules, as well as its main
phytoconstituents. In terms of free radical scavenging, BEAc exhibited a dose-effect
relationship. BEAc was more efficient than rutin and butylated hydroxytoluene and similar to
ascorbic acid at the same concentrations. Evaluation of the 1Cso confirmed the good activity of
BEACc compared to positive controls and statistically determined to be equal to ascorbic acid.
In in vitro a-glucosidase inhibition studies, BEAc generated 31 times more potent inhibition
than acarbose and was dose-dependent at the concentrations tested. Lineweaver-Burk and
Michaelis-Menten plots obtained for kinetic analysis showed that BEAc competitively inhibited
the a-glucosidase catalyzed reaction. Chemical analysis of BEAc by HPLC revealed that the
plant is rich in phenolic compounds and confirmed its capacity to inhibit a-glucosidase.
Fourteen compounds were identified by reference to authentic standards: gallic acid, catechin,
syringic acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, naringin, vitexin, rutin, isorhamnetin,
hesperidin, myricetin, morin, rosmarinic acid, and quercetin. Thus, this study provides the first
evidence of the antidiabetic activity of A. colubrina bark and determines its possible modes of
action on carbohydrate metabolism via inhibition of a-glucosidase and the control of
biomolecule oxidation. These data support the potential use of this plant for the development
of promising multi-target therapy products combining postprandial hyperglycemia control and

biomolecule oxidation control.
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Kinetic analysis; phenolic content; diabetes mellitus; oxidation of biomolecules
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INTRODUCTION

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic disease resulting from the progressive disorder
of the production or functioning of the pancreatic hormone insulin, triggering impaired
regulation of carbohydrate and lipid metabolism and leading to increased blood glucose levels
(Ramu et al., 2014). The main complications of this disease are chronic hyperglycemia, weight
loss, polydipsia, polyuria, lethargy, and various macrovascular and microvascular
complications (Kidane et al., 2018).

The influence of the a-glucosidase enzyme on DM has been well documented. The
enzyme converts long chain carbohydrates into simpler monosaccharide units, a process that
allows for rapid absorption of carbohydrates resulting in high glucose levels in the blood; this
is characterized as postprandial hyperglycemia, the earliest symptom of DM. Therefore,
suppression of carbohydrate absorption by enzymatic inhibition is an important approach to
prevent DM (Ramu et al., 2014). In fact, the use of inhibitors of these hydrolases is widely
accepted as an efficient method to maintain normal blood glucose levels (Ramu et al., 2017);
thus, several synthetic a-glucosidase inhibitors, such as acarbose, voglibose, and miglitol, are
administered to diabetic patients (Banu et al, 2015; Ramu et al., 2017). However, these
inhibitors have some restrictions of use, as they may cause adverse reactions, such as liver
disorders, flatulence and abdominal cramps (Liu et al., 2014; Ramu et al., 2017). To circumvent
these problems, many studies with medicinal plants are underway (Kapoor, 2017), especially
those plants that already have a long history of use, as this favors the development of safe
products and is a low-cost option (Soares et al., 2017).

The Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan plant belongs to the Mimosoideae
section of the Fabaceae family, and is a botanical species with medicinal properties. It is
administered orally, prepared by decoction, infusion or in the form of juice obtained after the
maceration of leaves or other parts of the plant (Agra et al., 2008). Its barks are used for the
treatment of inflammation, and respiratory diseases, and the leaves are used to treat anemia,
inflammation and some cancers (Agra et al., 2008; Albuquerque et al., 2008). However,
regarding the pharmacological potential of the secondary metabolites of A. colubrina, no studies
have been found that evaluate the action of its main chemical constituents against DM. This
demonstrates the need for further research on stem barks that are used by populations. In
addition, studies on the chemical constitution of this plant have revealed a composition that is
promising for the fight against DM, being rich in catechins, flavonoids, phenols, saponins,

steroids, tannins, triterpenes, and xanthones (Santos et al., 2013; Melo et al., 2010).
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Considering the use of the plant for medicinal purposes (Agra et al., 2008;
Albuquerque et al., 2008; Santos et al., 2013) and the incidence of this plant in several Brazilian
states (Lorenzi, 2009), this paper forms part of an initial strategy for the development of
antidiabetic herbal products in the Amazon region from A. colubrina. Therefore, the objective
of the present work was to evaluate the potential of the extract of A. colubrina bark as an
inhibitior of a-glucosidase and as an antioxidant as a prospect for the development of
antidiabetic products.



43

MATERIALS AND METHODS

Plant material

The A. colubrina bark was collected from the city of Porto Nacional State of
Tocantins, Brazil (Geographic coordinates: -10.182406 "S, -48.459146" W) in October 2017.
The plant was authenticated by the botanist of the herbarium of the Federal University of
Tocantins in Porto Nacional, and a voucher specimen was deposited in the herbarium with the
number HTO 1200.

The collection of the plant material was conducted under authorization National
System for the Management of Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge
(SISGEN) (process number A7TEB8D?7).

Preparation of extracts

To obtain the A. colubrina bark extracts (BEAc), the method of Soares et al. (2017)
was used. Therefore the plant material (20 g of powder) was extracted 5 times for one hour each
time with a mixture of methanol-acetonitrile (80/20) in an ultrasound bath (USC1600,
ULTRASONIC CLEANER, UNIQUE, S&o Paulo, Brazil) with a frequency of 40 kHz (135 W)
at room temperature. The extraction solutions obtained by ultrasound were combined, vacuum
filtered, and concentrated in the rotary evaporator at -600 Hg, 70 RPM, and 50°C. BEAc
extracts were lyophilized and stored under vacuum conditions in the desiccator until analysis.

DPPH antiradical scavenging activity

The 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl acid (DPPH) assay followed the description of
Peixoto-Sobrinho et al. (2011). Briefly, six dilutions (ranging from 10 to 250 pug/mL in
methanol) of samples or positive control substances (rutin, butylated hydroxytoluene, and
ascorbic acid, all from Sigma-Aldrich) were prepared. An aliquot (0.5 mL) of each dilution was
mixed with DPPH (3 mL at 40 pg/mL in methanol). A blank was prepared, replacing the DPPH
solution with methanol, to compare the color of the extractive solution with the reaction of the
test. After 30 min the absorption was measured at 517 nm. The percentage removal of the DPPH
radical was calculated from the absorption using the following equation:

AA (%) = [(Ao - (Asampte - Abiank)) / Ao] * 100
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Where AA is the antioxidant activity, Asample IS the absorption of the sample, Apiank
is the absorption of the blank and Ao is the absorption of DPPH at 40ug / mL without sample.
By linear regression, the ICso value was also calculated, determining the sample concentration

required to decrease the absorption at 517 nm by 50%. The ICso was expressed in ug/mL.

Alpha-glucosidase inhibitory assay

The a-glucosidase inhibitory assay for BEAc was evaluated according to a
previously described method by Ramu et al. (2014). In brief, 0.20 puL of BEAc with varying
concentrations (10-200 pg/mL) dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSQO) was mixed with 106
ML of sodium phosphate buffer (pH 6.8) and 54 pL of a-glucosidase solution (0.18 U/mL). This
mixture was incubated at 37°C for 10 min, then cooled at 21°C for 5 min and mixed with 20
uL of p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (pNPG) 4 uM solution in sodium phosphate buffer
(pH 6.8). The reaction was maintained at 37°C for 20 min. The reaction was terminated by
adding 100 uL 0.2 M Na2COs. Enzyme activity was determined by measuring the absorption
of the liberated p-nitrophenol from pNPG at 405 nm using a microplate reader (Biochrom
ASYS UVM 340, Holliston, USA). The absorption was compared with the blank, containing
buffer instead of a test sample. To evaluate the decrease in absorption, a positive control was
prepared with all reagents without the sample. Acarbose was used as a positive control. The
results were expressed as percentage a-glucosidase inhibition obtained using the formula given

below:

Inhibition (%) = [(Acontroi- (Asample - Ablank)) / Acontrot] > 100

The ICso value was calculated by linear regression, determining the sample
concentration required to decrease the absorption at 405 nm by 50%. The ICso was expressed

in pg/mkL.

Kinetics of alpha-glucosidase inhibition

The enzyme kinetics of the inhibition of a-glucosidase activity by BEAc was
studied using concentrations of substrate against 1C2s and ICso inhibitory concentrations of the
BEAc. The type of inhibition, Km, and Vmax were determined by a double reciprocal
Lineweaver-Burk plot of the substrate concentration and the velocity (1/V versus 1/[pNPG])
(Ramu et al., 2014).
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PHYTOCHEMICAL ANALYSIS

PRELIMINARY PHYTOCHEMICAL ANALYSIS

Preliminary phytochemical analysis of the BEAc was carried out for detection of
the presence of the major classes of phytochemicals, such as alkaloids, flavonoids, phenolic

compounds, tannins, saponins and steroids, following standardized methods (Matos 2009).

High performance liquid chromatography analysis (HPLC)

BEACc extracts were analyzed by HPLC using a Shimadzu® chromatograph
(Shimadzu®, Kyoto, Japdo) equipped with LC-10AT pump, DGU-14A degasser, UV-vis SPD-
10A detector, CTO-10A column oven, Rheodyne manual injector (loop 20 uL) and a CLASS
SLC-10A integrator. The column used was the Phenomenex Luna C18 5 um (250 mm X 4.6
mm) column with direct-connect C18 Phenomenex Security Guard Cartridges (4 x 3.0 mm2)
filled with similar material as the main column at 22°C. UV detection was carried out at 280
nm. The response of the detector was recorded and integrated using Class-VP software. The
mobile phase consisted of 0.1% phosphoric acid in water (phase A) and 0.1% phosphoric acid
in water/acetonitrile/ methanol (54:35:11 v/v) (phase B) under the following gradient profile:
0-5 min, 0% B; 5—10 min, 30% B, 10—20 min, 40% B, 20—60 min 40% B, 60-70 min 50% B,
70-90 min 60% B, 90-100 min 80% B, 100-110 min 100% B. 110-120 min 100% B. The flow
rate was 1.0 mL/min. The compounds were identified by comparing the retention times of
samples and authentic standards such as gallic acid, catechin, syringic acid, chlorogenic acid,
p-coumaric acid, naringin, vitexin, rutin, isorhamnetin, hesperidin, myricetin, morin, rosmarinic
acid and quercetin (Sigma®). Before the analysis, all the extracts (at 1 mg/mL) and authentic
standards (0,18 mg/mL) were filtered through 0.20 pum membrane filters of
polyvinylidenedifluoride.

Statistical analysis

All experiments were carried out in triplicate and data were analyzed by Microsoft
Excel 2013 using the non-linear regression analysis-aided determination of I1Cso.The analytical
data werealso subjected to an analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test using

Prism software (GraphPad prism software version 8.0, USA).
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RESULTS

Antioxidant activity

The scavenging capacity of BEAc on DPPH free radicals, shown in Fig 1, exhibited
a dose-effect relationship, increasing with increasing extract concentration. BEAc was more
efficient than rutin and BHT and was similar to ascorbic acid at the same concentrations. As
shown in Table 1, the 1Cso assessment confirmed the good activity of BEAc comparing with

the positive controls, being statistically equal to ascorbic acid.

Alpha-glucosidase inhibitory assay

The in vitro a-glucosidase inhibitory assay showed that BEAc exhibited a potent
inhibition of glucosidase, with ICsp values (19.04 pg/mL) 31 times more potent than acarbose
(positive control, ICso =600 mg/mL). The maximum inhibition found for the BEAc to be 94.2%
at a concentration of the 210 ug/mL against 88.7% for the acarbose in the concentration of 0.9
mg/mL (Fig 2).

Kinetics of alpha-glucosidase inhibition

The Lineweaver-Burk and Michaelis-Menten plots obtained for the kinetic analysis
are in Fig. 2 A-D. The results established that BEAc competitively inhibits the reaction
catalyzed by a-glucosidase. The enzyme kinetic curve fit calculations indicated that Km

decreased with higher BEAc concentrations, but there was no effect on Vmax.
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PHYTOCHEMICAL ANALYSIS

Preliminary phytochemical analysis

A preliminary phytochemical analysis of the bark of A. colubrina (BEAC) revealed

the presence of phenolic compounds, flavonoids, flavonols, flavones, tannins, and Phytosterols.

High performance liquid chromatography — HPLC analysis

Chemical analysis of BEAc revealed that it is rich in phenolic compounds. The
chromatograms are shown in Fig. 4. The diverscompounds detected had retention times (rt)
ranging from 15 to 80 minutes. We identified fourteen compounds by referring to the standards,
namely gallic acid (rt = 15.5), catechin (rt = 22.0), syringic acid (rt = 24.1), clorogenic acid (rt
= 25.2), p-coumaric acid (rt = 27.8), naringin (rt = 31.6), vitexin (rt = 37.1), rutin (rt = 42.7),
isorhamnetin (rt = 56.5), hesperidin (rt = 61.6), myricetin (rt = 65.3), morin (rt = 66.9),

rosmarinic acid (rt = 68.4), and quercetin (rt = 74.9).
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DISCUSSION

Antioxidant activity

A. colubrina has been reported as a plant rich in antioxidant (Weber et al., 2011)
compounds, mainly phenolic compounds (Melo et al., 2010). The radical scavenging activity
of the extract evaluated against the stable free radical DPPH increased with increases in its
concentration (Figure 1).

Antioxidant activity of plant extracts is primarily derived from secondary
metabolites, which exhibit synergistic interactions giving the plant different biological roles
(Selamoglu et al., 2018). Gobbo-Neto and Lopes (2007) highlight that secondary metabolites
represent a chemical interface between plants and the environment, with syntheses that are
frequently affected by environmental conditions. The results of this work clearly demonstrate
this aspect. The collected sample was from a specimen from the Cerrado of Tocantins State.
However, Melo et al. (2010) showed that, in contrast to our study, a different potential is
observed regarding the capacity to sequester free radicals in specimens collected in the
northeastern semi-arid region a different potential is observed regarding the capacity to
sequester free radicals. It is worth noting that in their work, the authors demonstrated that the
species A. colubrina is among the plants with the best antioxidant activity from the Brazilian
northeastern semi-arid region and established a form of classification for the antioxidant
activity, based on the performance of the crude extract of plants in sequestering free radicals in
vitro: | - good activity (ICso with values up to three times the efficient concentration of the
positive control), Il - moderate activity (ICso ranging between three and seven times the
inhibitory concentration of the positive control), Il - low activity (ICso, seven times the
inhibitory concentration of the positive control). By this classification, A. colubrina had a
moderate antioxidant activity when collected in the northeastern semiarid region, while in the
present study, following the same criteria, the plant collected in the Cerrado of Tocantins
presented good antioxidant activity.

Synthetic antioxidants have been used by the food industry to delay or prevent lipid
oxidation (Anwar et al., 2018). However, consumer demand and food safety risks have
suggested replacing them with alternative natural antioxidants (Berdahl et al., 2010). Natural
antioxidants, including flavonoids and phenolic acids, are extracted primarily from plant
sources. It is important to note that these antioxidants not only preserve food but also have the
potential to protect the human body from various diseases induced by free radicals, such as
cancer and diabetes (Sudhakaran et al., 2019; Sak, 2017; Nde et al., 2015). In this study, we



49

found that A. colubrina peels have a great potential for application to this purpose because the
ICso value obtained with the extract was more efficient than the synthetic standards tested, BHT
and rutin, and statistically equal to ascorbic acid.

According to Choi et al. (2015) the evaluation of antioxidant activity is an integral
part of the screening of potential antidiabetic resources. This aspect was clearly observed in the
present work. The extract of A. colubrina had a remarkable inhibitory effect on a-glucosidase
and this was dose-dependent, being more efficient than acarbose, a known a-glucosidase
inhibitor currently used for the treatment of diabetic patients. The 1Cso data indicated that the
extract is 31 times more potent than this synthetic standard. When we compare the data obtained
in this work with those of Doan et al. (2018), developed with the stem bark extract of
Chrysophyllum cainite L., we find that the strong antioxidant activity exhibited by plant extracts
is strongly related to the potent ability to inhibit the action of a-glucosidase. In fact, both the
work of Doan et al. (2018) and our current study, have demonstrated a good strong inhibition
of a-glucosidase which occurred parallel to a good antioxidant activity, regardless of the

differences in the plants.

Antidiabetic activity

Glucosidase has been recognized as a therapeutic target for the modulation of
postprandial hyperglycemia (Banu et al., 2015), a primary risk factor in the development of
type 2 diabetes mellitus (Liu et al., 2014). At the same time, the fight against oxidative stress is
closely related to the control of both DM and various medical conditions, including aging,
atherosclerosis, cancer, and neurodegenerative disorders (Chen et al., 2018; Sudhakaran et al.,
2019). As the data obtained indicate that A. colubrina bark has an efficient action on both
oxidative stress and carbohydrate metabolism, it is a promising product for multi-target therapy
combining control of postprandial hyperglycemia and control of oxidation of biomolecules
among other functions.

Several methods of glucose inhibition have been proposed for extracts of medicinal
plants used in the treatment of diabetes mellitus (Ramu et al., 2014; Sheliya et al., 2016; Wang
et al., 2019; Bhatia et al., 2019). However, none was previously postulated for A. colubrina. In
this study, the Lineweaver-Burk plot plotted from the Kinetic data, has generated new
information about this new biological role of this plant. The plot indicated that the extract is a
competitive inhibitor of a-glucosidase competing directly with the substrate of the a-

glucosidase, thus inhibiting the reaction. This is a strong biochemical reason for A. colubrina
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bark to be used in diabetes treatment in the future. Furthermore, A. colubrina bark have the
potential to be used as an antidiabetic product both in the direct version and in components with
synthetic products for deleterious effects.

Phytochemicals from A. colubrina extract have been the subject of several studies.
The main classes of compounds already described for the species are flavonoids, phytosterols,
and tannins (Weber et al., 2011; Santos et al., 2013). The preliminary results of the
phytochemical analysis of BEAc in our study are consistent with the literature description for
this plant.

Information on the chemical composition of BEAc obtained by HPLC analysis
confirmed its capacity as an inhibitor of a-glucosidase. The classes of compounds found in the
bark of A. colubrina contained substances capable of acting synergistically in different
biological roles. For the activities evaluated here, the extract of A. colubrina proved to be very
efficient, indicating that it is a source of a wide range of substances that act simultaneously on
the oxidation of biomolecules and the metabolism of carbohydrates, with a significant
contribution from phenolic compounds.

In HPLC analysis, comparison of the retention time of the detected peaks with that
of the authentic standards led to the identification of tannins, phenolic acids, catechins, and
flavonoids. Scientific evidence on the performance of the compounds identified (gallic acid,
catechin, syringic acid, chlorogenic acid, naringin, vitexin, rutin, isorhamnetin, hesperidin,
myricetin, morin, rosmarinic acid and quercetin) in human metabolism are consistent with the
results found on the biological activities evaluated in the present study. In addition, it has been
shown that the use of secondary metabolic in the treatment of postprandial hyperglycemia has
been shown to inhibit a-glucosidase (Choo et al., 2012; Nurul Islam et al., 2013; Srinivasan et
al., 2014; Zhu et al., 2014; Zeng et al., 2016; Arumugam et al., 2016; Ahangarpour et al., 2019).

In continuation of the effort to investigate the biological effects of the
phytoconstituents of A. colubrina bark extract, we verified that the compounds identified in the
HPLC analysis can act on several factors related to diabetes mellitus. Gallic acid and p-
coumaric acid are believed to be effective against diabetes mellitus, both in early stages and in
disease progression. Abdel-Moneim et al. (2017), have shown that these compounds can
significantly improve glucose tolerance and reduce cerebral oxidative stress, being able to act
against neurodegeneration in diabetics. Quercetin is able to protect the body against oxidative
stress and glycemic control (Carrasco-Pozo et al., 2016). Rutin can inhibit a-glucosidase and
reduce glucose uptake in the small intestine, as well as inhibiting intracellular pathways
responsible for diabetic complications (Ghorbani, 2017), while catechins, in addition to

inhibiting a-glucosidase in intestinal microvilli (Matsui, 2015), can also be transformed by
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bacteria that colonize the human intestine into metabolites of remarkable antioxidant activity
and high bioavailability (Santangelo et al., 2019). Hesperidin and mirycetin have an inhibitory
effect on the development of neurodegenerative diseases (Hajialyani, 2019; Ben-Azu, 2019). It
is important to note that other biological activities have already been demonstrated for this
plant; the compounds identified may provide benefits other than those reported here, and not
all peaks have been identified by the method applied. So, further research may expand the

pharmacological spectrum of this plant.

CONCLUSIONS

This study provides the first evidence of the activity of A. colubrina bark, showing
a possible mode of action on carbohydrate metabolism via inhibition a-glucosidase and the
control of biomolecule oxidation. These data support the potential use of this plant for medical
conditions related to diabetic complications and the development of promising products for
multi-target therapy combining the control of postprandial hyperglycemia and the control of

the oxidation of biomolecules.
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Figure 1: Percentage of inhibition of DPPH radical by A. colubrina bark extract
and the positive controls ascorbic acid, rutin and butylated hydroxytoluene (BHT).
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Figure 2: Inhibitory effect of A. columbrina (A) and Acarbose (B) bark extract (5

- 200 pg / mL) on a-glucosidase activity. Inhibition was calculated using pNPG (2 mM) and

expressed as pg / mL.
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Authentic standards phenolic compounds

121 4
6 1. Gallic acid 8. Rutin
101 2. Catechin 9. Isorhamnetin
3. Syringic acid 10. Hesperidin
81 4. Clorogenic acid 11. Myricetin
5. p- coumaric acid 12. Morin
6- 3 6. Naringin 13. Rosmarinic acid
7. Vitexin 14. Quercetin
4.
2
2.
s
E
3,54 Bark extract of A. colubrina
3,01
2,51
2,0
1,51 1
1,0
0,51
0,04

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Minutes

Figure 4: High-performance liquid chromatography (HPLC) fingerprint of the
shell extract of A. colubrina detected at 280 nm.



Table 1. ICso of DPPH inhibition by A. colubrina bark extract and the positive

controls ascorbic acid, rutin and butylated hydroxytoluene (BHT).

ICso DPPH
Samples (ng/mL)
Extract 27.97 +£0.60 2
Rutin 44.74+0.80°
A. Acid 25.13+1.04%
BHT 46.79+1.96 ¢

Values are represented as mean + SD of triplicates. Values followed by the same letter show no
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significant differences. Comparing the data of ascorbic acid, BHT and rutin with the extract, P <0.01 is verified

by Tukey test.





