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APRESENTACAO

Esta dissertagdo de mestrado estd apresentada na forma de um artigo cientifico intitulado
Efeitos inibitdrios dos extratos aquosos e hidroalcoolicos da casca de jatoba (Hymenaea

courbaril L.) sobre a amilase pancreética e sobre a absor¢do de amido.

A versdo em inglés intitulada Inhibitory effects of aqueous and hydroalcoholic extracts
from jatoba coat (Hymenaea courbaril L.) on pancreatic amylase and starch absorption
foi submetida ao periddico cientifico Biocatalysis and Agricultural Biotechnology (IF=3,4,
Qualis A3)



RESUMO GERAL

INTRODUGCAO - Virias estratégias podem ser empregadas para reduzir picos glicemicos apds
a ingestdo de amido. Uma abordagem envolve o uso de extratos naturais capazes de inibir
enzimas que catalisam a hidrélise do amido. Hymenaea courbaril L., comumente conhecida
como jatoba, é uma arvore da familia Caesalpiniaceae e € abundante no Brasil. A casca do fruto
do jatobd é um subproduto industrial do processamento da farinha de jatoba, normalmente
descartado. Este subproduto € rico em oligdmeros de procianidina (taninos). Este projeto teve
como objetivo avaliar os efeitos inibitérios de extratos aquosos e hidroalcodlicos (etanol-agua
70:30) da casca de jatoba na amilase pancreética e na absorcdo de amido.

MATERIAL E METODOS - Para avaliar o efeito inibitério na atividade da amilase,
concentragOes variadas de extratos foram adicionadas a misturas de amido-enzima, e 0S
acucares redutores resultantes foram quantificados usando o método do &cido dinitrossalicilico.
Para avaliar os efeitos inibitdrios na absorcao do amido, foram conduzidos testes de tolerancia
ao amido em camundongos machos alojados individualmente com acesso ad libitum a agua e
racdo granulada padrdo, apds aprovacao prévia do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade de Maringa (Protocolo n° 9006100823-CEUA-UEM). Os testes foram
precedidos por um periodo de jejum de 18 horas, apds o qual todos os animais receberam amido
de milho (1g/kg de peso corporal), exceto um grupo que recebeu apenas dgua potavel. Amostras
de sangue foram coletadas da veia da cauda dos animais em 0, 15, 30, 45 e 60 minutos. A
glicemia foi medida usando um glicosimetro Accu-Chek® Active.

RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSAO - Os valores de ICso (concentragio de
extrato necessaria para inibir 50% da atividade da amilase) para os extratos aquoso e
hidroalcodlico foram 81,98+3,53 ug/mL e 51,06+0,42 pg/mL, respectivamente. Tanto o extrato
aquoso quanto o hidroalcodlico reduziram a hiperglicemia induzida pela administracdo de
amido, com o extrato hidroalcodlico se mostrando mais efetivo, apresentando reducdes
estatisticamente significativas (avaliadas pelo teste de Newman-Keuls ap6s MANOVA) em 30
e 60 minutos. Em conclusédo, esses achados sugerem que o0s extratos aquosos e hidroalcodlicos
da casca de jatoba justificam uma investigacdo mais aprofundada como potenciais inibidores
da amilase pancreatica e possiveis moduladores da glicemia p6s-ingestdo de amido.

PALAVRAS-CHAVES - amido, diabetes, inibi¢cdo enzimatica



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION - Several strategies can be employed to reduce glycemic spikes following
starch ingestion. One approach involves using natural extracts capable of inhibiting enzymes
that catalyze starch hydrolysis. Hymenaea courbaril L., commonly known as jatobd, is a tree
from the Caesalpiniaceae family and is abundant in Brazil. The fruit coat of jatoba is an
industrial by-product of jatoba flour processing, typically discarded. This by-product is rich in
procyanidin oligomers (tannins). This project aimed to assess the inhibitory effects of aqueous
and hydroalcoholic (70:30 ethanol-water) extracts of jatoba coat on pancreatic amylase and
starch absorption.

MATERIAL AND METHODS - To evaluate the inhibitory effect on amylase activity,
varying concentrations of extracts were added to starch-enzyme mixtures, and the resulting
reducing sugars were gquantified using the dinitrosalicylic acid method. To assess inhibitory
effects on starch absorption, starch tolerance tests were conducted in male mice housed
individually with ad libitum access to water and standard pellet feed, following prior approval
from the Ethics Committee on Animal Experimentation at the University of Maringa (Protocol
No. 9006100823-CEUA-UEM). The tests were preceded by an 18-hour fasting period, after
which all animals received corn starch (1g/kg body weight), except for one group that received
only potable water. Blood samples were collected from the animals’ tail vein at 0, 15, 30, 45,
and 60 minutes. Blood glucose was measured using an Accu-Chek® Active glucometer.

RESULTS, DISCUSSION AND CONCLUSION - The ICso values (concentration of extract
required to inhibit 50% of amylase activity) for the aqueous and hydroalcoholic extracts were
81.98+3.53 pug/mL and 51.06+0.42 pug/mL, respectively. Both the aqueous and hydroalcoholic
extracts reduced hyperglycemia induced by starch administration, with the hydroalcoholic
extract proving more effective, showing statistically significant reductions (evaluated by the
Newman-Keuls test following MANOVA) at 30 and 60 minutes. In summary, these findings
suggest that aqueous and hydroalcoholic extracts from jatoba coat warrant further investigation
as potential pancreatic amylase inhibitors and possible modulators of glycemia post-starch
ingestion.

KEY-WORDS - diabetes, enzyme inhibition, starch
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Resumo

Hymenaea courbaril, comumente conhecida como jatoba, € uma arvore da familia
Caesalpiniaceae, abundante no Brasil. A casca do fruto do jatoba é um subproduto industrial do
processamento da farinha de jatoba, normalmente descartado. Atualmente, dentro do conceito
de bioeconomia circular, ha uma série de esforcos em andamento com o proposito de encontrar
aplicacGes economicamente vidveis para os biorresiduos do jatoba. Dentro deste contexto, o
presente trabalho mostra tentativas de encontrar uma possivel aplicacdo para a casca do jatoba
na area de controle glicémico através da inibi¢éo da atividade da alfa-amilase. Esta € uma forte
possibilidade se considerarmos a riqueza da casca do jatoba em oligdmeros de procianidina
(taninos). Extratos aquosos e hidroalcodlicos (etanol-agua 70:30) da casca do jatoba foram
usados para testar a hipotese. Estudos cinéticos detalhados foram conduzidos, com medicGes
iniciais da taxa de reacdo da reacdo catalisada pela alfa-amilase em varias concentracGes de
substrato (amido) e extratos. Os efeitos na absor¢do de amido in vivo foram avaliados por meio
do teste de tolerancia ao amido em camundongos. Ambos 0s extratos inibiram a alfa-amilase.
Os valores de ICso (concentragdes que causam 50% de inibigdo) para 0s extratos aquoso e
hidroalcodlico foram 81,98+3,53 pug/mL e 51,06+0,42 pug/mL, respectivamente. A inibicdo foi
do tipo ndo competitiva. Ambos o0s extratos reduziram a hiperglicemia causada pela
administracdo de amido em camundongos, o extrato hidroalcoolico se mostrou mais eficaz.
Essas observagdes in vivo podem ser atribuidas aos efeitos inibitorios dos extratos na alfa-
amilase. Os achados sugerem que o0s extratos aquosos e hidroalcoolicos do revestimento de
jatobd justificam investigacdes adicionais como moduladores potenciais da glicemia apés a

ingestdo de amido.
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1. Introducéo

Hymenaea courbaril L., comumente conhecida como jatoba, é uma leguminosa pertencente a
familia Caesalpiniaceae, que ocorre abundantemente nas florestas brasileiras. A espécie tem
valor econdmico devido ao seu fornecimento de madeira de alta qualidade, resinas, incenso,
cosmeéticos e ingredientes alimenticios, bem como tdnicos naturais, fortificantes e substancias
energizantes (Grisi et al., 2019). E vox populi, que a planta também possui propriedades
medicinais, como propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias,
antiplasmaddicas e atividades larvicidas (Grisi et al., 2019; Bezerra et al., 2013). Extratos de
varias partes anatdmicas desta espécie apresentam niveis significativos de terpenos e
terpenoides, bem como flavonoides, aminoacidos, &cidos graxos, carboidratos, cumarinas,
esteroides, varias lactonas e cromonas (Matos et al., 2023). O fruto do jatobd, ilustrado no painel
B da Figura 1, € uma vagem de casca dura que contém uma polpa doce e farinacea usada como
ingrediente alimentar conhecido como farinha de jatoba. A casca da vagem € um subproduto
industrial do processamento da farinha, normalmente descartado.

Oligdmeros de procianidina (taninos) de varios graus de polimerizacdo de mondmero a
nonameros de apenas unidades ligadas do tipo B foram identificados em extratos das cascas de
frutas (unidades flavan-3-ol ligadas por C-4 a C-8 (ou C-6)) de epicatequina (EC) sem ésteres de
galato (Sasaki et al., 2009). Atualmente, ha uma série de esforcos em andamento com o
propdsito de encontrar aplicacfes economicamente viaveis para os biorresiduos de muitas
plantas, dentro do conceito de bioeconomia circular (Pal et al., 2024). Neste sentido, o presente
trabalho apresenta tentativas de encontrar uma possivel aplicacdo para a casca de jatoba na area
de controle glicémico por meio da inibicdo da atividade da alfa-amilase. Essa com certeza é uma
aplicacdo importante para tais residuos, pois o diabetes € uma doenca amplamente distribuida
gue tem consequéncias negativas para a qualidade de vida humana (Tomic et al., 2022).

O diabetes tipo 2, em particular, ¢ um disturbio metabdlico crénico caracterizado pela
resisténcia a insulina e deficiéncia relativa de insulina, levando a niveis elevados de glicose no
sangue (Taylor, 2012). E frequentemente associado a fatores de estilo de vida, como obesidade,
inatividade fisica e maus habitos alimentares (Petroni et al., 2021). A inibicdo da alfa-amilase €
um fendmeno que contribui para diminuir a glicose no sangue, especialmente apds refeicbes
ricas em amido, porque a absorcdo das fracdes glicosil derivadas deste polissacarideo é
substancialmente retardada (Azzopardi et al., 2016, Wibowo et al., 2024). Isso evita picos
acentuados nos niveis de agucar no sangue apos as refeicdes, o que e benéfico para individuos
com diabetes. O uso consistente de inibidores de alfa-amilase pode ajudar a manter niveis de

glicemia mais estaveis,
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reduzindo o risco de complicagdes associadas ao diabetes (Sun et al., 2019). Alguns estudos
sugerem que os inibidores naturais de alfa-amilase podem melhorar a sensibilidade a insulina,
permitindo que o corpo utilize a glicose de forma mais eficaz (Rangel-Galvan et al., 2024). Isso
pode ser particularmente benéfico para individuos com resisténcia a insulina, uma caracteristica
comum do diabetes tipo 2. A inibicdo da alfa-amilase por extratos de casca de jatoba € uma
forte possibilidade se considerarmos a riqueza da casca de jatoba em oligdmeros de procianidina
(taninos). Os taninos geralmente tém a capacidade de inibir enzimas digestivas, como
amplamente demonstrado em varios estudos (Correa et al., 2023;Kato et al., 2017; Silva et al.,
2014). Uma caracterizacdo avancada da constituicdo fendlica de extratos aquosos e
hidroalcodlicos deste subproduto foi relatada recentemente (Del Angelo et al., 2024) e dimeros

e trimeros de (epi)catequina tipo B foram os compostos mais abundantes em ambos os extratos
(Fig. 1).

Extrato hidroetanodlico

A Extrato aquoso

Dimeros de
(epi)catequina tipo B

Trimeros de
(epi)catequina tipo B

Tetramero de
(epi)catequina tipo B

Taxifolina-O-ramnosideo

Quercetina-3-0-glicosideo

Quercetina-O-ramnosideo

mg por g de extrato

Figura 1. A: Taninos e outros polifendis identificados nos extratos aquosos (painel esquerdo) e
hidroalcodlicos (painel direito) da casca de jatoba (Hymenaea courbaril L.). Para mais
informacdes, consulte Del Angelo et al. (2024). B: Polpa e casca de jatoba.
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Considerando, portanto, o que foi exposto acima, os objetivos deste estudo foram avaliar, por
meio de experimentos in vitro e in vivo, os possiveis efeitos inibitorios de extratos aquosos e
hidroalcodlicos da casca de jatoba sobre a alfa-amilase pancreética e a absor¢do de amido.
Estudos cinéticos detalhados foram conduzidos, com medidas das velocidades iniciais da
reacdo catalisada pela alfa-amilase pancreatica em varias concentracfes de substrato (amido) e
extratos de casca de jatoba. Os efeitos na absorc¢éo de amido in vivo foram avaliados por meio
do teste de tolerancia ao amido em camundongos. A complementacgdo dos experimentos in vitro
com os experimentos in vivo deve fornecer um quadro mais completo sobre o potencial

antidiabético do extrato da casca de jatoba.
2. Material e métodos
2.1. Material vegetal

As vagens maduras de Hymenaea courbaril L. foram coletadas na Fazenda Experimental
Iguatemi da Universidade Estadual de Maringa, localizada no distrito de Iguatemi (23°25' S;
51°57" W; 550 m de altitude), Estado do Parana, Brasil. Apos a identificagdo, um voucher foi
depositado sob o codigo HUEM000020252 no Herbario da Universidade Estadual de Maringa
(HUEM). Os frutos de jatoba foram lavados com agua e secos a temperatura ambiente. A
separacdo da polpa amarela contendo as sementes, das cascas duras de cada vagem foi realizada
manualmente. Apos a separacéo, as cascas foram quebradas em pedagos menores com o auxilio
de um martelo e moidas em moinho de facas até formacdo de um pé fino. Este Gltimo foi

armazenado ao abrigo da luz e da umidade a -20 °C.
2.2. Extracdo dos compostos bioativos

Os extratos, aquoso (AE) e hidroetandlico (ETOH) foram obtidos adicionando-se a cada g do
residuo 20 mL da solucdo de extracdo, agua ou etanol:agua 70%. Os frascos lacrados foram
agitados por 2 h a 130 rpm em temperatura ambiente (25 °C) no escuro. Este procedimento foi
repetido trés vezes. Os extratos combinados foram centrifugados a 1792g por 15 min. O
sobrenadante derivado da extracdo hidroetandlica foi evaporado a 35 °C para remocdo do
etanol. A liofilizacdo foi a Gltima etapa antes de armazenar os materiais a -20 °C até o uso (Del
Angelo et al., 2024).

2.3. Inibicéo in vitro da alfa-amilase pancreética

Os ensaios da a-amilase pancredtica suina foram realizados a 37 °C em tampdo fosfato 20
mmol/L, pH 6,9, contendo 6,7 mmol/L de NaCl (Gopal & Muralikrishna, 2009). O pH do meio

de reacdo foi testado para todas as situagdes (com e sem o0s extratos inibidores) e nenhuma
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mudanca foi detectada durante o tempo de incubagdo. Amido de batata (Sigma-Aldrich) foi
usado como substrato. A enzima e um dos dois extratos (aquoso e hidroetandlico) foram pré-
incubados com a enzima e a reacgdo foi iniciada pela adi¢do do substrato. A atividade especifica
da a-amilase pancreética suina foi de 500 unidades/mg de proteina. A quantidade de enzima
adicionada a cada sistema de reagédo foi de 1 U. As misturas foram mantidas nessas condigdes
por 10 min. e interrompidas pela adicdo de &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) conforme
preconizado pelo método de Miller, 1959. Os acucares redutores resultantes da hidrélise do
amido foram quantificados pelo método do DNS utilizando-se maltose como padréo (Miller,
1959). O grupo aldeido dos agUcares redutores converte o &cido 3,5-dinitrossalicilico em &cido
3-amino-5-nitrossalicilico, que é a forma reduzida do DNS. A formacéo do &cido 3- amino-5-
nitrossalicilico resulta em uma mudanca na quantidade de luz absorvida a 540 nm. A
absorbancia medida usando um espectrofotdmetro é diretamente proporcional a quantidade de

acucar redutor.
2.4. Experimentos in vivo

Para avaliar os efeitos inibitorios na absorcdo do amido, testes de tolerancia ao amido foram
conduzidos em camundongos Swiss machos, pesando 30-35 g. Os animais tiveram livre acesso
a dgua e ragdo padrdo e foram tratados e alojados de acordo com as diretrizes universalmente
aceitas para experimentacdo animal. Antes das investigacdes, 0s animais foram mantidos por
uma semana em condi¢fes ambientais padrdo. Durante todo o periodo de experimentagdo, 0s
camundongos foram mantidos em gaiolas individuais. A comida foi retirada 18 h antes dos
experimentos. A glicemia foi avaliada com sangue da cauda utilizando-se o Accu-Chek® Active
Glucose Meter. O protocolo experimental foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade de Maringa (Protocolo n° 9006100823-CEUA-UEM).
Os animais foram divididos em 9 grupos (n = 4 ratos por grupo). Ao grupo | (controle positivo),
amido de milho comercial (1 g por kg de peso corporal) foi administrado intragastricamente. O
grupo Il (controle negativo) recebeu apenas dgua da torneira. O grupo Il recebeu amido de
milho comercial intragastrico mais acarbose, um reconhecido inibidor da amilase pancreéatica
(50 mg/kg). Os grupos 1V, V e VI receberam amido de milho comercial intragastrico mais
diferentes doses de extratos aquosos de casca de jatoba (200 mg/kg, 400 mg/kg e 600 mg/kg,
respectivamente). Os grupos VII, VIII e IX, finalmente, receberam amido de milho comercial
intragastrico mais diferentes doses de extratos hidroalcodlicos de casca de jatoba (200 mg/kg,
400 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente). Os niveis de glicemia em jejum foram determinados
antes da administracdo de amido e inibidores de amilase (tempo 0). AvaliacGes posteriores dos

niveis de glicemia ocorreram em 30, 60, 90 e 120 min. As areas sob as curvas das relacdes
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concentracdo de glicemia versus tempo foram calculadas por integracdo numérica usando o
software Scientist® da Micro Math Scientific Software (Salt Lake City, UT). As doses de
extrato que produziram reducdo de 50% dessas areas foram determinadas por interpolacdo
numérica com a férmula de Stineman por meio do Micro Math Scientific Software (Salt Lake
City, UT).

2.5. Célculos e andlise estatistica

A interpolacdo numérica para a determinagdo da concentracdo do inibidor semi-maximo (1Cso)
foi feita usando o software Scientist® da Micro Math Scientific Software (Salt Lake City, UT).
O mesmo programa foi usado para ajustar as equacdes de taxa as taxas iniciais experimentais
da atividade da alfa-amilase por meio de um procedimento iterativo de minimos quadrados ndo
linear. O critério de selecdo do modelo (MSC), os desvios-padrdo dos parametros otimizados e
a soma dos desvios quadrados entre as velocidades de reacdo experimentais e as calculadas
foram usados como um guia para decidir sobre 0 mecanismo cinético com a maior
probabilidade. O critério de selecdo do modelo é definido como (Akaike, 1974):

Zwi(Yobs - Ytbs) Zﬂ
MSC =Ini = ; ;P 1)

fn 2 1 n

Zwi(Yobsi - le) i

i=1

Yobs SA0 as velocidades de reacdo medidas, a velocidade média de reacdo, Yca a velocidade de
reacdo calculada com os parametros otimizados, w 0 peso de cada ponto experimental, n o

nimero de observacdes e p 0 nimero de parametros do conjunto de equacdes.

Para comparar a evolucdo temporal das concentracdes de glicose sanguinea apos a
administracao dos varios extratos de jatoba, os dados foram submetidos a analise de variancia
multipla (MANOVA) com teste post-hoc de acordo com Student-Newman-Keuls. Os célculos
foram realizados usando o programa StatisticaTM da Stat Soft® (Tulsa, OK, EUA). O critério

geral de significancia foi p < 0,05.
3. Resultados e discusséo
3.1. Atividade da a-amilase em funcdo das concentracdes dos extratos de jotoba in vitro

Os resultados dos experimentos em que se verificou a influéncia dos extratos hidroalcodlicos e
aquosos da casca de jatoba na atividade da alfa-amilase sdo mostrados na Figura 2. Esses
experimentos foram realizados com uma concentragéo fixa de substrato (amido) de 1 g/100 mL

e concentracOes varidveis de ambos os extratos. No painel A da Figura 2, as velocidades de
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reacdo foram representadas em relagdo as concentragdes dos extratos. Ambos os extratos foram

inibitérios, mas o hidroalcodlico foi mais eficaz.

Velocidade dereacao (umol/min)

(Velocidade de reagdo)-* (min/umol)

0,7 —0O— Extrato hidroetandlico
—[O— Extrato aquoso A
06 -m
0,5
04
| ICs,=281,98+3,53 ng/mL

0,3
0,2
0,1 IG5 = 51,060,422 ug/mL

0 | | | | | |

0 50 100 150 200 250
Concentracdo dos extratos (ng/mL)
12 -
—0O— Extrato hidroetanélico B
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8 —

O

6 -5

4 -5

2 -5

0- | | | | I 1
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Figura 2. Inibicdo da alfa-amilase pancreética pelos extratos aquoso e hidroalcodlico de jatoba.
As velocidades iniciais da reacdo catalisada pela alfa-amilase pancreatica foram medidas
conforme descrito na secdo Materiais e Métodos em uma concentracdo fixa de substrato (amido)
(1 g/100 mL) e concentracGes variaveis de extrato. No painel A, as velocidades de reacao foram
representadas em relacdo as concentracdes de extrato; no painel B, os inversos das velocidades
de reacdo foram plotados em relacéo as concentracfes de extrato; Os valores de 1Cso, fornecidos
no painel A, foram obtidos por interpolacdo numérica (férmula de interpolacdo de Stineman).
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Os valores de 1Cso, que estdo indicados na Figura 2A, podem ser usados para quantificar a
diferenca na eficacia de ambos os extratos, que é em torno de 60% a favor do extrato
hidroalcoolico. A representacdo dos inversos das velocidades de reacdo (1/v) contra as
concentracdes de ambos 0s extratos na Figura 2B foi feita para obter uma resposta preliminar
sobre o mecanismo da inibicao, ou seja, se € incompleta (hiperbdlica) ou completa (linear ou
parabolica). As relacbes bastante lineares entre 1/v e as concentragdes dos extratos sugerem que
a inibigdo é do tipo linear (Plowman, 1972).

3.2. Inibic&o da atividade da a-amilase em véarias concentracgdes de substrato

Para estender a analise ainda mais, as velocidades de reacdo iniciais foram medidas variando
simultaneamente as concentracbes do substrato e dos extratos. Os resultados desses

experimentos sdo mostrados nas Figuras 3 e 4.

e Sem adicdes

0,7+ m 50 ug/mL de extrato
[1 100 pg/mL de extrato °
0,6
®
0,54
c
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o
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>
0,2
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0 I I I I 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1.0

[S] (9/100 mL)

Figura 3 Cinética da inibicdo da alfa-amilase pancreatica pelo extrato aquoso de jatoba. As
velocidades iniciais da reacdo catalisada pela alfa-amilase pancreatica foram medidas conforme
descrito na secdo Materiais e métodos em varias concentracdes de substrato ([S], amido) e no
extrato aquoso de jatoba (indicado no canto superior direito). A equacdo (2) foi ajustada
simultaneamente a todo o conjunto de dados por meio de um procedimento de minimos
quadrados ndo linear. Os simbolos representam os dados experimentais (n = 3). As linhas
continuas foram calculadas pela equacdo (2) apds a introducdo das constantes cinéticas
otimizadas. Os valores otimizados foram: Vmax, 0,774+0,031 pmol/min; Km, 0,191+0,026
g/100 mL; Kiy = 197,73+£147,21 pg/mL; Ki2 = 63,55+7,73 pg/mL. O coeficiente de correlagdo
(r) foi de 0,993 e o critério de sele¢cdo do modelo 4,032.
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Figura 4. Cineética da inibicdo da alfa-amilase pancreatica pelo extrato hidroetandlico de jatoba.
As taxas iniciais da reacao catalisada pela alfa-amilase pancreatica foram medidas conforme
descrito na secdo Materiais e métodos em varias concentragdes de substrato ([S], amido) e no
extrato aquoso de jatoba (indicado no canto superior direito). A equacdo (2) foi ajustada
simultaneamente a todo o conjunto de dados por meio de um procedimento de minimos
quadrados ndo linear. Os simbolos representam os dados experimentais (n = 3). As linhas
continuas foram calculadas pela equacdo (#) apds a introducdo das constantes cinéticas
otimizadas. Os valores otimizados foram: Vmax, 0,776+0,036 pumol/min; Ky, 0,190+0,030
9/100 mL; Ki; = 128,97+99,81 pg/mL; Ki, = 42,25+5,58 pg/mL. O coeficiente de correlacdo
(r) foi de 0,992 e o critério de selecdo do modelo 3,822.

Nesses graficos, as velocidades iniciais foram representadas contra as concentraces do
substrato. Para cada inibidor, as velocidades em concentracdes variaveis de substrato foram
medidas com duas concentracdes diferentes de inibidor, além da condicdo de auséncia do
inibidor (curvas de controle). As concentragdes do inibidor sdo indicadas em cada gréafico.

Curvas de saturacdo tipicas foram obtidas, confirmando observacfes anteriores (Kato et al.,
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2017; Castilho et al., 2021). Para ambos os extratos ndo ha tendéncia de convergéncia em altas
concentragdes de substrato, fato que exclui a inibicdo competitiva. Consistentemente, a equacao
para inibicdo competitiva ndo se ajustou aos dados experimentais (ndo mostrado). Tentativas de
ajustar a equacgdo para inibicdo ndo competitiva também falharam (ndo mostrado), mas a
equacéo para inibicdo ndo competitiva (Cleland, 1963, Plowman, 1972), dada abaixo, se ajustou

muito bem aos dados experimentais.

Viex[S]
v= = @
11 il
K, 14 UE +[5]g1+ m,
i Ky 1 K,

Na equacdo (2) v é a velocidade de reacdo, [S] a concentracdo do substrato e [1] a concentracdo
do extrato. Além disso, Vmax é a velocidade méaxima de reacdo, Km a constante de Michaelis-
Menten, Kiz a constante de dissociagéo (constante inibidora) do complexo enzima-inibidor (EI)
e Ki2 a constante de dissociacdo (constante inibidora) do complexo enzima-substrato-inibidor
(ESI). A concordancia entre teoria e experimento pode ser apreciada comparando 0s pontos
experimentais nas Figuras 3 e 4 com as linhas continuas, que representam as curvas que foram
calculadas apés a introducdo dos valores otimizados de Vmax, Kw, Ki1 e Kiz na equacdo (2)
para cada inibidor, além dos valores de [S] e [I]. Os valores otimizados de Vmax, Kwv, Ki1 e Kiz
sdo listados nas legendas das Figuras 3 e 4. As legendas também listam os valores dos
coeficientes de correlacdo e dos critérios de selecdo do modelo (calculados de acordo com a

equacdo (1). Esses parametros fornecem uma medida quantitativa para a qualidade do ajuste.

A comparacdo das constantes inibidoras obtidas para o extrato aquoso (Figura 3) com
aquelas obtidas para o extrato hidroalcodlico (Figura 4) revela que estas Gltimas foram menores,
corroborando o fato de que o extrato hidroalcodlico é um inibidor mais forte quando comparado
ao extrato aquoso. Para ambos os extratos, Kiz € menor que Kiji, indicando que para ambas as
preparacdes o complexo ESI se forma mais facilmente do que o complexo EI. Em outras
palavras, a ligacdo do substrato a enzima facilita a inibicdo até certo ponto. A rigor, Ki1 e Kiz
sdo apenas constantes de dissociacdo simples se as acdes inibitdrias dos extratos forem causadas
em cada caso por uma Unica substancia. 1sso é altamente improvavel, no entanto, porque 0s
extratos vegetais geralmente tém uma composicdo molecular altamente complexa. Por esse
motivo, Ki e Kiz sdo provavelmente pardmetros compostos complexos que refletem a agdo de
varios compostos. Como todos 0s compostos nos extratos estdo presentes em proporcoes
constantes, Kiy e Ki. ainda podem ser considerados uma medida para a forca inibitoria de cada

preparacdo (Chou & Talalay, 1977).
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Arelacdo linear entre 1/v e [I] mostrada na Figura 2B também esta de acordo com a equacéo
(2). De fato, se a forma reciproca da equacéo (2) for rearranjada como uma funcéo de [1], é facil

ver que 1/v é uma funcéo linear de [I]:

1 _(Ky+I[S] N Ky L1 ] 3)
v Vmax[s] VmaxKil[S] VmaxKi2

A inclinagdo da linha 1/v versus [I] foi encontrada como sendo maior para 0 extrato
hidroalcodlico porque os valores de Ki: e Kz para esta preparacdo foram menores (Figura 2B).
Além disso, a convergéncia das linhas retas obtidas com ambos os extratos na Figura 2B no
eixo 1/v é esperada em uma concentragdo de substrato fixa. Vale mencionar que a inibicéo linear
indica que complexos binarios como El. ou de ordem superior ndo séo formados, embora nem
sempre seja 0 mesmo tipo de molécula envolvida. A formagéo de complexos como El2 ou ESI»

resultaria em inibicdo parabolica em vez da inibicéo linear que foi de fato observada.
3.3. Testes de tolerancia ao amido em camundongos

A inibicdo da alfa-amilase in vivo deve, em principio, diminuir a0 menos o aparecimento de
glicose livre na circulacéo apds a ingestao de amido. Este fenémeno é frequentemente estimado
por meio de testes de tolerancia ao amido (Correa et al., 2023). A Fig. 5 mostra os resultados
obtidos em uma série de experimentos nos quais trés doses diferentes de ambos os extratos
foram dadas a camundongos antes da administracdo do amido. As medic¢des da glicemia foram

feitas em varios momentos subsequentes.

As Figuras 5A e 5B mostram os resultados obtidos quando extratos aquosos e
hidroalcodlicos foram administrados, respectivamente. Conforme esperado de varios relatorios
anteriores (Kato-Schwartz et al., 2018, Kato-Schwartz et al., 2020, Silva et al., 2021, Correa et
al., 2023), a concentracdo de glicose no sangue aumenta rapidamente apds a administracdo de
amido sob condicGes de controle, mas diminui depois disso. Essa resposta foi quase abolida
quando a acarbose, o inibidor classico da digestdo do amido, foi administrada a 50 mg/kg
(Figura 5C). A administracdo de 200 mg/kg do extrato aquoso de jatoba ndo foi muito eficaz,
pois apenas o pico de concentracdo de glicose no sangue foi diminuido (Figura 5A). Quando as
doses do extrato aquoso foram aumentadas, no entanto, os efeitos ganharam significancia. A
dose de 400 mg/kg ndo modificou a forma da curva, pois o pico ainda ocorreu em 30 minutos.
A dose de 600 mg/kg, no entanto, deslocou o pico para 60 minutos. O extrato hidroalcodlico,
como revelado pela Figura 5B, mostrou um comportamento complexo, embora os efeitos
tenham sido inibitérios nas doses mais altas. A dose mais baixa, 200 mg/kg, tendeu a aumentar

os niveis de glicose no sangue, sem significancia estatistica, no entanto. As doses de 400 e 600
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mg/kg, por outro lado, foram apenas inibitdrias. No entanto, as evolucfes temporais das curvas
obtidas com essas duas doses foram diferentes, pois a curva de 400 mg/kg apresentou uma
queda acentuada na concentragéo de glicose a partir de 60 minutos.

2407 Extrato aquoso A Extrato hidroalcodlico B

2107
180
150

1207

Glicose no sangue (mg/dL)

90

Glicose no sangue (mg/dL)

60~ T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 70-

o

20 40 60 80 100 120
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% 140+ e Amido apenas
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Figura 5. Efeitos do extrato aquoso de jatoba (painel A), extrato hidroetandlico de jatoba (painel
B) e acarbose ou agua (painel C) sobre os niveis de glicose sanguinea ap6s administracao oral
de amido em camundongos. A administracdo oral de amido comercial (1 g por kg de peso
corporal) foi feita imediatamente apds a administracdo dos extratos ou acarbose (inibidor de
referéncia). As doses de cada extrato sdo dadas nos graficos. A glicose plasmatica foi medida
conforme descrito na secdo Materiais e métodos. Cada valor representa a média * erro padréo
médio de 4 camundongos. Os asteriscos indicam significancia estatistica em relacéo a curva de
controle (p < 0,05) de acordo com o teste post-hoc de Student-Newman-Keuls realizado apés
analise de variancia maltipla (MANOVA).
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3.4. Comparacdo das ac¢des dos extratos de jatoba com as de outros extratos vegetais

E interessante neste ponto comparar as forgas inibitdrias dos extratos de jaboba com as de outros
extratos vegetais. As condi¢Oes do ensaio da alfa-amilase e a fonte da enzima sdo importantes
e, por esta razdo, apenas os resultados obtidos em condi¢Ges muito semelhantes devem ser
selecionados para comparagdes. A Tabela 1 lista varios extratos inibitorios para os quais 0s
resultados foram obtidos com a alfa-amilase suina pancreatica de acordo com varios relatos da
literatura de experimentos nos quais 0s ensaios foram conduzidos nas mesmas condigdes
empregadas no presente trabalho. A lista na Tabela 1 é exibida em ordem decrescente de
poténcia, conforme deduzido dos valores de ICso correspondentes. Os dados revelam que a
poténcia inibitéria da alfa-amilase dos extratos vegetais varia em mais de duas ordens de
magnitude quando a enzima é analisada in vitro. Os extratos de jatoba utilizados no presente
trabalho certamente ndo sdo os inibidores mais potentes da alfa-amilase, mas sua poténcia é
proxima a do extrato da casca da semente de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Silva et
al., 2014). Além disso, os extratos de jatoba sdo muito mais potentes que 0s extratos de cha roxo
e casca de jabuticaba (Silva et al., 2021; Castilho et al., 2021). A partir dos estudos listados na
Tabela 1 tambem é possivel inferir a capacidade dos varios extratos em afetar as excursoes
glicémicas que ocorrem apds uma carga de amido. A area sob as curvas de glicose versus tempo,
subtraida da linha basal, é geralmente considerada uma medida da taxa de absorcdo das
unidades de glicosil que sdo liberadas no trato intestinal. Quando os experimentos sao repetidos
com varias doses, é possivel determinar a dose que reduz a area sob a curva em 50%, a chamada
dose IDso. A Tabela 1 lista os valores de IDso obtidos nos vérios estudos em que os valores de
IC50 para a alfa-amilase também foram obtidos. Os valores de 1Dso listados na Tabela 1 foram
informados diretamente pelos autores citados ou calculados por interpolagdo numérica a partir
dos dados que foram apresentados. A Unica exce¢do € o IDso do extrato de A. angustifolia, que
ndo € muito preciso porque foi obtido por extrapolacéo linear. O IDso para o extrato aquoso de
jatoba foi obtido a partir dos dados da Figura 5A. Mesmo um exame superficial da Tabela 1
revela que ndo ha correlagdo entre os valores de ICso para inibicéo da alfa-amilase e os valores
de IDso para absorgdo de amido. O fendmeno corrobora novamente a noc¢do de que é muito
dificil prever o efeito in vivo na digestdo do amido com base apenas nas medidas de inibicdo da
alfa-amilase ou alfa-glucosidase (Tonsic et al., 2023). A maior discrepancia é talvez o extrato da
casca da fruta jabuticaba, que é um inibidor muito fraco da alfa-amilase, mas cujos efeitos na
digestdo do amido ndo podem ser classificados na mesma categoria. O inibidor mais eficiente da
alfa-amilase, o extrato da semente de tamarindo, também pode ser considerado um bom inibidor

da digestdo do amido, mas um pouco inferior ao cha roxo, que também é um inibidor
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relativamente fraco da alfa-amilase. As a¢Oes inesperadamente fortes do cha roxo e do extrato
da casca da fruta jabuticaba provavelmente estéo relacionadas ao fato de que a diminuicéo da
digestdo do amido por essas preparaces ndo é causada somente pela inibicdo da alfa-amilase.
Outros mecanismos podem ser corresponsaveis pelos efeitos in vivo. Uma questdo mais
relevante para o presente trabalho é aquela relacionada as acfes relativamente modestas na
digestdo do amido de varios extratos que sdo, na verdade, inibidores relativamente fortes da
alfa-amilase. Isso inclui, por exemplo, o Cytinus hypocistis (L.) L., mas também o extrato de
jatoba. Os resultados do presente trabalho ndo nos permitem inferir sobre as causas dessa
discrepancia. E verdade, no entanto, que as condicbes no trato gastrointestinal diferem
certamente daquelas no sistema de incubagio usado para analisar a alfa-amilase. E dificil,
portanto, prever a resposta a cada extrato vegetal, especialmente quando os inibidores também
sdo quimicamente distintos porque podem ser enzimaticamente modificados em componentes
mais ou menos ativos. No caso do extrato de Cytinus hypocistis, foram feitas tentativas de
responder a essa questao submetendo o extrato a digestdo gastrointestinal in vitro (Correa et al,
2023). Foi descoberto que o Ultimo procedimento aumentou o ICso para inibicéo da alfa-amilase
por um fator de trés. A eficiéncia inibitoria no trato intestinal também pode ser modificada pela
ligacdo a peptideos ou proteinas que estdo presentes no ultimo (Dave et al., 2014 Herczeg,
1975). No caso do extrato de Cytinus hypocistis, por exemplo, foi demonstrado que a albumina,
geralmente presente no trato intestinal, diminui significativamente sua acdo inibitoria da alfa-
amilase de maneira dependente da concentracdo (Correa et al., 2023). Fendmenos semelhantes
poderiam ter acontecido nos experimentos conduzidos aqui com o extrato de jatoba. A
confirmacéo evidentemente precisa de trabalho experimental adicional. Deve ser enfatizado que
é igualmente possivel que modificacdes no trato intestinal possam produzir compostos que
estimulem em vez de inibir a alfa-amilase. Um equilibrio entre inibi¢éo e estimulacdo pode ser
estabelecido sob tais circunstancias. Isso pode de fato ter acontecido no presente trabalho com
0 extrato hidro-etandlico quando administrado aos camundongos na dose mais baixa, pois 0s
fendmenos na Figura 5 sdo altamente dinamicos e dependentes do tempo. Os extratos vegetais
geralmente tém uma composicao altamente complexa e geralmente diferem consideravelmente
uns dos outros, de modo que os padrdes de transformacdo também podem ser esperados para

diferir de caso a caso.



22

Tabela 1. Comparacdo das inibicdes da alfa-amilase de varias preparacdes vegetais com sua capacidade de diminuir a digestdo do amido. Os valores de
I1Cs0 (concentragdes de extrato produzindo 50% de inibicdo da alfa-amilase) foram todos obtidos diretamente das referéncias citadas. Os valores de 1Dso
sdo as doses em camundongos ou ratos que reduziram em 50% as areas sob as curvas de glicose entre o tempo zero e o tempo de 120 minutos em
comparagdo com os experimentos de controle. Eles foram informados diretamente pelos autores citados ou calculados a partir dos dados que foram
apresentados com a Unica exce¢do dos dados de Araucaria angustifolia que ndo sdo muito precisos porque foram obtidos por extrapolacdo linear.

Tipo de preparagao Inibigdo in vitro
da a-Amylase

(1Cs0 em pg/mL)

Inibicdoinvivo  Animal Referéncia
da digestéo do
amido

(IDso in mg/kg)

Tamarindus indica (tamarindo) Extrato hidroalco6lico 13.3
da semente

Cytinus hypocistis Extrato ultrasom de toda = 14.0
a planta

Araucaria angustifolia Extrato da casca da 45.0
semente (rica em
taninos)

Hymenaea courbaril (jatoba) Extrato aquoso dacasca  81.9
do fruto

Vitis vinifera (uva) Extrato hidroalcoolico 145.0
do residuo da uva

Camellia sinensis (cha roxo) Extrato aquoso 630.0
(preparacgéo de cha)

Myrciaria jaboticaba Extrato hidroalcodlico 1963.0
(jabuticaba) da casca da fruta

151.4 Camundongo Souza et al., 2025

349.8 Camundongo = Correa et al., 2023
@308.6 Rato Silva et al., 2014

500.1 Camundongo = Este trabalho

131.6 Rato Kato-Schwarz et al., 2020
96.8 Camundongo = Silva et al, 2021

250.0 Camundongo  Castilho et al., 2021
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3.5. Compostos possivelmente envolvidos

Os extratos vegetais geralmente tém uma composicdo altamente complexa, uma caracteristica
que torna dificil atribuir efeitos particulares a compostos especificos. No entanto, € bem
conhecido que taninos e polifendlicos em geral sdo inibidores da alfa-amilase, um fato
demonstrado diretamente por experimentos nos quais taninos purificados ou polifendlicos
foram usados (Kato et al., 2017) ou por experimentos usando extratos ricos em tanino (Correa
et al., 2023). O extrato hidro-etandlico foi um inibidor um pouco mais potente da alfa-amilase,
uma observacgdo que seria consistente com o fato de que esta preparacdo tem um maior teor de
tanino (Figura 1). No entanto, a diferenca na poténcia inibitoria (37,7%) entre ambos 0s extratos
é menos pronunciada quando comparada a sua diferenca nos teores de tanino e polifendlicos
(78%). Portanto, se alguém assume que 0s taninos sdo 0s Unicos inibidores nos extratos, esse
alguém também & forcado a assumir que o tetrdmero de (epi)catequina tipo B (Figura 1), que é
exclusivo do extrato aquoso, deve ser um inibidor mais forte, capaz de exceder 0s teores muito
mais altos dos dimeros e trimeros de (epi)catequina do extrato hidroetandlico. Também se deve
considerar seriamente a presenca nos extratos de jatoba de outros compostos, ndo pertencentes
as classes de taninos ou polifenolicos. Esta é uma possibilidade que foi explorada no caso da
semente de tamarindo para a qual varios compostos, ndo pertencentes as classes de taninos e
polifendlicos, mas com potencial de serem fortes inibidores da alfa-amilase, foram detectados
(Souza et al., 2025).

4. Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a hipotese levantada inicialmente, a
saber, que, gracas a sua riqueza em taninos e polifendis, os extratos de casca de jatoba devem
ser capazes de inibir a atividade da alfa-amilase. O extrato hidroetandlico foi um inibidor mais
forte da alfa-amilase quando comparado ao extrato aquoso (37,7% mais ativo). O extrato
aquoso, no entanto, produziu uma inibicdo muito mais bem definida da digestdo do amido in
vivo. Embora ambos os extratos tenham potencial para serem usados como prepara¢c6es capazes
de reduzir a hiperglicemia causada pela administracdo de amido, o0 extrato aquoso parece ser
mais indicado como agente anti-hiperglicémico porque requer doses menores para ser eficaz.
Em qualquer caso, no entanto, 0os achados sugerem que tanto 0s extratos aquosos quanto 0s
hidroalcodlicos da casca de jatoba justificam investigacdes adicionais como potenciais

moduladores da glicemia ap0s a ingestdo de amido.
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