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Resumo

As antocianinas sdo compostos fendlicos, pertencentes a familia dos
flavonoides, normalmente encontrados em flores, frutos e tubérculos de
coloracdo vermelha, roxa e azul. Tem sido proposto que o consumo regular das
antocianinas reduz o risco de desenvolvimento de varias doencas, como
aterosclerose, dislipidemias e diabetes, com consequentes beneficios
potenciais para a saude. O retardo da digestdo de materiais amilaceos e
dissacarideos pela inibicdo das amilases (salivar e pancreética) e alfa-
glucosidases intestinais pode ser considerada como uma abordagem
terapéutica adequada para controlar a hiperglicemia pés-prandial em pré-
diabetes. Da mesma forma, pode-se considerar o retardo da absorcdo dos
acidos graxos provenientes dos triglicerideos da dieta em virtude da inibicdo da
lipase pancreatica ou de outra etapa do processo de absorcéo, que é bastante
complexo, como uma abordagem terapéutica para controlar dislipidemias. Esta
revisdo tem como objetivo compilar e discutir recentes evidéncias da inibicdo
de amilases e lipases pelas diferentes antocianinas, bem como comparar
métodos in vitro e in vivo utilizados na avaliacdo destes fendmenos.

Palavras-chave: amido, amilases, antocianinas, enzimas digestivas, lipases,
triglicerideos.

1. Introducéo

A obesidade e o diabetes séo problemas de saude publica mundial, com
custos sociais incalculaveis (GAMBOA-GOMEZ et al.,, 2015). Muitos
medicamentos tém sido utilizados para controlar tanto a obesidade quanto o

diabetes ao longo dos anos. Uma das abordagens farmacoldgicas para o

M Compostos Bioativos e suas Aplicacoes

MERIDA Flavia Michelon Dalla Nora (Org.) © 2021 Mérida Publishers CC-BY 4.0



20

controle da obesidade e do diabetes € a utilizacao de inibidores das enzimas
digestivas, amilases e a-glucosidase intestinal e lipase pancreatica
(BIALECKA-FLORJANCZYK et al., 2018; RIOS; FRANCINI; SCHINELLA,
2015).

As a-1,4-glucan-4-glucanoidrolases (EC 3.2.1.1.)) sédo enzimas
pertencentes a familia 13 das glicosideo-hidrolases (GH), encontradas na
saliva e no suco pancreatico e conhecidas pelo nome comum de a-amilases
(DASTJERDI; NAMJOYAN; AZEMI, 2015; PROENCA et al., 2019). Nos seres
humanos, as a-amilases sdo produzidas principalmente no pancreas e nas
glandulas salivares. As a-amilases salivar e pancreética humana, junto com as
glucosidases intestinas, promovem a digestdo dos materiais amilaceos,
hidrolisando as ligacdes a-1,4-glicosidicas de polimeros como amido, amilose,
amilopectina, glicogénio e varios maltooligossacarideos (SANTOS; FREITAS;
FERNANDES, 2018; SUN; WARREN; GIDLEY, 2019). O retardo da absorcao
de glicose pela inibicdo da a-amilase e da a-glucosidase no trato digestivo tem
sido sugerido como uma abordagem terapéutica para o diabetes tipo 2 e como
uma estratégia de combate ao sobrepeso e a obesidade.

A lipase humana (EC 3.1.1.3) pertence a um grupo de enzimas que
inclui lipases pancreaticas, endoteliais, hepaticas e outras lipases lipoproteicas
gue possuem semelhanca estrutural. As lipases pancreaticas sdo enzimas
exdcrinas do suco pancreatico, essenciais para a digestdo de gorduras
alimentares no limen intestinal, desempenhando um papel fundamental na
decomposicao do triglicerideos dietéticos em &cidos graxos livres circulantes e
monoacilgliceréis  (RAJAN; PALANISWAMY; MOHANKUMAR, 2020;
SEYEDAN et al., 2015). Por ser responsavel pela hidrolise dos triglicerideos, a
lipase pancreética contribui para que a gordura proveniente da dieta seja
absorvida pelas células intestinais. Sua inibicdo pode auxiliar no controle da
absorcdo de triglicerideos no intestino, sendo entdo eficaz no combate ao
sobrepeso e a obesidade (FABRONI et al., 2016; RAJAN; PALANISWAMY;
MOHANKUMAR, 2020).

Inibidores das enzimas envolvidas na digestdo do amido como a
acarbose, miglitol e voglibose sdo amplamente utilizados como drogas orais
para controlar a glicemia, pois diminuem a hiperglicemia poés-prandial o que

também atenua a secrecdo de insulina. Embora apresentem um bom perfil de
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seguranca, efeitos adversos gastrointestinais podem limitar a adeséao a longo
prazo a terapia (NEUSER et al., 2005).

No caso das lipases pancreédticas o inibidor classico é o orlistat
(tetraidrolipstatina). O composto, um derivado sintético da lipstatina, produzido
naturalmente por Streptomyces toxytricini, € um inibidor potente, especifico e
irreversivel tanto das lipases pancreaticas como gastricas (HADVARY;
LENGSFELD; WOLFER, 1988). Sua atividade € exercida através da formacéao
de uma ligacéo covalente com o sitio ativo das lipases gastricas e pancreaticas
no lumen do trato gastrointestinal. Essa acdo evita que essas enzimas
hidrolisem a gordura alimentar (na forma de triglicerideos) em acidos graxos
livres absorviveis e monogliceréis, sendo os triglicerideos nao digeridos
eliminados pela via fecal (HADVARY et al., 1991). Contudo, assim como para
os inibidores das glucosidases, 0 uso continuo e prolongado do orlistat causa
efeitos colaterais acentuados, como desconforto gastrointestinal, flatuléncia,
célicas abdominais e diarreia (AWOSIKA; ALUKO, 2019; GUTIERREZ-
GRIJALVA et al., 2019).

Compostos naturais presentes na alimentacdo tém sido explorados
como potenciais ferramentas seguras no tratamento da obesidade e do
diabetes. Alimentos ricos em compostos fendlicos da dieta tém atraido muito
interesse devido as suas propriedades bioldgicas benéficas, que podem
desempenhar um papel importante na manutencéo da salde humana. Diversos
estudos tém demonstrado que extratos vegetais ricos em acidos fendlicos,
flavonoides e antocianinas exercem efeitos inibitérios sobre as lipases e
amilases e poderiam, em tese, ser utilizados para reduzir a absorcdo de
lipideos e carboidratos complexos (CHIOU et al., 2018). As antocianinas sao
excelentes opgdes para serem utilizadas como adjuvantes no controle da
obesidade e do diabetes tipo 2, uma vez que, além das potenciais atividades
inibidoras de lipases e amilases, apresentam consideraveis capacidades
antioxidantes e anti-inflamatorias (FALLAH; SARMAST; JAFARI, 2020; LUNA-
VITAL et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

O presente capitulo tem como objetivo fornecer uma contribuicdo
atualizada, ampla e critica sobre a acéo inibitéria das antocianinas sobre a
absorcdo do amido e dos triglicerideos, como resultado, principalmente, de sua

capacidade em inibir as enzimas digestivas amilases e lipases. Estudos in vitro
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e in vivo foram considerados. Para a sele¢cdo dos artigos cientificos, foram
utilizadas as bases de dados Science Direct, Pubmed e Web of Science
considerando preferencialmente os artigos publicados nos ultimos 5 anos

"

(2016-2020). Os termos de busca foram “inibidores de amilase” (amylase
inhibitors) em associagdo com antocianinas (anthocyanins) e “inibidores de

lipase” (lipase inhibitors) em associacdo com antocianinas (anthocyanins).

2. Antocianinas

As antocianinas sdo compostos fendlicos pertencentes a familia dos
flavondides, normalmente encontradas em flores, frutos e tubérculos de
coloragdo vermelha, roxa e azul. Estes compostos tém sido utilizados nas
indUstrias de alimentos, normalmente como corantes, e na medicina popular,
devido aos seus efeitos benéficos. Sua estabilidade varia com sua estrutura e €
dependente do pH, da luz e da temperatura (KHOO et al., 2017; LOPEZ et al.,
2019). Sua estrutura molecular geral esta mostrada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura basica das antocianinas. Fonte: KHOO et al. ( 2017).

Estes compostos aparecem frequentemente conjugados a acgucares
(glicosideos) que por sua vez podem estar acilados (antocianinas aciladas)
(KHOO et al., 2017). Quando encontrados em sua forma genuina (aglicona),
sdo conhecidos como antocianidinas, sendo agrupadas em @3-
hidroxiantocianidinas, 3-desoxianocianidinas e antocianidinas O-metiladas
(CELLI, TAN, SELIG, 2019; KHOO et al., 2017).
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Existem mais de 500 tipos de antocianinas na natureza, mas somente 23
agliconas (antocianidinas) sao conhecidas, das quais apenas 6 s&o
onipresentes, sendo essas: cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina,
pelargonidina e malvidina. Elas diferem entre si principalmente pelo nimero de
grupos hidroxila, conforme ilustra a Tabela 1, que relaciona os diferentes
grupos R e R' de cada antocianidina. As antocianinas diferem pela natureza e
namero de aclUcares em sua estrutura (ligados aos grupos OH), pelos
carboxilatos alifaticos ou aromaticos ligados aos acucares e pelas posicoes
dessas ligacdes (ALl; ALMAGRIBI; AL-RASHIDI, 2016; SUI; ZHANG; ZHOU,
2016).

Tabela 1. As seis principais antocianidinas encontradas em plantas com
0S grupos passiveis de substituicdo para formar as antocianinas (ver detalhes
no texto).

Padréo de substituicdo
Antocianidinas

R3 RS R6 R7 R3’ R4’ R5’

Cianidina OH OH H OH OH OH H

Delfinidina OH OH H OH OH OH OH

Peonidina OH OH H OH OCHs OH H

Pelargonidina OH OH H OH H OH H
Petunidina OH OH H OH OH OH OCHs
Malvidina OH OH H OH OCHs OH OCHs

Fonte: KHOO et al. ( 2017).

2.1. Fontes de antocianinas

As antocianinas perfazem grande parte dos pigmentos sollveis em agua
gue conferem cores vermelha, azul e roxa as plantas, flores, frutas, vegetais e
residuos provenientes de frutas e vegetais, como casca e bagaco (GUO; XIA,
2018; LIU et al., 2018; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). Elas estdo presentes
principalmente em chas; frutas como macas, uvas, ameixas, morangos, mirtilos
e amoras; legumes como repolho roxo, cebola roxa e berinjela; e bebidas como
vinho tinto e suco de uva (GUVEN; ARICI; SIMSEK, 2019; KENT et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/anthocyanins
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A variedade na composicdo em antocianinas dos alimentos esta
relacionada com cultivar/variedade, maturacdo, praticas de cultivo, localizagcdo
das plantacdes, diferencas climéticas, processamento e armazenamento. Entre
outros fatores, que também podem afetar a cor e a estabilidade das
antocianinas, estas moléculas podem ser afetadas por temperatura, pH, luz,
oxigénio, enzimas, ions metalicos, outros flavondides e fendlicos, é&cido
ascoérbico, acucares e sulfitos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). Na Figura 2
podemos observar alguns exemplos de alimentos que possuem alto teor de

antocianinas.

Amora Mirtilo

Groselha Sabugueiro Uva Repolho roxo

e w

Laranja Sanguinea Ameixa Framboesa Berinjela

—

Figura 2. Alimentos ricos em antocianinas. Fonte: Autoria prépria.

Além das partes comestiveis das plantas, a recuperacdo de compostos
bioativos, incluindo as antocianinas, a partir de residuos e subprodutos
industriais (partes ndo comestiveis) vem atraindo cada vez mais interesse de
diversas industrias, no ambito de uma Gtica de aproveitamento total e
recuperacdo de compostos de alto valor agregado, com eficiéncia e
sustentabilidade (BARBA et al., 2016; YAMASHITA et al.,, 2017). Ap0s a
extracdo desses compostos dos residuos, eles podem ser aplicados como

enriquecimento em produtos alimenticios, aprimorando suas propriedades
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sensoriais, melhorando seu valor nutricional e os beneficios a saude (MALIK;
ERGINKAYA, ERTEN, 2019).

2.2. Antocianinas como inibidores de enzimas digestivas

2.2.1. Antocianinas como inibidoras de amilases

Diversos estudos experimentais descrevem o efeito antidiabético das
antocianinas, apontando-as como compostos promissores, e dentre tais
estudos, a maioria parte do principio de que as antocianinas agem inibindo as
enzimas digestivas de carboidratos, como a a-amilase e a a-glucosidase
(GOWD; JIA; CHEN, 2017).

Esta atribuicdo ndo deixa de ter alguma incerteza, no entanto, ja que
normalmente extratos de frutas e flores sdo investigados. Estes extratos
contém varios compostos fendlicos, o que dificulta a atribuicdo da atividade
inibidora a apenas um determinado composto (GOWD; JIA; CHEN, 2017).

Na Tabela 2 sdo descritos resumidamente estudos que evidenciam a
associagcao das antocianinas com a inibicdo de enzimas, tais como a-amilases

e a-glucosidases.
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Tabela 2. Estudos que associam a inibicdo de amilases a extratos ricos em antocianinas.

Extratos e/ou
substéncias puras

Principais resultados

Referéncia

Extratos de groselhas
pretas (BC) e verdes
(GC).

Foram identificados teores de antocianinas especificas em maiores quantidades
nas BC quando comparados as GC. Embora os dois tipos de extrato tenham
apresentado efeitos inibitérios significativos sobre a a-amilase salivar humana,
somente o das BC inibiram a a-glicosidase de levedura e com maior intensidade
do que a droga comercial acarbose.

(BARIK et al., 2020)

Pelargonidina-3-O-
rutinosideo (Pg3R)

O Pg3R foi isolado de morangos, revelou-se um potente inibidor da a-
glicosidase que demonstrou possuir potencial em melhorar a hiperglicemia pos-
prandial. A analise de docking molecular permitiu obter uma visao aprofundada
da relacéo estrutura-atividade no que se refere a inibicdo da a-glicosidase pelas

antocianinas naturais em geral.

(XU et al., 2019)

Cianidina-3-glicosideo,
cianidina-3-rutinosideo e
peonidina-3-glicosideo

As antocianinas estudadas mostraram inibicdo competitiva da a-amilase
pancreatica suina in vitro, com diferentes poténcias, mas a maior delas foi
observada para a cianidina-3-glicosideo. Em todos os casos a inibi¢do ocorreu
em concentracdes na faixa milimolar. Por meio do estudo in silico (docking
molecular) verificou-se que as quatro antocianinas ocupavam o sitio ativo da a-
amilase pancreatica suina formando ligacées de hidrogénio.

(SUI; ZHANG;
ZHOU, 2016)

Extratos de mirtilo
(Vaccinium uliginosum
L.), mirtilo (Vaccinium

myrtillus L.), amora

(Morus alba L.) e oxicoco
(cranberry; Vaccinium

Todos os extratos apresentaram inibicao da a-glicosidase, sendo a maior
atividade observada para o de amora, seguida pelo do mirtilo (Vaccinium
myrtillus L.), mirtilo (Vaccinium uliginosum L.) e oxicoco, respectivamente. No
ensaio enzimatico da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), o maior efeito
inibitorio foi observado para o extrato de mirtilo (Vaccinium uliginosum L.),
seguido pelo de mirtilo (Vaccinium myrtillus L.), amora e oxicoco,

(XIAO et al., 2017)
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oxycoccos L.)

respectivamente. O docking molecular revelou que as agliconas de cianidina
apresentaram dois locais de ligacado na PTP1B, apresentando assim a maior
atividade de inibicdo desta enzima.

Extrato de casca de feijao
preto

O extrato de antocianinas da casca do feijao preto foi capaz de inibir mais
efetivamente a a-glicosidase, seguido por a-amilase e dipeptidil peptidase-IV,
respectivamente, além de diminuir as espécies reativas de oxigénio e, diminuir a
captacéo de glicose, apresentando importante potencial biolégico que pode
contribuir para modular marcadores de diabetes.

(MOJICA et al.,
2017)

Extratos de mirtilo,
groselha preta e
madressilva azul

As antocianidinas extraidas do mirtilo, da groselha preta e da madressilva azul
mostraram-se inibidoras do tipo misto da a-glucosidase. Por apresentarem mais
grupos hidroxila no anel B, as antocianidinas obtidas a partir de groselha preta e

madressilva azul apresentaram maior potencial inibidor.

Por meio do ensaio de extincdo de fluorescéncia, verificou-se que a inibicdo da
a-glicosidase pela antocianidina consiste em um processo estatico. O docking
molecular revelou que todas as antocianidinas podem ligar ao sitio ativo da a-
glicosidase e impedem o acesso ao p-nitrofenil-alfa -D-glucopiranosideo
(substrato).

(ZHANG et al.,
2019)

Cianidina 3-glicosideo,
delfinidina 3-glicosideo,
malvidina 3-glicosideo,
peonidina 3-glicosideo e
petunidina 3-glicosideo e
as correspondentes
agliconas

Foi feito um estudo comparativo da atividade inibidora dos compostos
relacionados ao lado mais a acarbose sobre a a-glicosidase de levedura. O ICso
da acarbose foi igual a 4,03 x 10~ M. Varios dos compostos relacionados,
principalmente as agliconas, apresentaram ICso inferiores a 10~* M, mais
potentes que a acarbose, portanto. Os glicosideos tenderam a apresentar
valores de ICsp maiores, mais préximos ao da acarbose. O inibidor mais potente
foi a aglicona delfinidina (ICso de 1,25 x 10-°>M); o menos potente foi o
peonidina 3-glicosideo (ICso de 4,54 x 1074 M)

(ZHANG et al.,
2019)
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Extratos de variedades de
cereja azeda hungara e
correspondentes
cianidinas purificadas
(cianidina-3-glicosideo,
cianidina-3-rutinosideo,
malvidina-3-glicosideo e
malvidina-3,5-
diglicosideo)

Estudos cinéticos revelaram que os extratos de cereja azeda e as antocianinas
selecionadas inibiram competitivamente a hidrélise catalisada pela alfa-amilase
salivar humana. As variedades de cereja azeda hangara, especialmente
“Ciganymeggy” e “WVN1”, podem ser consideradas como fontes potenciais de
antocianinas para aplicacées em escala industrial.

(HOMOKI et al.,
2016)

Extratos de cultivares de
batata roxa e vermelha

Os extratos de tubérculos de polpa roxa apresentaram maiores conteldos totais
de antocianinas quando comparado aos obtidos em batata vermelha e
mostraram inibir mais eficazmente a a-amilase, a a-glicosidase e a aldose
redutase. Os estudos cinéticos mostraram que as antocianinas sao inibidores
nao competitivos da a-amilase e da a-glicosidase.

(KALITA et al.,
2018)

Extrato de cenoura preta
(Daucus carota
subespécie sativus var.
atrorubens Alef.)

O estudo revelou gque o extrato de cenoura preta purificado inibe as enzimas a-
amilase, a-glicosidase e DPP-1V de modo mais efetivo do que a acarbose e a
vildagliptina. O estudo in silico, usado para identificar a antocianina individual

gue contribuiu amplamente para a inibicdo, mostrou que o cianidina 3-xilosil
galactosideo interagiu fortemente com a enzima, sendo esta considerada a
molécula mais promissora a ser investigada por suas propriedades
antidiabéticas.

(KARKUTE et al.,
2018)
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Tabela 3. Estudos que associam a inibigcao da lipase a extratos ricos em antocianinas ou antocianinas purificadas.

Extratos e/ou
substéncias puras

Principais resultados

Referéncia

Extratos de laranja
sanguinea, roma,
amora preta, amora,
sumagre, casca de
laranja sanguinea,
brotos jovens de
liméo, repolho roxo,
couve-flor violeta,
feijdo preto, arroz
preto e casca de

A atividade inibitoria sobre a lipase pancreatica in vitro dos extratos liofilizados
foi avaliada e uma forte relacéo foi observada entre o conteldo total de antocianinas
e a inibicdo da lipase pancreatica. As maiores inibicdes foram observadas para os
extratos de laranja sanguinea e suco de roma, que apresentaram o maior conteudo
de antocianinas totais. Foi levantada a hipétese de que o alto potencial em inibir a
lipase pancreatica dos extratos contendo antocianinas esté relacionado a uma acao
sinérgica das antocianinas individuais.

(FABRONI et al.,
2016)

arroz preto.
Cianidina e
cianidina-3-glicosideo
derivados de Vigna
unguiculata

O estudo identificou e avaliou os inibidores da lipase pancreatica da
leguminosa Vigna unguiculata revelando que a glicosilacdo das antocianidinas reduz
significativamente a inibicdo da lipase. A inibi¢cdo foi do tipo ndo-competitiva.

(VIJAYARAJ;
NAKAGAWA;
YAMAKI, 2019)

Extratos de arroz
negro (Oryza sativa
L.)

O estudo avaliou sistematicamente a inibicdo da absorcao do colesterol. Foi
verificado que os extratos aquosos de arroz negro (BRE), os extratos etandlicos e
uma fracéo obtida do fracionamento com uma resina macroporosa causaram a
reducdo da absorcdo do colesterol pela inibicdo da lipase pancreatica, diminuindo a
solubilidade do colesterol micelar e suprimindo a captacéo do colesterol nas células
Caco-2. A inibicao foi positivamente associada ao contetdo de antocianinas
(cianidina-3-glicosideo (Cy-3-G) e peonidina-3-glicosideo (Pn-3-G)) dos extratos, que
apresentaram modo inibitorio competitivo. Assim, considerou-se o0 arroz preto como
fonte natural ideal para reduzir a absorc¢éao do colesterol, podendo suas antocianinas
serem aplicadas na prevencao e no tratamento da hipercolesterolemia.

(YAO, S. etal.,
2013)

Cianidina-3-

Os mecanismos hipolipemiantes da C3R por meio da inibicdo da digestao e

(THILAVECH;
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rutinosideo (C3R)

absorcéo lipidica in vitro foram investigados por ensaios fluorométricos enzimaticos e
colorimétricos enziméticos, e demonstrou-se que o comportamento da C3R foi de
inibidor competitivo de tipo misto da lipase pancreatica, inibindo também a esterase
do colesterol pancreatico em cerca de 5-18%, a formacgdo de micelas de colesterol e
a ligacao do acido biliar. Houve também reducéo da micelizacédo do colesterol.
Sugeriu-se, portanto, o C3R como um composto com propriedades anti-
hiperlipidémicas promissoras.

ADISAKWATTANA,
2019)

Fitoquimicos da
arbnia

O objeto deste estudo foi uma possivel acédo preventiva dos fitoquimicos da
ardnia sobre o acumulo de gordura visceral. O estudo avaliou a hiperlipidemia pos-
prandial apés a carga de 6leo de milho em ratos, a atividade da lipase pancreatica in
vitro e a resposta glicémica plasmatica apds a carga de sacarose. Os fitoquimicos
inibiram significativamente os aumentos nos niveis de triglicerideos no plasma nos
testes de tolerancia ao 6leo de milho administrado oralmente. Também inibiram
significativamente os aumentos nos niveis de glicose no sangue nos testes de
tolerancia a sacarose, sugerindo que tais fitoquimicos, ricos em antocianinas,
suprimem o acumulo de gordura visceral e a hiperglicemia, inibindo a atividade da
lipase pancreética e/ou a absorcao intestinal de lipidios.

(TAKAHASHI et al.,
2015)

Extratos de Cornus
mas (Cm) e Cornus
alba (Ca)

Foram investigadas e comparadas as atividades inibitorias in vitro sobre a
lipase pancreatica (PL) e sobre a a-amilase dos extratos aquoso e etandlico de frutas
frescas liofilizadas e frutas secas adquiridas comercialmente de C. mas, bem como
de frutas frescas de C. alba. Por meio da identificacdo de constituintes guiada por
bioensaio, o estudo revelou que os flavondides e derivados do acido fendélico da Ca
provavelmente inibem a atividade da PL em maior extensdo do que 0s componentes
da Cm. Considerando a atividade do Cm, foi estabelecido que as antocianinas,
podem ser responsaveis pela inibicdo das enzimas pancreéticas. No entanto, a
composicado complexa dos extratos pareceu ser mais eficaz devido ao potencial de
atividade sinérgica ou aditiva de seus constituintes. Os resultados mostraram
também que os extratos de frutas secas disponiveis no mercado foram menos ativos
do que os de frutas frescas colhidas e liofilizadas, provavelmente devido a menor
guantidade de antocianinas, indicando que o consumo de frutas frescas traz

(SWIERCZEWSKA
et al., 2018)
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beneficios a salude. Todos os extratos testados foram inibidores da atividade da PL
mais fortes do que os inibidores da atividade da a-amilase.

Ché& Sunrouge (SR),
SR segunda safra
(SR2), SR terceira

safra (SR3) e
Yabukita (YK)

No estudo in vitro, SRs ricos em antocianinas produziram forte inibicdo da
lipase, em comparacéo ao YK. No entanto, embora SR2 contivesse altos niveis de
antocianinas, ndo mostrou o maior efeito inibitério contra a lipase. As catequinas do

tipo galato, como galato de epigalocatequina, podem representar um dos

componentes inibidores da lipase do SR.
O estudo in vivo mostrou que o puré de SR2 pode inibir a atividade da lipase e
suprimir a absorcao de gordura do intestino delgado, ja que o aumento na

concentracdo plasmatica de triacilglicerol apds a administracdo oral de 6leo a
camundongos foi significativamente suprimido. Nos grupos YK e controle a
concentracdo plasmatica de TG néo diferiu significativamente.

(SHIRAI, 2017)

Extrato da casca de
jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba) e
cianidina-3-O-
glicosideo

A cianidina-3-O-glicsideo é um importante constituinte do extrato da casca da
jabuticaba. No estudo os efeitos do extrato sobre a absor¢éo de triglicerideos e
amido em camundongos foram comparados com os da cianidina-3-O-glicosideo. O
extrato inibiu a absorcéo de triglicerideos e amido in vivo, mas foi aproximadamente
100 vezes mais potente no primeiro caso do que neste ultimo, com 50% de inibicao
com uma dose de 3,5 mg/kg. Ja a cianidina-3-O-glicosideo nao inibiu a absorcao de
amido com doses de até 20 mg/kg, mas produziu 72% de inibicdo da absorcéo de
triglicerideos na dose de 2 mg/kg. Tanto o extrato como a cianidina-3-O-glicosideo
inibiram a lipase pancreética, mas o efeito in vivo ndo pode ser explicado somente
em termos desta a¢do. Muito provavelmente hi também uma inibi¢cdo direta de pelo
menos uma das etapas que levam a absorcdo dos acidos graxos livres, ja que
ambos, extrato e cianidina-3-O-glicosideo, inibiram a co-absor¢éo de acido oleico

livre e glicerol. A concluséo é que o extrato de casca de jabuticaba como também a

cianidina-3-O-glicosideo apresentam perspectivas amplamente favoraveis ao seu
uso como adjuvantes medicamentosos.

(CASTILHO et al.,
2021)
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2.2.2. Antocianinas como inibidoras de lipases

Diversos estudos ja empregaram compostos purificados e extratos
naturais para avaliar o efeito inibitério das antocianinas sobre a lipase
(SEYEDAN et al., 2015; VIJAYARAJ; NAKAGAWA,; YAMAKI, 2019). Na Tabela
3, estudos que evidenciam o poder inibitorio das antocianinas sobre as lipases
séo descritos. Nado ha muitos estudos in vivo, o que seria altamente desejavel.
Neste aspecto cabe destacar o estudo de Yao et al. (2013) sobre os efeitos dos
extratos de arroz negro sobre a absorcéo de colesterol, o de Takahashi et al.
(2015) sobre a inibicdo do acumulo de gordura visceral pelos fitoquimicos da
arbnia e o recente estudo de Castilho et al. (2021) acerca dos efeitos do extrato
da casca de jabuticaba sobre a absorcao de triglicerideos. Este ultimo estudo
merece também destaque pelo fato de ter sido feita uma comparacdo dos
efeitos in vivo do extrato da casca com os efeitos de um dos seus constituintes

cianidinicos, mais precisamente, a cianidina-3-O-glicosideo.

2.2.3. Métodos classicos para avaliacdo da atividade inibidora das
antocianinas sobre amilases e lipases

A caracterizacdo de inibidores € fundamental para qualquer pesquisa
que busque a descoberta de novos medicamentos ou adjuvantes em
tratamentos que visem a melhoria da qualidade de vida de individuos afetados
pela obesidade ou diabetes tipo 2. Devido ao grande numero de parametros
que precisam ser avaliados, € importante determinar quais sdo 0S mais
importantes e manter estes sob foco constante (CESCO et al.,, 2017). Uma
abordagem multidisciplinar é necessaria quando se utilizam plantas como fonte
farmacoldgica, pois um bom resultado dependera diretamente de uma série de
ensaios in vitro e in vivo cuidadosamente selecionados. A escolha dos métodos
deve ser ajustada prezando sempre uma boa reprodutibilidade (ATANASQV et

al., 2015).

2.2.3.1. Métodos in vitro

Os métodos de avaliagdo da inibicdo enzimatica in vitro s&o
relativamente simples. Na maioria das vezes, em ensaios enzimaticos, sao
utilizados substratos de preferéncia naturais ou analogos sintéticos em

concentracédo fisiolégica e o pH do experimento é alterado de acordo com o
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adequado para cada tipo de enzima. Eventualmente podem ser utilizados
substratos sintéticos, sobretudo quando isto facilita as medidas. A inibicdo é
avaliada com base na determinacao da velocidade da reacéo inicial catalisada
pela enzima na auséncia e presenca de um possivel inibidor. A inibicdo das
enzimas pode ser quantificada in vitro por uma variedade de ensaios de
atividade que frequentemente consistem em medidas espectrofotométricas.
Métodos espectrofotométricos no caso das amilases sdo, por exemplo, a
formacdo do complexo iodo-amido, os varios métodos de acucares redutores e
o método do p-nitrofenil-a-D-maltosideo. Alternativamente, pode-se usar no
ensaio das amilases derivados fluorogénicos como o p-nitrophenyl-
maltopentoaosidio. A hidrdlise deste composto resulta num aumento da
fluorescéncia que é proporcional a atividade hidrolitica da enzima.

Para as lipases frequentemente sdo utilizados substratos lipidicos
insolaveis em agua como o butirato de p-nitrofenil (PNPB) e o 2,3-dimercapto-
1-propanol tributirato (BALB) (RAHIM, TAKAHASHI, YAMAKI, 2015; BARRETT,
FARHADI, SMITH, 2018; SUN, WARREN, GIDLEY, 2019; KANBARKAR,
MISHRA, KHANAL, 2020). Outros substratos cromogénicos alternativos para
as lipases sdo os ésteres de p-nitrofenol com &cidos organicos. Sua
determinacdo também pode ser feita na presenca de polissorbato e um sal de
calcio, fornecendo o precipitado de célcio e um acido graxo que dispersa a luz
(POHANKA, 2019).

O grau de inibicdo é geralmente caracterizado pelo valor de “ICso” do
sistema experimental, que representa a concentracdo de inibidor necessaria
para reduzir a atividade de uma enzima especifica em 50%. No entanto, este
valor é funcao da concentracdo do substrato. No caso das inibicdes competitiva
e mista, aumentos na concentracdo do substrato levam a aumentos no valor de
ICs0. O contrario ocorre com a inibicao incompetitiva, um tipo de inibicdo que é
bastante raro, no entanto. Assim, uma boa pratica € a de sempre especificar a
concentragcéo do substrato quando o valor de ICso for determinado (BARRETT;
FARHADI; SMITH, 2018; SUN; WARREN; GIDLEY, 2019).

ApoOs a identificagdo da inibicdo da enzima por algum inibidor isolado ou
extrato, torna-se necessario avaliar que tipo de inibicdo foi causada. Tanto as
amilases quanto as lipases sdo enzimas que obedecem a cinética de

Michaelis-Menten,
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_ Vinax[S]
- Ky +[S]

(1)
onde v é a velocidade de reacado, [S] a concentracdo do substrato, Km a
constante de Michaelis-Menten e Vmax a velocidade maxima (funcdo da
concentracdo da enzima). Deve-se mencionar, no entanto, que as lipases
podem apresentar o fendbmeno da inibicdo por substrato (CASTILHO et al.,
2021).

Medir a curva de saturacdo do substrato na presenca de diferentes
concentracdes do inibidor possibilitar4 avaliar se o inibidor causa uma inibicdo
competitiva, ndo-competitiva, mista ou mesmo incompetitiva (ARSALAN;
YOUNUS, 2018; SUN; WARREN; GIDLEY, 2019). Estas situacfes, inibicao
competitiva, mista e incompetitiva caracterizam-se, respectivamente, pelas
equacdes a seguir, que resultam de uma modificacdo da equacao de Michaelis-

Menten:
Vmax[S]

V; = (2
KM(l + [I]j +[S]
K

I

V. = Vmax[S] (3)

| KM(I + [I]j + [S](l + [I]]
K K

I 12

— L @

Ky + [S](l + E]j

12

Os simbolos Kii e Kiz designam as constantes de dissociacdo dos
complexos El e ESI, respectivamente. Para a inibicdo ndo-competitiva pura
vale a equacéao (3) com Ki1 = Kj2. A determinacéo da velocidade maxima (Vmax),
da constante de Michaelis-Menten (Kwm) e das constantes de inibicdo usando o
grafico de Lineweaver-Burk, assim como outros métodos gréficos, tem varias

limitagGes. Principalmente quando concentracdes de substrato bem menores
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do que o Kwm séo utilizadas, a determinagéo das inclinacdes das retas no plote
duplamente reciproco (inverso da velocidade de reacdo contra o inverso da
concentracéo do substrato, i.e., 1/v versus 1/[S]) torna-se incerta o0 que, por sua
vez, torna dificil a distingdo entre inibicAo competitiva, incompetitiva e mista
(CORNISH-BOWDEN, 1974; SUN et al., 2019).

Deste modo, outros métodos podem ser utilizados para auxiliar na
analise do tipo de inibicéo, tais como o grafico de Dixon, que consiste em plotar
o inverso da velocidade de reacéo (1/v) contra a concentracdo do inibidor ([l]).
A representacdo de 1/v versus [l] devera resultar numa reta caso ndo haja a
formacéo de complexos enzima-inibidor multiplos. Se a curva for parabdlica ou
hiperbdlica o mecanismo de inibicdo certamente sera bastante complexo e uma
analise numérica mais elaborada se fard necessaria. A melhor solucdo para
estes problemas serd utilizar programas especificos para ajustes nao-lineares
de minimos quadrados (CASTILHO et al., 2021). Programas deste tipo
permitem distinguir entre varios mecanismos possiveis através de indicadores

de precisédo estatistica.

2.2.3.2. Métodos in vivo

Os compostos isolados ou extratos que resultaram promissores nas
analises in vitro necessitam ser testados in vivo, ou seja, é necessario verificar
se os efeitos inibitérios sao fisiologicamente relevantes. Vale ressaltar que os
testes in vivo devem sempre ser conduzidos dentro de principios éticos
relacionados ao uso de animais (ATANASOV et al., 2015).

Um método experimental que pode mostrar esses resultados € realizado
através da quantificacdo da glicemia apés a alimentacédo do animal com amido,
no caso das analises que visam a inibicdo das amilases. Para as andlises que
avaliam a inibicdo da lipase, realiza-se a quantificacdo de triglicerideos
presentes no sangue apds a administracdo por gavagem de azeite de oliva na
auséncia ou presenca de diferentes concentragfes dos potenciais inibidores
(KATO-SCHWARTZ et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2015).
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2.2.4. Métodos para avaliacdo das interacdes moleculares dos inibidores
com as enzimas

Os ensaios in vitro e in vivo sdo muito importantes para avaliar a
capacidade inibitéria de antocianinas puras ou extratos ricos em antocianinas,
mas apresentam algumas limitacdes, associadas as respostas e as perguntas
de como ocorrem as ligacbes e interacbes do inibidor com a enzima e suas
possiveis interacdes. Abaixo, sdo descritas algumas das técnicas utilizadas

para avaliar tais interacfes moleculares.

2.2.4.1. Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica altamente sensivel
para visualizar propriedades estruturais terciarias de proteinas que resultam do
processo de dobramento/desdobramento de proteinas. Esta técnica tem sido
utilizada para verificar se ocorre interacdo entre os compostos fendlicos e as
proteinas em nivel molecular e para explicar o0 modo como estas interacdes
acontecem. Os residuos aromaticos das proteinas, triptofano (Trp), tirosina
(Tyr) e fenilalanina (Phe) sé@o os responsaveis pela fluorescéncia das proteinas.
A intensidade da fluorescéncia esta diretamente relacionada a quantidade de
proteina em solucdo (SUN; WARREN; GIDLEY, 2019; WU et al., 2019).
Mudancas nas condicbes do solvente em que uma proteina se encontra e a
interacdo com ligantes, por outro lado, alteram as caracteristicas espectrais de
sua fluorescéncia. Isto se traduz tanto em mudancas no comprimento de onda
das emissbes bem como em alteragcbes na intensidade destas mesmas

emissoes.

2.2.4.2. Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

A DSC pode ser usada para caracterizar propriedades térmicas e
monitorar transicdes de fases. Na pratica, ela mede a mudanca do calor
associada a desnaturacdo térmica das moléculas quando aquecida a uma
velocidade constante. Como resultado, a desnaturacdo térmica e a variagdo da
entalpia podem ser obtidas ap0s a proteina ser totalmente desnaturada na
DSC (GUO et al., 2018; SUN et al., 2019; WANG et al., 2018).

O processo de desnaturacdo da proteina é geralmente dividido em dois

7

estagios. O primeiro é reversivel, havendo perda parcial da atividade da



37

proteina, decorrente da ruptura das interacbes nado-covalentes
intermoleculares, pelo processo de desdobramento das proteinas. Ja o
segundo estagio, € irreversivel, levando a desnaturagdo da molécula
inicialmente desdobrada e a interacdo da enzima com o inibidor durante a
andlise de DSC (SUN; GIDLEY; WARREN, 2017).

O efeito da temperatura na inativacado pode ser entendido por meio do
termograma, que apresenta normalmente um pico endotérmico que representa
a temperatura de fusao, e esta, por sua vez, indica que a enzima foi de fato
inativada, sendo considerada um indicador de termoestabilidade. Via de regra,
quanto maior o valor da temperatura de fusdo, mais estavel é a proteina (HAN
et al., 2020).

2.2.4.3. Dicroismo circular (DC)

A espectroscopia de DC é uma técnica bem estabelecida para estudar a
estrutura tridimensional das macromoléculas, uma vez que a formacédo de
complexos compostos fendlicos-proteina afeta estruturalmente as proteinas,
alterando a estrutura secundaria de um ou dos dois ligantes apoés a interacéo,
modificando seu espectro (GUO et al., 2018; YAO et al., 2018).

A técnica consiste em monitorar alteracbes moleculares através da
absorcdo de luz em diferentes comprimentos de onda (ZENG et al., 2016).
Cada estrutura na proteina tem comprimentos de onda especificos para sua
detecgdo, por exemplo, a a-hélice tem, tipicamente, uma banda positiva em
193 nm e bandas negativas em 222 e 208 nm, ja as folhas pregueadas B tem
bandas negativas em 218 nm e bandas positivas em 195 nm.

Portanto, o uso do dicroismo circular (DC) em conjunto com outras
técnicas como, espectroscopia de fluorescéncia e o DSC é de grande valia,
pois podem corroborar para analise de resultados, uma vez que ambos 0s
métodos possuem a mesma finalidade de avaliacdo das alteracdes estruturais
da proteina (espiral aleatéria ou desordenada), pos ligagdo com polifendis. A
composicdo da estrutura secundaria das proteinas também pode ser
determinada usando espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR) (CZUBINSKI; DWIECKI, 2017).
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2.2.4.4. Calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC)

Por meio da termodindmica também é possivel analisar as interacdes
entre proteinas e outras moléculas. A ITC é a unica técnica com capacidade de
medir a afinidade de ligacdo e os componentes de entalpia, entropia da energia
de Gibbs. Ambos sdo medidos com base na determinacéo do calor liberado ou
absorvido durante a interacdo. Tais dados fornecem informacdes sobre todos
0S mecanismos de interagdo nos meios biolégicos que afetam as propriedades
da superficie do sistema (VELAZQUEZ-CAMPOQY, LEAVITT, FREIRE, 2015;
LIU et al., 2018; PROZELLER, MORSBACH, LANDFESTER, 2019).

Normalmente, os dados sdo obtidos por meio de um gréfico de calor
contra o nimero de injecdo num dado tempo (pcal-s 1) e exibem uma série de
picos para cada injecdo. Esses dados devem ser normalizados pico a pico a
fim de obter um grafico da variagdo de entalpia por mol (AH, KJ-mol') em
relacdo a razdo molar polifenol/enzima (KARONEN et al., 2015; SUN, GIDLEY,
WARREN, 2017).

Entende-se que a técnica em guestdo € mais uma alternativa para
avaliar as interagbes enzima-inibidor, neste caso, se tem uma alternativa de
andlise rapida das constantes de Michaelis e ICso para os pares enzima-
substrato ou enzima-inibidor, que pode ser utilizada em combinacdo com as
demais técnicas citadas anteriormente com o intuito de corroborar o0s

resultados.

2.2.4.5. Docking molecular

Os métodos computacionais sao tecnologias que auxiliam na selecéo de
extratos naturais com atividade biolégica. Através do docking molecular é
possivel realizar simulagdes em nivel molecular, ou seja, encenar a ligacao
entre os ligantes de proteinas e as estruturas moleculares (ATANASOV et al.,
2015; KAZMI et al., 2019; SUN, WANG, MIAO, 2020). Com os dados obtidos é
possivel selecionar os compostos naturais com potencial inibitorio. Isto porque
a modelagem computacional permite prever a estrutura conformacional do
complexo inibidor-enzima, calcular a priori a energia de ligacdo do inibidor, e
prever as possiveis intera¢cdes envolvidas, inclusive com identificagdo dos
residuos de aminoacidos (ZHANG, ARYEE, SIMPSON, 2020). Esse tipo de

abordagem in silico tem sido amplamente utilizado na industria farmacéutica
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para selecionar farmacos que tenham afinidade para com o sitio ativo. Além
disso, essa tecnologia também é utilizada para caracterizar o modo de
interacdo ligante-proteina, podendo prever os residuos de aminoacidos

envolvidos nas ligacdes com os polifendis (SUN, WANG, MIAO, 2020).

3. Limitagbes dos estudos

As antocianinas possivelmente desempenham um papel significativo
como inibidores de enzimas. Muitas destas inibicdes, se adequadamente
controladas, poderdo eventualmente beneficiar a sautde humana. Apesar do
potencial das antocianinas como auxiliares nos tratamentos da obesidade e do
diabetes, o uso de extratos apresenta certas limitacfes devido as incertezas
geradas pelo grande numero de seus constituintes moleculares. Fazem-se,
portanto, necessarios estudos que utilizem antocianinas purificadas. Estas nem
sempre estao disponiveis e quando estdo sdo muitas vezes bastante caras,
dificuldades que se espera que sejam superadas em breve como fruto do futuro

desenvolvimento tecnoldgico.

4. Concluséo e perspectivas

O consumo de alimentos ricos em antocianinas, como mirtilo, amoras,
framboesas, morangos, uvas vermelhas, entre outros, bem como o uso de
extratos com altos teores de antocianinas, podem ser recomendados como
coadjuvantes dos tratamentos convencionais.

A atividade inibitéria das antocianinas sobre as enzimas amilase,
glicosidase e lipase é determinada principalmente por sua estrutura molecular.
Considera-se em geral que a determinacao dos valores de ICso (concentracéo
que produz 50% de inibicdo) e a caracterizagdo da cinética de inibicdo séo
abordagens preliminares indispensaveis. Estas abordagens preliminares
devem ser seguidas de experimentos in vivo para certificar se o efeito de fato
tem ou nao relevancia fisiolégica. Como aprimoramento posterior do
conhecimento acerca dos mecanismos da inibigcdo a nivel molecular podem ser
feitas analises tais como, espectroscopia de fluorescéncia e calorimetria de
titulacdo isotérmica. Simulacbes computacionais (docking molecular) podem
ser uUteis em qualquer fase das investigagbes para corroborar os dados

cinéticos e sugerir possiveis abordagens experimentais para elucidar,
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sobretudo, a participacdo de determinados grupos nas interacfes inibidor-
proteina.

Em perspectiva pode-se dizer que estudos in vivo e sobretudo estudos
clinicos sédo altamente necessarios para confirmar e dar relevancia aos
inimeros dados ja obtidos nas condi¢des in vitro. Também s8o necessarios
esforcos que permitam uma atribuicdo mais segura dos efeitos observados a
espécies moleculares bem definidas, ja que de um modo geral os experimentos
tém sido conduzidos com extratos que contém grande diversidade de

compostos.
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