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RESUMO

Extratos das folhas da Guabirobeira (Campomanesia xantocarpa) foram obtidos por meio das
extragOes assistida por enzimas (celulases), denominada WE, e por ultrassom, denominada
WU, caracterizando ao perfil fitoquimico e efeitos inibitdrios contra bactérias patogénicas
vinculadas a industria de alimentos e contra enzimas vinculadas ao Diabetes Mellitus tipo 2.
O perfil fitoquimico foi obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia e os efeitos
inibitorios por testes in vitro e in silico. Os testes in vitro, para determinacdo do efeito
inibitorio contra bactérias patogénicas, foram realizados com uso do método de difusdo em
disco e o método da concentracdo minima inibitéria (MIC), contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Os testes in vitro, para determinacdo do efeito inibitorio dos extratos contra
enzimas vinculadas ao Diabetes, foram realizados através da inibicdo da a-amilase ¢ a-
glucosidase. Realizou-se o estudo in silico por acoplamento molecular dos compostos do
perfil fitoquimico, denominados ligantes, e proteinas-alvo. As proteinas-alvo utilizadas para o
estudo de inibicdo de bactérias foram a diidrofolato redutase, a DNA girase B e a heptaprenil
difosfato sintase, alvos importantes nos estudos com novos antibidticos. Para a inibicdo de
enzimas vinculadas ao Diabetes, as mesmas enzimas do estudo in vitro, foram utilizadas no
estudo in silico. O perfil fitoquimico demonstrou que 0s compostos presentes em maior
quantidade foram o acido benzdico, acido protocateuco, acido galico e isogquercetina, contudo,
varios outros compostos importantes foram quantificados. Nos testes de difusdo em disco, 0s
extratos WE e WU foram classificados como parcialmente ativos, com base no tamanho dos
halos de inibigdo, contra Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella Enteretidis.
Nos testes de MIC, WE e WU foram classificados na faixa significativa para L.
monocytogenes e E. coli e na faixa moderada para Salmonella Enteretidis. Sem inibicdo para
S. aureus. No estudo in silico, os destaques por apresentarem 0s menores valores de energia
de ligacdo com as proteinas-alvo, foram a isoquercetrina, a quercetina, o kaempferol, a
catequina, a isorhamnetina, o acido clorogénico, a epicatequina e a rutina, e estes, foram
encontrados nos extratos em concentracdes que variam de 1 a 50 mg Kg*. Para a
determinacdo in vitro da inibicdo da a-amilase ¢ da a-glucosidase, obteve-se inibi¢des
méaximas para a-amilase de 98,13% para WE, e 43,12% para WU. Para a a-glucosidase, ndo
houve diferenca nas inibigdes promovidas pelos extratos WE e WU, com valor médio de
25,41% para WE e 45,50% para WU. Os extratos foram mais eficientes na inibicdo da a-
amilase. No estudo in silico, 0os compostos que se destacaram foram a isorhamnetina, o

kaempferol, a rutina, a quercetina, a catequina e a isoquercetrina, com concentracées nos



extratos que variam de 1 a 50 mg Kg™. Para os dois estudos de inibicdo, o acoplamento
molecular demonstrou potencial de ligacdo entre os compostos dos extratos e as proteinas-
alvo. Para algumas proteinas-alvo, a ligacdo ocorreu em diferentes posicdes da molécula,
demonstrando que a inibicdo pode ocorrer por ligagcdo no sitio catalitico principal da enzima,
ou regido secundaria. Os resultados demonstram o potencial bioativo e farmacoldgico das
folhas desta fruta nativa brasileira, a guabiroba.

Palavras-chaves: extratos de ervas, bactérias patogénicas, a-amilase, o-glucosidase,
acoplamento molecular.
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ABSTRACT

Extracts from the leaves of Guabirobeira (Campomanesia xantocarpa) were obtained through
extractions assisted by enzymes (cellulases) - WE, and by ultrasound - WU, featuring the
phytochemical profile and inhibitory effects against pathogenic bacteria linked to the food
industry and against enzymes linked to type 2 Diabetes Mellitus. The phytochemical profile
was obtained by high performance liquid chromatography and the inhibitory effects by in
vitro and in silico tests. To determine the inhibitory effect against pathogenic bacteria were
performed using the disk diffusion method and the minimum inhibitory concentration (MIC)
method against Gram-positive and Gram-negative bacteria, for the in vitro testes. Also, to
determine the inhibitory effect of extracts against enzymes linked to Diabetes, in vitro tests
were performed through inhibition of a-amylase and a-glucosidase. In silico study was done
by molecular coupling of compounds of the phytochemical profile, called ligands, and target
proteins. The target proteins used for the study of bacterial inhibition were dihydrofolate
reductase, DNA gyrase B and heptaprenyl diphosphate synthase, which are important
compounds in studies with new antibiotics. For the inhibition of enzymes linked to Diabetes,
the same enzymes from the in vitro study were used in the in silico study. The phytochemical
profile showed that the compounds present in greater quantity were benzoic acid, protocateuic
acid, gallic acid and isoquercetin, however, several other important compounds were
quantified. In disk diffusion tests, the WE and WU extracts were classified as partially active,
based on the size of the inhibition halos, against Listeria monocytogenes, Escherichia coli and
Salmonella Enteretidis. In the MIC tests, WE and WU were classified in the significant range
for L. monocytogenes and E. coli and, in the moderate range for Salmonella Enteretidis. No
inhibition for S. aureus. in the in silico study was noticed. Main compounds for presenting the
lowest binding energy values with the target proteins were isoquercetrin, quercetin,
kaempferol, catechin, isorhamnetin, chlorogenic acid, epicatechin and rutin, which were
found in extracts in concentrations ranging from 1 to 50 mg Kg-1. For the in vitro
determination of a-amylase and a-glucosidase inhibition, maximum inhibitions for a-amylase
of 98.13% for WE and 43.12% for WU were obtained. For a-glucosidase, there was no
difference in the inhibitions promoted by WE and WU extracts, with an average value of
25.41% for WE and 45.50% for WU. The extracts were more efficient in inhibiting o-
amylase. In the in silico study, the compounds that stood out were isorhamnetin, kaempferol,

rutin, quercetin, catechin and isoquercetrin, with concentrations in the extracts ranging from 1
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to 50 mg Kg-1. For both inhibition studies, molecular coupling demonstrated binding
potential between extract compounds and target proteins. For some target proteins, binding
occurred at different positions on the molecule, which means that inhibition can occur by
binding to the enzyme's main catalytic site, or secondary region. The results demonstrate the

bioactive and pharmacological potential of the leaves of this native Brazilian fruit: guabiroba.

Keywords: herbal extracts, pathogenic bacteria, a-amylase, a-glucosidase, molecular
docking.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € considerado um dos paises com maior biodiversidade biolégica do mundo.
E conhecido pelas suas florestas tropicais, que si0 ecossistemas que abrigam inimeras
variedades da fauna e flora, atingindo cerca de dois tercos do total de espécies existentes no
planeta (ALMEIDA, 2016). Existem diferentes tipos de solo e climas que resultam em uma
grande diversidade de espécies de frutas distribuidas nos seis biomas (Floresta Amazonica,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa) que representam importancia
econbmica com potencial para contribuir com os setores alimenticio, farmacéutico e
agroindustrial (NERI-NUMA et al., 2018).

Mesmo com Otimas caracteristicas geograficas e de clima, favoraveis para a producao
de frutas, a maioria da vegetacdo nativa ndo é explorada. A caracterizacdo fisico-quimica e a
quantificacdo de compostos de frutos, folhas e sementes da flora da Mata Atlantica, presente
em Santa Catarina, sdo importantes para entender seu valor nutricional, a fim de melhorar a
qualidade e agregar valor a produtos que possam ser desenvolvidos. (SCHIASSI et al., 2017)

O estudo do uso de medicamentos e suplementos de ervas provenientes da natureza
aumentou, cerca de 80%, nas Ultimas trés décadas, visando diminuir o uso de sintéticos
quimicos, que além de prejudicar a salde, possuem alto custo, sendo muitas vezes
inacessiveis para a maioria da populacdo. Assim, a fitoterapia é usada com a expectativa de
promover uma vida mais saudavel e para diminuir os riscos de doencas cronicas, como
hipertensdo, diabetes, cancer, hipercolesterolemia, anemia e agregacdo das plaquetas
(BAILAO et al., 2015).

Estudos revelam que, aproximadamente, 25% dos farmacos industrializados nos dias
de hoje provem de forma direta ou indiretamente de produtos naturais, que representam a
principal fonte de agentes terapéuticos utilizados para doencas infecciosas e cancer. A
maiorias das plantas, além de oferecer os nutrientes necessarios ao organismo humano,
apresentam compostos quimicos que exercem uma alta atividade bioldgica, sendo conhecidos
como composto bioativos (R. S. OLIVEIRA et al., 2018). Esses produtos derivados dos
alimentos naturais sdo indicados para inibir a a-amilase e a-glucosidade, enzimas vinculadas
ao Diabetes melittus tipo 2, apresentando ainda outros efeitos adicionais, como o anti-
hipertensivo, o antioxidante, o antimicrobiano e o antiproliferativo (RAMADHAN et al.,
2017).

Os compostos biativos sdo amplamente encontrados no reino vegetal, como nos
legumes, grdos de cereais, frutas e folhas, e também nos seus subprodutos, onde o seu

consumo é indicado como prevencdo de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas,
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diabetes tipo I, certos tipos de cancer, contra o envelhecimento celular. Todas essas
prevencdes ocorrem devido a seus Vvarios mecanismos de acgdo como antioxidante,
antimicrobiano, auxiliam na pressdo sanguinea e atuando no metabolismo de combate aos
lipideos (VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014; BABBAR et al., 2012; HITZ et al.,
2018).

A extracdo é o estagio inicial e um dos passos mais importantes em estudos que
envolvem a obtencdo de compostos bioativos a partir de plantas, pois desempenha um papel
significativo e crucial no rendimento do processo de extracdo e na obtencdo de compostos de
qualidade. Ao longo dos anos, diversas técnicas foram criadas e melhoradas para facilitar a
recuperacdo de compostos bioativos de matrizes alimentares. Dentre eles, métodos ndo
convencionais, como a extracdo assistida por enzimas e por ultrassom tém ganhado destaque,
uma vez que sdo considerados como extracao limpa, e livre de solventes organicos (AZMIR
etal., 2013).

A extracdo assistida por enzimas apresenta mais vantagens em relacdo aos métodos de
extracdo convencionais, por possuir apelo ecoldgico, ja que nesta técnica ndo sao utilizados
solventes organicos, apresenta maior rendimento e menor gasto de tempo na extracdo, o
produto apresenta maior qualidade devido a auséncia de residuos de solventes e baixo
consumo de energia. Para a eficiéncia do processo, é necessario compreender pardmetros
bioquimicos relacionados as enzimas, como modo de acdo, propriedade catalitica, condi¢cdes
Otimas de atuacdo e quais enzimas ou combinacdo delas sdo mais adequadas para a obtencao
dos compostos de interesse (PURI et al., 2012).

O ultrassom, processo que utiliza a energia de ondas sonoras geradas em frequéncia
superior a capacidade auditiva do ser humano, exerce um efeito mecanico, permitindo uma
maior penetracdo do solvente na matriz, aumentando a area de superficie de contato entre a
fase solida e liquida. Estas ondas aumentam a permeabilidade das paredes celulares e
produzem a cavitacdo (PANDEY et al., 2013), processo que ocasiona 0 rompimento das
células vegetais e facilita a difusdo do solvente para o interior da matriz. Neste processo, ha
liberacdo de calor, aumento da solubilidade dos analitos e da eficiéncia da extracdo. Alguns
fatores como o solvente utilizado, a temperatura, o tempo de extragdo, proporcao entre liquido
e solido e o tipo da matéria prima, podem influenciar significativamente no resultado (DE
LIMA FRANZEN et al., 2018).

Uma planta nativa da famila Myrtacea que vem apresentando potencial para o
fornecimento de compostos bioativos é a guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa). Esta

planta é conhecida por suas propriedades anti-inflamatoria, antioxidante, anti-ulcerogénica e
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propriedade de reducdo dos niveis de colesterol e obesidade, porém, por apresentar um fruto
perecivel, seu uso é preferencialmente para o consumo in natura e suas folhas usadas na
medicina natural como relaxante muscular (KLAFKE et al., 2010). Estas propriedades séo
determinadas através de estudos in vitro e in vivo.

Aliado aos estudos in vitro, temos a abordagem in silico, onde traz as perspectivas de
modelagem e acoplamento molecular, que por sua vez sdo procedimentos computacionais
utilizados para a compreensdo das interacfes moleculares entre ligante e os residuos de
aminoacidos do sitio ativo das principais enzimas (PEREIRA et al., 2020). A quantidade de
energia necessaria para que uma molécula se ligue a um determinado alvo molecular reflete
na atividade bioldgica desta molécula, pois quanto mais facil for a interacdo entre 0 composto
e o alvo, ou seja, quanto mais estavel for o complexo formado, menor sera a energia
necessaria para que esta interacdo ocorra (GUIDO et al., 2012). Desta forma, aliar as
abordagens in vitro e in silico faz com que se tenha um melhor entendimento dos processos
que envolvem as atividades biol6gicas dos compostos presentes em extratos de plantas.

Esta dissertacdo é composta por dois capitulos, sendo: Capitulo 1 — a Revisao
Bibliografica, que busca fazer um apanhado geral do estado da arte que envolve a pesquisa €;

Capitulo 2 — Artigo cientifico gerado a partir dos estudos in vitro e in silico.
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2. OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 Objetivo geral

Determinar o perfil fitoquimico de extratos das folhas de Guabirobeira

(Campomanesia xanthocarpa Berg.) obtidos por meio das extracdes assistida por enzimas e

por ultrassom e determinar seu efeito inibitorio contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas e contra enzimas vinculadas a digestdo de amido e associadas ao Diabetes Mellitus

tipo 2, utilizando abordagens in vitro e in silico.

2.2 Objetivos especificos

Determinar o perfil fitoquimico de extratos das folhas de Guabirobeira
(Campomanesia xanthocarpa Berg.) obtidos por meio das extragOes assistida por
enzimas e por ultrassom;

Determinar, in vitro, o efeito inibitério dos extratos contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas;

Determinar, in vitro, o efeito inibitorio dos extratos contra a o-amilase € a a-
glucosidase;

Determinar, in silico, a energia livre de ligacdo entre os compostos fitoquimicos
negativas;

Determinar, in silico, a energia livre de ligacdo entre os compostos fitoquimicos
identificados e a a-amilase e a a-glucosidase;

Demonstrar os possiveis locais de ligacao entre os compostos fitoquimicos (ligantes) e

as enzimas (proteinas-alvo).
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CAPITULO |

3. GUABIROBA, SUBSTANCIAS FENOLICAS E COMPOSTOS BIOATIVOS
3.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.1 Guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa)

A familia Myrtaceae é considerada, taxonomicamente, uma das mais complexas das
angiospermas. E considerada uma das familias de maior representatividade nas diferentes
formacdes florestais do Brasil, correspondendo a 1,32% do total de angiospermas conhecidas,
0 que é bastante representativo (HASTON et al., 2009). Possui distribuicdo tropical e
subtropical. Devido a essa complexidade, bem como a dificuldade da sua taxonomia. Existem
cerca de 4.000 espécies, organizadas em 130 géneros e 5.800, distribuidas em 140 géneros.
No Brasil, sdo encontrados 23 géneros com 4.791 espécies; destas, 791 sdo endémicas com
distribuicdo por todo o territorio brasileiro e maior representatividade nos biomas Mata
Atlantica, Cerrado e Amazonia (SOBRAL et al. 2015).

A guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) que pertencente a familia Myrtaceae, €
uma arvore frutifera e nativa do Brasil encontrada na regido sul, sudeste e centro oeste, mas
também é encontrada no Paraguai, Uruguai e nordeste da Argentina. Seu consumo é de
grande maioria in natura, ou na preparacdo de doces, geleias, sorvetes, sucos e licores.
caseiros (NAPOLI et al., 2011; LUCKMANN et al., 2015).

O nome Campomanesia foi uma homenagem in memoriam ao naturalista espanhol
Pedro Rodrigues de Campomanes e a palavra xanthocarpa vem do grego, que significa fruto
(carpos) amarelo (xanthos). O nome comum guabirobeira deriva do indigena “wa’birob" e
significa fruto amargo. E originaria da América do Sul, e no Brasil, a espécie ocorre de Minas
Gerais até o Rio Grande do Sul, em quase todas as formaces florestais (SARMENTO et al.,
2012). No Brasil, espécies de Campomanesia sdo conhecidas por varios sinbnimos, variando
em cada regido, sdo chamadas de gabiroba, guabiroba, guabiroba-do-campo, guariroba e
guavira (ARANTES et al., 2011).

No Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) existem 11 espécies
de Guabirobeira registradas (Tabelal) (MAPA, 2009).

Tabela 1: Espécies de Guabirobeira registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Espécies de Gabiroba
Nome Comum Nome cientifico No Data do
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registro registro
Gabiroba-adamantium Campomanesia adamantium O.Berg 23633 25/06/2008
Campomanesia eugenioides (Cambess)
Gabiroba do amazonas D Legrand 23634 25/06/2008
Campomanesia eugenioides (Cambess)
Gabiroba capoteira O.Berg 23635 25/06/2008
Gabiroba laurifolia Campomanesia laurifolia Gardner 23636 25/06/2008

Gabiroba da folha fina  Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav 23637 25/06/2008
Campomanesia neriflora (O.Berg)

Gabiroba branca Nied 23638 25/06/2008
Campomanesia phaea (O.Berg)

Gabiroba cambuci Landrum 23639 25/06/2008
Campomanesia pubescens (DC)

Gabiroba pilosa ou peluda O.Berg 23640 25/06/2008

Gabiroba da grada Campomanesia reitziane D.Legrand 23641 25/06/2008

Campomanesia sclechtendahiliana
Gabiroba do campo (O.Berg) Nied 23642 25/06/2008
Gabiroba de arvore Campomanesia xanthocarpa O. Berg 23643 25/06/2008

Fonte: MAPA, 2009.

3.1.1.1 Morfologia, fenologia e ecologia da planta

A Campomanesia xanthocarpa apresenta duas variedades distintas, sendo a C.
littoralis, com altura variando entre 0,2 e 1,5 m, com arbustivo e a C. xanthocarpa Berg
medindo até 20 metros de altura, de copa densa e arredondada, com ramificacdes irregulares,
tronco com casca de coloracgdo parda acinzentada. Os ramos jovens sdo glabros e as folhas séo
verdes e opostas, simples, membranéceas, ovalado-oblongas, medindo de 4 a 10 cm de
comprimento por 3 a 4,5 cm de largura, verde acinzentadas na natureza e castanho-arroxeadas
em material herborizado (VALLILO et al., 2008). As flores sdo esbranquicadas, consideradas
meliferas, com sépala(s) ovada(s), botdo-floral aberto(s) com cinco lobos(s); e cinco
pétalas(s), com bractéola(s) ou profilo triangular (es) caducas(s) no botdo-floral, seus frutos
tém cor verde quando imaturos e amarelos quando maduros (LORENZI et al., 2009). Suas
arvores sdo consideradas como espécie arborea, helidfita, sendo recomendadas para plantio
em pomares domésticos, pracas, parques e na recuperacdo de areas degradadas (LUKMANN
etal., 2015).
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O fruto é do tipo baga, composto por 7% de calice, 16% de sementes, 17% de casca e
60% de polpa, que envolve a semente (M. SANTOS et al, 2012), de coloracdo que varia do
verde ao amarelo, dependendo do seu estadio de maturacdo (KLAFKE et al., 2016). De modo
geral, os frutos da guabirobeira possuem uma vida Gtil reduzida, devido ao seu alto teor de
umidade (75,9%) e um rdpido metabolismo, onde pode ser aproveitado até 7 dias depois de
colhido e armazenado sobre refrigeragédo (M. SANTOS et al., 2012).

Essa planta floresce nos meses de setembro a novembro e seus frutos amadurecem no
periodo de novembro a dezembro. E uma planta pouco exigente com 0s nutrientes presentes
no solo, ou seja, conseguem nascer e se desenvolver em solos pobres, em clima tropicais de

baixo indice pluviométrico, com bastante incidéncia de sol (VALLILO et al., 2006).

3.1.1.2 Composicao nutricional

O fruto guabirobeira possui valor nutricional com grande potencial, com étima fonte
de minerais como, magnésio, fosforo, potassio, ferro, cobre, célcio e zinco, presenca de
vitaminas B2 e C, e baixo valor cal6rico, por apresentar poucas concentracoes de lipideos (0,7
a 1,9%), porém, possuem altas concentra¢cdes de carboidratos (7,8 a 10,2%), agua (81,4%) e
de fibra alimentar (4,1 a 9,8%), e uma pequena quantidade de proteina (1,0 a 1,1%) (NAPOLI
etal., 2011; NASCIMENTO et al., 2019; ARCARI et al., 2017). Devido a altos indices desses
nutrientes e por apresentar compostos fendlicos, é considerado um alimento funcional
(ARCARI et al., 2017).

Alguns estudos foram realizados abordando diferentes tecnologias para o0 uso da
guabiroba na industria de alimentos. Ao testar a guabiroba para fazer geleias, ficou
demonstrado que o alimento processado ainda apresenta altos niveis de vitamina C,
compostos fenolicos, carotendides, bem como um bom contetido de B-caroteno. Além disso, a
fruta contém diferentes tipos de pectinas que permitem a elaboracdo de diversos produtos,
destacando a planta como um recurso nativo com potencial para a tecnologia e a economia
(ARCARI et al., 2017).

Por outro lado, a busca por substancias naturais, biologicamente ativas e de baixo
custo, tem elevado o nimero de pesquisas com as partes ndo aproveitadas da planta, como
cascas, sementes e folhas que sdo considerados fontes potenciais de nutrientes. E possivel
afirmar, com dados obtidos de pesquisas que a concentracdo de nutrientes nas partes ndo
industrializadas da planta € maior do que na polpa da fruta, parte de maior interesse

industrialmente. Os compostos presentes nas frutas e em seus residuos, principalmente
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aqueles com acdo antioxidante, e dentre eles estdo os compostos fendlicos (ALVES et al.,
2013).

3.1.2 Compostos Bioativos

Durante o desenvolvimento das plantas, sdo produzidos metabolitos primarios e
secundarios. Os metabdlitos primarios, como carboidratos, proteinas, lipidios e acidos
nucleicos, sdo responsaveis pela estrutura de crescimento, desenvolvimento e reprodugdo. Os
metabolitos secundarios nédo estéo envolvidos diretamente no desenvolvimento da planta, mas
sim, na sua manutengdo e na sua protecdo contra herbivoros, microrganismos, radia¢do UV,
além de auxiliar na atracdo de polinizadores e/ou animais dispersores de sementes (N.
MARTINS et al., 2016; M. SILVA et al., 2010). Na Figura 1 é encontrada a relacéo entre o

metabolismo primario e secundario, bem como suas producdes.

Figura 1- Relag&o entre o metabolismo primario e secundario de plantas.

Plantas
Fotossintese
Metabolismo Primirio Metabolismo Secundirio
Proteinas Lipideos Carboidratos Clorofila Alcaldides Terpenos e Compostos

esterdides Fendlicos

Fonte Martins et al., 2016; S. Silva et al., 2010; Adaptado.:

Os compostos encontrados no metabolismo secundario sdo conhecidos por
apresentarem estruturas complexas, com baixa massa molecular e atividades bioldgicas
marcantes. S&o0 encontrados em baixas concentragdes e variam em cada planta, pela
interferéncia do clima, solo e regido, diferentemente dos compostos primarios que sao

encontrados em grandes quantidades nas plantas. Sendo assim sdo compostos biologicamente
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capazes de interferir nas moléculas presentes no organismo humano, com grande potencial de
atividade farmacoldgica para a melhoria da saide (MARTINS et al., 2016). Informacdes
provenientes da Organizacdo Mundial da Saude sugerem que, cerca de 80% da populacdo
mundial, utiliza medicamentos naturais que sdo encontrados nas plantas nativas de cada
regido (ARULSELVAN et al., 2016).

3.1.2.1. Compostos Fendlicos

S&o substancias que apresentam grupos benzénicos que possuem, no minimo, um de
seus hidrogénios substituidos por grupamentos hidroxila. Em plantas, ja foram identificados
mais de 8.000 compostos fendlicos. Na natureza, sdo encontrados em quantidades
significativas e abrangem desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacdo. A finalidade destes compostos estd associada com inibi¢cdo ou ativacdo de uma
vasta diversidade de sistemas enzimaticos, como quelantes de metais ou podendo sequestrar
radicais livres (DAI et al., 2010). Na Figura 2 pode-se observar a classificacdo dos compostos

fendlicos.

Figura 2- Classificagdo dos Compostos Fendlicos.

Compostos
Fenolicos

Fendis Simples

Taninos

Flavonéides

Cumarinas

Acido Fenolicos

’—l Flavonas ,—|
Acido Gilico Catequina Chalconas . _
. sa Flavonois Acido Acido
Polimeros RearamOnas
Isoflavonas

Antocianinas

Fonte: Schafranski, 2019;

Essas substancias, devido aos seus varios usos que proporcionam efeitos bioldgicos,
tais como antioxidante, anti-inflamatério, hipolipidémico e anticancerigeno, tém contribuido
significativamente para estudos referentes a saude humana, portanto, se faz importante ter o

conhecimento da composicdo dos alimentos consumidos pelo ser humano bem como quais
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compostos fendlicos se tem mais acesso e quais podem ser introduzidos através de extratos de
plantas (TRABELSI et al., 2013).

Os flavonoides, acidos fenolicos e taninos s@o 0s compostos de maior concentracao
nas plantas, sendo antioxidantes naturais, capazes de inibir a acdo de radicais livres, que sao
responsaveis por causar danos as células de DNA através do estresse oxidativo, implicando na
destruicdo de células saudaveis (NASCIMENTO et al., 2019). Os flavondides correspondem a
classe fenolica mais importante e variada entre os produtos de origem vegetal. Estdo
relacionados com uma grande variedade de atividades bioldgicas, destacando-se a acdo
antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, antialérgica, antiviral, dentre outras. A acdo
antioxidante dos flavonoides se da pela sua capacidade de sequestrar radicais livres e quelar
ions metalicos. Os flavondides doam atomos de hidrogénio, protegendo assim os tecidos das
reacOes provocadas por radicais livres e da peroxidacdo lipidica (SAVI et al., 2017).
Geralmente, flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles presentes nas
flores, nos galhos, raizes e frutos, no geral, sdo compostos relativamente estaveis, pois
resistem a oxidacéo, altas temperaturas e moderadas variacdes de acidez (SILVA et al., 2018).
Os acidos fenolicos sdo encontrados mais facilmente em frutas e vegetais, ou em formas
conjugadas como em gréos e sementes, onde representam a maior parte dos compostos
fendlicos. Séo clivados por hidrolise &cida ou alcalina e, também por acdo de enzimas.
Amplamente distribuidos no reino vegetal (apesar de alguns também serem produzidos por
fungos) e imensamente importantes nas interacGes entre plantas e microrganismos, agindo

como moléculas de sinalizacdo e de defesa (ARNOSO et al. 2018).

3.1.3 Propriedades bioldgicas das substancias bioativas

3.1.3.1 Atividade antidiabética

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica, classificada em DM tipo 1, quando o
pancreas ndo secreta mais o suficiente de insulina, e DM tipo 2, quando o0 organismo ndo usa
de forma correta toda a insulina produzida, causando uma desordem nas quantidades geradas
(CASTRO et al., 2021)

O Diabetes é responsavel por atingir cerca de 422 milhdes de pessoas no mundo todo,
sem intervencOes, havera 629 milhdes de pessoas diabéticas até 2045, essa doenca €
caracterizada como uma pandemia mundial (CASTRO et al.,, 2021). Nos paises
desenvolvidos, o Diabetes geralmente se manifesta em pessoas idosas e nos paises em

desenvolvimento, os mais atingidos sdo os adultos entre 35 e 64 anos de idade. A principal
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causa de desenvolvimento desta doenga é a falta de habitos saudaveis na alimentacéo, com a
maior ingestdo de produtos industrializados, ricos em carboidratos e gorduras. (ROSA et al.,
2016)

O DM tipo 2 é o mais comum entre a populacdo e 0 mais grave. Assim, muitos
estudos sdo focados em desenvolver e ou encontrar opgdes naturais para o tratamento. A
diversidade de plantas que podem apresentar uma solucédo fitoterapica para o tratamento do
DM tipo 2 no Brasil vem aumentando, com destaque para os flavonoides como a rutina,
quercetina e quercetina-3-O-xilosido (SHAKTHI et al., 2014).

Nesse contexto, alvos moleculares como enzimas e receptores tem sido estudados para
a busca de medicamentos baseados no mecanismo de inibicdo enzimatica que ocasiona
alteracdes benéficas no metabolismo e o uso no tratamento de doencas (PEREIRA et al.,
2010). Como enzimas alvo dos estudos, por serem as principais envolvidas na digestdo de
amido e associadas ao Diabetes mellitus tipo 2, temos a a-amilase e a a-glucosidase.

A o-amilase (1,4-o-Dglucanohidrolase, EC 3.2.1.1, enzima dextrinizante) pode atacar
as cadeias dos componentes do amido em qualquer ponto no interior da cadeia linear. Isto
equivale dizer que a a-amilase € uma endoenzima que hidrolisa ligagdes O-glicosidicas a(1-
4), produzindo oligossacarideos que contém ligagdes a(1-6), além de glicose e maltose
(SANTOS et al., 2010; MORAES et al., 2009).

A a-glicosidase (a-D-glicosideo glicohidrolase EC 3.2.1.20), é uma exoamilase que
catalisa, preferencialmente, a hidrolise das ligagdes glicosidicas a-1,4 de sacarideos curtos, e
libera unidades de a-D-glicose. Algumas dessas enzimas também hidrolisam as ligagdes - 1,1,
-1,2, -1,3 e -1,6 presentes em outros oligossacarideos ndo derivados do amido (OTA et al.,
2009; VAN DER MAAREL et al., 2002).

Sendo assim, por serem responsaveis pelo processamento de carboidratos provenientes
da dieta, as enzimas o-amilase ¢ a- glicosidase, atuam na quebra do amido e na absorcdo de
monossacarideos pelos enterdcitos. Dessa forma, inibidores dessas enzimas, presentes em
plantas, oferecem uma estratégia promissora para o controle da hiperglicemia associada ao
Diabetes tipo 2, obesidade e hipertensdo através da reducdo da quebra do amido e da absor¢édo
da glicose no intestino (PERREIRA et al., 2010).

Em estudos com os frutos e sementes provenientes do Aragd, planta da familia
Myrtacea, foram encontrados valores significativos de compostos fendlicos, onde foi
observada uma menor capacidade de inibicdo da a-glicosidase dos extratos das sementes,
quando comparados com 0s extratos da polpa para a mesma concentragcdo testada. Este

resultado evidencia que a polpa possui compostos com maior atividade inibitdria desta enzima
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que a semente (PEREIRA et al., 2016). Resultado semelhante foi demonstrado por Adefegha
et al. (2015), que avaliaram a inibicdo da a-glicosidase pelas diferentes partes do fruto de
graviola, obtendo maior inibicdo pelo pericarpo, seguido da polpa e semente. Esta diferenca
pode estar associada ao contetdo e a natureza dos compostos presentes nas diferentes partes
dos frutos. Por fim, em uma avaliagdo das a¢bes dos compostos fendlicos presentes em vinhos
e folhas de cha, foi encontrado uma maior inibicdo das enzimas a-amilase e a-glucosidases
pelos extratos provenientes das folhas do cha preto. Essa inibicdo tem sido relacionada com a
presenca de compostos fenolicos nos chés, devido a caracteristica estrutural comum a todos
eles que é a presenca de um anel aromético hidroxilado, que interage com as proteinas
causando complexacdo (PEREIRA et al., 2010).

3.1.3.2 Atividade Antimicrobiana

As infec¢des bacterianas e flngicas, em um ambito geral, sdo consideradas um grande
problema de satde publica em todo 0 mundo e afetam milhdes de pessoas (PADOVEZE et
al., 2014). Para tratamento destas, € necessario lancar méo de terapias antimicrobianas, onde
os farmacos tém a funcdo de eliminar os microrganismos causadores e a0 mesmo tempo
preservar a saude do individuo acometido, porém, com uso muitas vezes de altas doses desses
antibioticos, os microrganismos desenvolvem resisténcia (GUIMARAES et al., 2010).

Algumas doencas microbianas sdo infecces normalmente causadas por bactérias
patogénicas, que por suscetibilidade, atacam seus hospedeiros causando variadas doencas. As
bactérias patogénicas podem somente colonizar e/ou podem causar doengas oportunistas se
estiverem fora de seu habitat ou por desequilibrios metabolicos, como por exemplo,
colonizacdo exacerbada e baixa da imunidade (NOGUEIRA et al., 2010).

Alguns estudos mostram que as plantas da familia Myrtaceae tém em sua composi¢ao
uma alta concentracdo de terpenos que sdo muitos usados em tratamentos ou para o auxilio no
combate a disturbios gastrintestinais, doencas infecciosas e hemorragicas, tendo como partes
comumente utilizadas as cascas, folhas e frutos (DE QUEIROZ et al., 2015; KESZEI et al.,
2010). Essas plantas agem tanto contra bactérias Gram-positivas, caracterizadas quando existe
uma camada espessa de peptidioglicano e Gram-negativas, que possuem uma camada de
peptidioglicano que é delgada, mas apresenta uma porcdo externa de lipopolissacarideo e
lipoproteinas (ALAVIJEH et al., 2012). Dentre as bactérias que possuem maior interesse para
a industria de alimentos, estdo as: Staphyloccocus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
a Salmonela, sendo que a acdo antimicrobiana dos acidos fenolicos se da pela facilidade em

atravessar a membrana plasmatica desses microrganismos, e quando em citoplasma
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bacteriano, se dissociam, diminuindo o pH interno, o que leva a inativagdo de muitas vias
metabdlicas (MIYAKE et al., 2015).

O S. aureus, possui formato de coco e pertence ao grupo das Gram-positivas, com
tamanho que varia de 0,5 a 1,5 pum de didmetro. Sdo imdveis, pois nao possuem flagelos e sdo
ndo esporulados. Vérias caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e quimicas contribuem para
a viruléncia do S. aureus. Possuem varios mecanismos de viruléncia e estratégias para escapar
do sistema imunologico humano, incluindo uma série de proteinas de superficie, enzimas
segregadas e toxinas que danificam a membrana por acéo citolitica. Tais mecanismos podem
causar desde simples afeccbes como espinhas, furinculos e impetigo até infecgbes mais
graves como meningite, pericardite, bacteremia, intoxicacdo alimentar e sindrome do choque
toxico (LIMA et al., 2015).

A L. monocytogenes, tem como formato um coco-bacilo, é uma Gram-positiva, ndo
possui esporos e é anaerobia-facultativa, catalase positiva, psicrotrofica, mével a temperatura
de 25°C e tolerante a NaCl. Esse micro-organismo é responsavel pela causa de muitos surtos
alimentares, onde os principais alimentos envolvidos no caso de listeriose sdo carnes, frangos,
vegetais, superficie de processamento de alimentos, plantas de processamento de laticinios em
leite cru e pasteurizado e queijos (H. SILVA et al., 2016).

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae, cuja espécie mais
conhecida é a E. coli, devido a sua importancia para a satde publica e a sua recorréncia em
doencas entéricas envolvendo alimentos. E uma bactéria Gram-negativa, anaerdbica
facultativa, presente no trato intestinal de animais de sangue quente e de seres humanos. E
comensal, ou seja, habita o intestino sem causar doengas, porém, cerca de 10% dessa espécie
podem causar infec¢des intestinais (DRUMOND et al., 2018).

A Salmonella spp. pertencente a familia “Enterobacteriaceae”, sdo bactérias Gram-
negativas, anaerobicas facultativas, que se apresentam na forma em bastonetes. Nao
fermentam lactose e sua movimentacdo se da pela presenca de flagelos peritriquios
(DOMINGOS et al., 2015). Sao consideradas a principal causa de doenca transmitida por
alimentos no mundo, por meio do consumo de alimentos de origem animal contaminados,
principalmente a carne, aves, ovos e leite (FORTES et al., 2012).

Sendo assim, a familia Myrtacea representa um grupo de plantas que apresenta em sua
composigdo compostos bioativos com atividade antimicrobiana e analisando-se diferentes
estudos realizados nota-se que tanto extratos vegetais quanto Gleos essenciais deste género
apresentam acdo antimicrobiana com diferentes graus de atividade (moderada, forte ou

inativa) contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas dependendo da espécie vegetal
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avaliada, sendo que alguns possuem tal atividade exclusivamente contra Gram-negativas ou
Gram-positivas (SIMONETT] et al., 2016).

Estudos provenientes dos extratos de alecrim, comprovaram a a¢do antimicrobiana dos
compostos fenolicos presentes contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonela spp. e Listeria monocitogenes (SILVA et
al., 2008).

3.1.4 Substéncias bioativas e propriedades bioldgicas da Guabirobeira

Alguns compostos como 0s terpenos, os compostos fenolicos e os alcaldides, sdo
encontrados em diversas partes da planta (flor, folha, caule, semente, raiz), podendo possuir
aplicabilidade nos tratamentos de endemias populares na forma de chas, pos, extratos, 6leos
fixos e 6leos essenciais. Estes compostos estdo se tornando uma opgao de suporte alternativo
para o tratamento de doencas. Assim mostra-se a importancia de conhecer 0s compostos
quimicos presentes nas partes das plantas, como caule, folhas, frutos e raizes (TENORIO,
2018; SANT'ANNA et al., 2017).

Os frutos da guabirobeira sdo geralmente consumidos in natura ou como geleia e
doces, suas folhas e raizes utilizadas popularmente, em infusbes, para prevencéo e tratamento
de diversas enfermidades, como diabetes, dislipidemias, efeitos antiplaquetarios, efeitos
antiulcerogénicos, para reducdo peso corporal (FERREIRA et al., 2013; PALOZZA et al.,
2012) e como relaxante muscular (VALLILO et al., 2006).

Outros estudos reforcam a presenca de compostos bioativos, com atividades
antidiarreica, depurativa, antirreumatica, indicada para reducdo do nivel de colesterol no
sangue, evitando o surgimento de tromboses, ganhando destaque também como anti-
inflamatoria e antisséptica das vias urinarias. Tais estudos com as folhas indicaram atividade
antioxidante, principalmente presentes na composic¢do do 6leo essencial das folhas, onde os
componentes com valores significativos foram: geraniol (18,1%), espatulenol (6,5%) e
globulol (4,7%). Além disso, as folhas das Campomanesia apresentam potencial antidiabético
(LUCKMANN et al, 2015; SANT’ANA et al., 2017). Possuem também atividade
antiproliferativa contra as células do cancer de préstata, diminuindo a expressdo de NFkB1 e
inducdo de apoptose (CAMPOS et al., 2017). Contém a presenga de flavonoides e taninos,
reforgando os efeitos antioxidantes da folha (NAPOLI et al., 2014).

Os extratos das folhas também foram avaliados com relagdo a agdo antimicrobiana,

provando apresentar acdo contra S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
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Typhimurium (ARCARI et al., 2020; CAMPOS et al., 2017). O seu extrato lipofilico ganhou
destaque, pois, sdo conhecidos por suas propriedades medicinais como anti-inflamatério,
antioxidante, antiulcerogénicos e propriedade de reducdo dos niveis de colesterol e obesidade
(KLAFKE et al., 2016).

No entanto, maiores investigacdes sdo necessarias sobre os efeitos da Campomanesia
em diferentes doengas, bem como suas concentraces e identificacdo dos compostos bioativos

presentes na planta, responsaveis por tais efeitos (ESPINDOLA et al., 2016).

3.1.5 Extracdes de substancias bioativas

A escolha do melhor método de extracdo que deve ser aplicado para extrair compostos
bioativos deve levar em consideracdo varios fatores, analisando vantagens e desvantagens de
cada processo, deve ser o mais simples possivel, a fim de evitar procedimentos
desnecesséarios, gastos elevados e devem ser possiveis de se realizar em grande escala. As
especificidades da amostra também devem ser levadas em consideracdo, tais como a natureza
do vegetal, os tamanhos das particulas, o tempo de contato entre o solvente e o material
vegetal, a temperatura ideal, entre outros (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2015; VONGSAK et
al., 2013).

Os processos de extracOes até entdo mais comuns sdo o0s chamados de extracdo
convencional, onde envolvem o uso de solventes na extracdo dos compostos, porém,
pesquisas com solventes “verdes” vém sendo desenvolvidas visando a substituicdo do hexano,
por exemplo, por alternativas menos prejudiciais ao ambiente. Entretanto, nos ultimos anos,
alguns trabalhos revelaram que mesmo 0s solventes considerados inofensivos, como sdo o
caso do etanol, apresentavam niveis de toxicidade, sendo justificados estudos com novas

tecnologias de extracdo (CARVALHO et al., 2018) em meio aquoso.

3.1.5.1 Extracdo nao convencional

Os métodos que se destacam na extracdo de compostos bioativos ndo convencionais
sdo: utilizagcdo de solventes ndo convencionais, extracdo por pressdo negativa, extracao
supercritica com CO,, extragdo liquida pressurizada, extracdo com agua subcritica, extracao
assistida por ultrassom, extracdo enzimatica e extracdo por membranas filtrantes
(CARVALHO et al., 2018).

Os métodos aplicados nesse estudo foram a extracdo por ultrassom e a extracdo
assistida por enzimas. A extracdo por ultrassom utiliza a energia das ondas ultrassénicas
(mecénicas) que sao transmitidas em frequéncia superior ao limite audivel do limite humano,

numa frequéncia acima de 20khz. Estas ondas sonoras criam uma Unica vibracéo, que causa
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variacdo na pressdo do meio liquido, gerando cavitagdo. A ciéncia do ultrassom se divide em
duas éreas: alta e baixa poténcia. A extracdo assistida por ultrassom, possibilita a extragéo,
por colapsar as paredes celulares e facilitar a penetracdo do solvente, resultando em
concentragdes mais altas de polifenois e melhor atividade antioxidante, quando comparada
com a métodos convencionais (PORTO et al., 2013). O rendimento da extracéo assistida por
ultrassom pode variar de acordo com tempo, intensidade das ondas ultrassonicas e
temperatura. O ultrassom € uma alternativa para ser utilizado em extracfes com matérias-
primas de baixo custo, por aumentar o rendimento da extracdo em até 60%, em condigdes
com menos solvente e tempo (GOULA et al., 2013).

A extracdo assistida por enzimas, tem como premissa a hidrdlise do material vegetal,
considerando a especificidade da enzima pelo substrato, neste caso, a matriz vegetal. Ha
pouca probabilidade de ocorrer reacdes indesejadas que resultem na formacdo de produtos
toxicos, alem da extracéo ser conduzida em condig¢des mais brandas (SARMADI et al., 2010).
A producdo de materiais solGveis que constituem o produto da hidrélise depende de diversos
fatores, tais como, reagentes quimicos, tipo de enzima, substrato, pH, temperatura, tempo de
incubacdo e concentracdo da enzima (MARTINS et al., 2009). A enzima utilizada precisa
estar no pH 6timo para ndo prejudicar o processo de hidrdlise, para assim obter um produto de
qualidade e com rendimento satisfatorio (BENITEZ et al., 2008).

As celulases, sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais
celulésicos, promovendo sua hidrélise. Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente
especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de aglUcares. Esse complexo é composto
por: endoglucanases que clivam as ligacdes internas das fibras celulares, as exoglucanases,
que atuam na regido externa da celulose e a B-glicosidades que sdo responsaveis pela hidrolise
de oligossacarideos soltveis em glicose, por ser um complexo de enzima, cada enzima atua na

parte de maior afinidade da planta, realizando as clivagens (GAETE et al., 2020).

3.2 Acoplamento molecular e estudos in silico

O acoplamento molecular, docking molecular ou simplesmente docking, € 0 processo
de encontrar 0 melhor ajuste para o encaixe entre duas moléculas. Inicialmente esta busca era
realizada visualizando as moléculas em programas graficos, onde se tentava manualmente
obter o melhor ajuste para as duas formarem um complexo (VEJA-TEJIDO et al., 2006). Nos
processos atuais, ha varios programas e plataformas que permitem realizar essa busca de
forma mais automatizada. Normalmente uma molécula é chamada de receptor (proteinas,

enzimas, DNA, etc.) e a outra molécula é chamada de ligante (em geral, uma pequena
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molécula). O docking € um método de simulacdo computacional no qual se pretende avaliar a
formacdo de complexos receptor-ligante. Os calculos de docking tém sido utilizados tendo
como objetivos fazer screening virtual e/ou se entender mecanismos de reacdo (CUNHA et
al., 2006; CARACELLI et al., 2017). O processo de docking pode ser dividido em quatro
etapas. A primeira delas é o planejamento do experimento in silico, ou seja, a escolha dos
receptores e ligantes a serem empregados no estudo. A segunda etapa é a selecdo do sitio de
ligacdo e raio da esfera de trabalho, que serdo essenciais para determinar a regido especifica
em que a melhor colocacdo do ligante devera ser buscada. A terceira etapa envolve a
realizacdo do experimento computacional com objetivo de formar complexos entre ligante e
proteina. Para a validacdo do experimento, ou seja, para a determinacdo dos parametros a
serem utilizados nos célculos, se realiza o procedimento conhecido como redocking, que é a
reproducdo da estrutura do complexo cristalografico ligante-proteina utilizando o docking
molecular. Por fim, na quarta etapa, avaliam-se o0s resultados obtidos no experimento, levando
em conta as poses em tela grafica, os escores resultantes dos calculos, mas fundamentalmente,
0 pesquisador devera fazer uma analise detalhada das interacbes receptor-ligante, utilizando
telas gréaficas, e sua correlacdo com dados experimentais (CARACELLI et al., 2017).

Portanto no docking molecular, possiveis moléculas bioativas sdo testadas para um
determinado alvo molecular a fim de estabelecer qual, ou quais, delas apresentam melhor
acomodacdo ao sitio ativo do alvo. Os resultados obtidos nos ensaios computacionais sdo
dados em termos da energia de ligacdo necessaria para que a provavel molécula bioativa se
ligue ao sitio ativo do alvo molecular selecionado. Dessa forma, a molécula que apresentar
menor quantidade de energia necessaria para se ligar ao sitio ativo, serd aquela que,
teoricamente, apresentard melhor resultado de atividade biol6gica (GUIDO et al., 2012).

CAPITULO I

Artigo: Perfil fitoquimico e efeitos inibitorios de extratos das folhas de Campomanesia
xanthocarpa obtidos por meio das extracdes assistida por enzimas e por ultrassom:

estudos in vitro e in silico.
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1. Introducéo

Campomanesia xanthocarpa Berg. (Myrtaceae), popularmente conhecida como
“guabiroba”, ‘“gabiroba”, “guabirova”, ‘“guavirova”, “gavirova”’, ‘araga-congonha” ou
“gabiraba”, € uma espécie comum de florestas das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil, e encontrada na Argentina, Paraguai e Uruguai. Suas folhas sdo utilizadas
tradicionalmente na forma de infusdo, para uma série de enfermidades, como no manejo do
Diabetes mellitus tipo 2 (KLAFKE et al., 2010; CZAIKOSKI et al., 2015) diarreias,
reumatismo e para baixar os niveis de colesterol no sangue. Populacdes indigenas e rurais
usam folhas e frutos de guabirobeira para tratar problemas do trato urinario, devido a
atividade antimicrobiana (RAPHAELLI et al., 2021). Essa planta tem consideravel potencial
como fonte alternativa de vitamina C e compostos fendlicos (ANZOLLIN et al., 2021).
Estudos quimicos das folhas de C. xanthocarpa relataram o isolamento de quercetina,
miricetina, quercitrina e rutina (MARKMAN et al., 2004).

Até o inicio do século XX, praticamente todos os medicamentos eram derivados de
fontes naturais, na maioria das vezes de plantas, que continuam a servir como fontes de novos
medicamentos e a fornecer compostos para o desenvolvimento de drogas (SETZER et al.,
2016). A atividade antimicrobiana e 0 manejo do Diabetes mellitus tipo 2, ja extensivamente
relatados na literatura para a C. xanthocarpa Berg., ainda carecem de informagdes mais
especificas. Estas informacBes podem ser obtidas por meio da associacdo de abordagens de
estudo, como estudos in vitro e in silico. A predicdo in silico e estudos de acoplamento
molecular, dos principais constituintes quimicos, sdo realizados para apoiar os resultados
experimentais (ALSARAF et al., 2020).

O surgimento de microrganismos patogénicos com maior resisténcia aos antibioticos
ja existentes, motiva estudos para descoberta de novos agentes antimicrobianos. Na
descoberta de agentes antibacterianos complementares, fitoquimicos que mostram atividade
antibacteriana podem ser examinados quanto a inibi¢do potencial de proteinas-alvo (SETZER
et al., 2016). A diidrofolato redutase € a enzima responsavel pela reducdo dependente de
NADPH de 5,6-diidrofolato a 5,6,7,8-tetraidrofolato, um cofator essencial na sintese de
purinas, timidilato, metionina e outros metabélitos importantes. Devido a sua importancia em
maltiplas funcbes celulares, esta enzima é estudada em muitas pesquisas envolvendo
antibacterianos e antimicrobianos (HEASLET et al., 2009). A DNA girase B pertence ao
grupo das topoisomerases do tipo IlA, que clivam e religam o DNA para regular a topologia

do DNA e sdo uma classe importante de alvos de drogas antibacterianas e anticancer (BAX et
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al.,, 2010). A heptaprenil difosfato sintase é a proteina envolvida na formacdo da
menaquinona, um importante transportador de elétrons em muitas bactérias, incluindo
patdgenos, portanto, sua estrutura € de interesse no contexto do desenvolvimento de
inibidores da biossintese de menaquinona como potenciais antibidticos (DESAI et al., 2016).

O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de distarbios metabolicos causados por
complexas interagcOes entre fatores genéticos e de estilo de vida ou ambientais (CHEN et al.,
2019). Em 2019, de acordo com a Federacdo Internacional de Diabetes, cerca de 4,2 milhdes
de mortes foram atribuidas aos altos niveis de glicose no sangue. Portanto, o uso terapéutico
de antioxidantes no tratamento e prevencdo de complicagdes diabéticas tem sido considerado
(MISSIQUI et al., 2021). Uma das estratégias eficazes para o controle do Diabetes tipo 2 € a
inibi¢do da hidrolise de polissacarideos complexos pela a-amilase pancredtica e a limitacdo da
absorgdo de glicose pela inibigdo enzima a-glucosidase intestinal (STOJKOVIC et al., 2019).
Muitos estudos tém procurado inibidores eficazes e seguros de a-amilase ¢ a-glucosidase
(MISSIQUI et al., 2021), a partir de extratos de plantas. Os medicamentos usados atualmente
como inibidores reversiveis de o-amilase e a-glucosidase para o tratamento de pacientes
diabéticos apresentam efeitos colaterais como distensdo abdominal, flatuléncia e diarreia
(STOJKOVIC et al., 2019).

Portanto, o objetivo com a pesquisa foi apresentar o perfil fitoquimico de extratos das
folhas de Guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) obtidos por meio das extragdes
assistida por enzimas e por ultrassom e determinar seu efeito inibitorio contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e contra enzimas vinculadas a digestdo de amido e associadas ao

Diabetes mellitus tipo 2, utilizando abordagens in vitro e in silico.

2. Material e Métodos

2.1 Coleta e preparacéo das folhas

As folhas da guabirobeira (C. xanthocarpa) foram coletadas, no més de agosto de
2019 (inverno no hemisfério Sul), no municipio de Chapec6 (Latitude: -27.0968, Longitude: -
52.6186,27° 5’ 48” Sul, 52° 37’ 7” Oeste), do Estado de Santa Catarina, Brasil) em uma Unica
planta. A planta se encontra em area urbana (Fig. 3a) em solo do tipo vermelho escuro sem
uso de nutricdo, possui altura de, aproximadamente, trés metros e 10 anos de idade, estando
completamente exposta a insolacdo didria (céu aberto). As folhas selecionadas das partes
internas e externas dos galhos, sendo que os galhos usados foram da copa e ao longo do

tronco, passaram por um processo de pré-selecdo manual, sendo descartadas as folhas
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danificadas, com coloracdo diferenciada e com patologias, ficando apenas uma amostra
uniforme. As folhas (Fig. 3b) foram lavadas com &gua destilada e secas em estufa de
circulacdo de ar a 21°C durante 72 h, moidas em liquidificador industrial, peneiradas (abertura
de malha de 20 Mesh) e armazenadas sob refrigeracdo (10°C) e no escuro, para posterior
obtencdo dos extratos aquosos. Uma amostra estd armazenada no Herbéario Lages da
Universidade do Estado de Santa Catarina (LUSC).

Figura 3- Aspecto visual da arvore (a) e folhas (b) da Campomanesia xanthocarpa.

2.2 Obtencdo dos extratos aquosos

A extracdo assistida por enzimas e a extragdo por ultrassom foram utilizadas para a
obtencgéo dos extratos aquosos das folhas de C. xanthocarpa, de acordo com Dacoreggio et al.
(2019), com modificacBes nas quantidades, a partir de testes prévios. Para a obtencdo dos
extratos pela extracdo assistida por enzimas, foi utilizado um complexo de celulases (NS
22086, Novozymes®, 1,000 BHU (2) g™). O meio reacional (pH 5,55), foi composto por 15 g
das folhas moidas e peneiradas, 100 mL de &gua destilada e 5% (m v'') do complexo de
enzimas. O meio foi incubado a 45°C e 100 rpm, por 2 h. Para a obtencdo dos extratos pela
extragdo por ultrassom, o meio, foi composto de 15 g das folhas moidas e peneiradas e 100
mL de agua destilada, sendo levadas?? ao ultrassom de baixa frequéncia (70 W) por 6 h.
Ambas as extracdes foram conduzidas ao abrigo da luz, e, apds os processos de extracéo, 0s
meios foram centrifugados a 4.000 rpm por 6 min. Os sobrenadantes foram chamados de WE
e WU, que correspondem aos extratos obtidos por meio da extragdo assistida por enzimas e

por meio da extragdo com ultrassom, respectivamente. WE e WU foram liofilizados -60 °C e
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0,05 mTorr por 28 h. Os liofilizados oriundos das extracfes foram diluidos em &gua destilada,
de acordo com a concentracdo desejada, para a cada ensaio.

2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para verificar o rompimento da estrutura da folha da Guabirobeira pelo complexo de
enzimas e pelo ultrassom, os solidos derivados das extracBes (obtidos na etapa de
centrifugacdo) foram previamente secos por liofilizacdo a -60 °C e 0,05 mTorr, por 48 h.
Foram obtidas fotomicrografias por microscopia eletronica de varredura (Microscopio Philips,
modelo XL30). O ouro recoberto foi obtido com o sistema de aspersdo BAL-TEC Sputter
Coater, modelo SCD 005, por 120s. O revestimento em ouro foi realizado em um sistema de

revestimento por aspersdo BAL-TEC Sputter Coater, modelo SCD 005, por 120s.

2.4 Analise cromatogréafica dos compostos fenolicos (LC-MS/MS)

As analises quantitativas dos compostos fendlicos foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita por Seraglio et al. (2016). As determinagdes de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em Tandem (LC-ESI-MS/MS) foram realizadas em um
sistema cromatografico Agilent 1290 series (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA)
acoplado a um espectrdmetro de massa de armadilha ibnica quadrupolo hibrido QTRAP 5500
(Sciex, Foster City, CA) equipado com uma fonte de ionizacdo por electrospray (ESI). A
separacao cromatogréafica foi obtida usando uma coluna VENUSIL C18 (100 mm x 2,1 mm;
didmetros de particula de 3 um; Bona Angela Technologies, Wilmington, DE, EUA). A vazéao
adotada foi de 300 uL min™, e um volume de 5 pL foi injetado para todas as solucdes padréo
e de amostra. A fase mdvel foi composta pelo solvente A (agua com 0,1% FA) e solvente B
(ACN com 0,1% FA). O gradiente de fase movel foi programado da seguinte forma: 98% A
(vv™') de 0a4 min, 98-80% A (v v™') de 4 a 7 min, 80-10% A (v v'') de 7 a 14 min, 10% A (v
v') de 14 a 15 min, 10-98% A (v v'') de 15 a 17 min. O tempo total de execucdo foi de 17
min, e o tempo de equilibrio da coluna entre cada execucdo foi de 4 min. A coluna foi
mantida a 40°C.

2.5 Efeitos inibitérios in vitro

2.5.1 Efeito inibitorio contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

Quatro cepas de bactérias, duas Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 2592 e
Listeria monocytogenes Scott A) e duas Gram-negativas (Salmonella Enteretidis ATCC
13076 e Escherichia coli ATCC 25922) foram usadas como indicadores para avaliar o efeito

inibitdrio dos extratos no crescimento dos microrganismos, segundo Ostrosky et al. (2008) e
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B. Oliveira et al. (2016). As culturas patogénicas foram recuperadas em caldo BHI e
incubadas a 36°C, over nigth. As culturas foram padronizadas na concentracdo de 0,5 da
escala de McFarland (equivalente a 10® unidades formadoras de coldnias por mililitro — CFU
mL™) e diluidas em agua peptonada de caseina até a concentracdo de 10° CFU mL™. Foram
utilizadas duas metolodogias: difusdo em disco e concentracdo inibitéria minima (MIC).

Para a difusdo em disco, os microrganismos foram inoculados, por meio de swabs, em
placas contendo Agar Miiller-Hinton. Em seguida, trés discos estéreis de papel de filtro
Whatmann de 6 mm de didmetro foram adicionados a cada placa. Nos discos de papel foram
adicionados 15 pL dos extratos WE ¢ WU, em separado. Para o controle negativo, foi
utilizada agua destilada estéril. As placas foram incubadas durante 24 h a 35 + 1°C. Os
didametros dos halos de inibicdo foram medidos com paquimetro e o resultado expresso em
milimetros (mm). Quanto maior a atividade antimicrobiana, maior efeito inibitorio exerce o
extrato e maior serd o halo de inibicdo contra 0s microrganismos testados.

Os extratos que apresentaram inibi¢do do crescimento, ou seja, halo de inibicdo, foram
submetidos a determinacdo da MIC, em placa estéril de 96 pocos. Diluicdes seriadas dos
extratos foram realizadas em caldo BHI e 100 pL de uma suspensao bacteriana em BHI foram
adicionados a cada pogo. Pocos de controle negativo (contendo o BHI e 200 ul de extrato sem
a suspensdo bacteriana) e pogos de controle positivo (contendo o BHI e a suspenséo
bacteriana) e também foram preparados. As placas foram incubadas durante 18 h a 37°C, sem
agitacdo. Passado o tempo, 10 pL de resazurina a 3% foram adicionados e deixados por mais
2h na incubadora a 37°C. A MIC foi definida como a menor concentracdo do extrato capaz de

inibir o crescimento visivel das bactérias. Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.5.2 Efeito inibitorio contra a-amilase e a-glucosidase (enzimas digestivas)

O ensaio inibidor da o-amilase (tipo IX-A, em po, atividade de 1,000-3,000 U mg™,
Sigma-Aldrich) foi realizado de acordo com o método de Ademiluyi et al. (2013), com
modifica¢fes. Em tubos de ensaio, foram adicionados 125 pL de WE ou WU em diferentes
concentragdes (5, 25, 50, 100, 250 e 500 ug mL™) e em separado, ¢ 125 pL da solugdo de a-
amilase (0,5 mg mL™) preparada em tampéao fosfato de sédio 20 mM (pH 6,9). O contetdo de
cada tubo foi pré-incubado a 25°C por 10 min. Foram adicionados 125 pL de solugdo de
amido de milho a 1% em tampé&o fosfato de sodio 20 mM (pH 6,9) e as misturas reacionais
foram incubadas a 25°C durante 10 min. A reacdo foi interrompida pela adi¢ao de 250 uL do

reagente DNS e, posteriormente, incubada em &gua fervente por 5 min e resfriada a
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temperatura ambiente. O contetdo de cada tubo de ensaio foi diluido em 2,5 mL de agua
destilada e a absorbancia lida a 540 nm em espectrofotometro. O controle foi preparado
usando 0 mesmo procedimento, com a substituicdo do extrato pelo tampao fosfato de sodio. O
ensaio inibidor da a-glucosidase (de Saccharomyces cerevisiae, Tipo I, em po, atividade
>10U mg™ utilizando p-nitrofenil-a-D-glucosideo como substrato, Sigma-Aldrich) foi
realizado de acordo com o método descrito por Apostolidis et al. (2007). Foram misturados 50
uL de WE e WU em diferentes concentragoes (5, 25, 50, 100, 250 ¢ 500 ng mL‘l) e em
separado, com 100 uL de enzima (1 U mL™ em tampéo fosfato de sédio a 0,1 M pH 6,9) e
incubados durante 10 min., a 25°C. Foram adicionados 50 uL. de pNPG (5 mM) e as amostras
foram incubadas durante 5 min a 25°C. A absorbancia foi lida a 405 nm em
espectrofotdmetro. O controle continha 50 uL de solugdo tampdo no lugar do extrato. As
inibigdes da a-amilase e a da a-glucosidase, foram expressas em % de inibicdo, e calculadas
pela diferenga entre a absorbancia do controle e absorbancia da amostra dividida pela

absorbancia do controle, vezes cem.

2.6 Efeitos inibitdrios in silico

O estudo in silico dos efeitos inibitorios contra bactérias patogénicas e enzimas
digestivas dos compostos fendlicos identificados nos extratos WE e WU foi realizado por
meio do acoplamento molecular. As proteinas alvo (Tab.2), estruturas de enzimas especificas,
foram obtidas do Protein Data Bank (www.pdb.org), sendo especificados os seus respectivos
codigos: PDB:num. Para a inibicdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, foram
selecionados trés alvos antibacterianos e para inibicdo contra enzimas vinculadas a digestédo
de amido e associadas ao Diabetes mellitus tipo 2, foram selecionados dois alvos. O
acoplamento molecular foi realizado por docking rigido contra as moléculas alvo por meio do
DockThor (https://www.dockthor.Incc.br/v2/).

Tabela 2: Proteinas-alvo utilizadas no estudo in-silico da inibigdo de enzimas digestivas e bacterianas por
compostos fendlicos presentes em extratos de folhas de Campomanesia xanthocarpa.


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/g5003?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/g5003?context=product
http://www.pdb.org/
https://www.dockthor.lncc.br/v2/

efeito Enzima/Proteina Caodig  Classificagao Peso da Organismo Estrutura Referéncia

inibitério Alvo o PDB Estrutura 3D
(kDa)
Diidrofolato redutase =~ 2W9T  Oxidoredutas 37 Staphylococcus 1 Heaslet et al.
i P
e aureus % (2009)
DNA girase B 4KTN Isomerase 24.25 Enterococcus Bensen et al.

L,
faecalis V583 f?“’:«? o (2013)

BactériaGram-positiva e Gram-
negativa

Heptaprenil difosfato ~ 5H9D Transferase 121.34 Staphylococcu Desai et al.
sintase S aureus (2016)
a-amilase 1C8Q Hydrolase 56.03 Homo sapiens o, Ramasubbu

3 44

% gé s et al. (2001)

>

a)

) a-glucosidase 2QMJ Hydrolase 101.02 Homo sapiens &\F Simetal.

Fo2aNl

% (2008)

[ S

L w%

A energia total de ligacdo foi estudada, excluindo apenas a regido hidrofdbica e a
ligacOes fracas. Nao foram utilizados cofatores. Os ligantes foram preparados sem e com a
adicdo de hidrogénio. Os parametros fixados para a anélise do resultado do acoplamento
foram RMSD para confirmadores de cluster igual a 2 e nimeros de modo de ligacdo igual a 3.
Os ligantes mais adequados foram selecionados com base em sua energia de ligacdo (SINGH
et al. 2021), sendo apresentada a menor energia de livre ligacdo (kcal mol™). As melhores dez
respostas de acoplamento, tomando como base as menores energias livres de ligacdo, foram
apresentadas em ordem de classificacdo da menor energia livre de ligacdo (melhor resposta)
para a maior energia livre de ligacdo. As figuras correspondentes a melhor resposta de
acoplamento (proteina alvo e ligante), ou seja, da menor energia livre de ligacdo, foram
apresentadas demonstrando a regido da proteina alvo ligante melhor se acopla.

2.7 Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o Statistica® 13.3,
realizando as andlises de variancia (ANOVA) e a diferenca entre as meédias foi avaliada
utilizando o teste de Tukey, com 95% de confiabilidade (P<0.05).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Perfil fitoquimico e MEV

O perfil fitoquimico dos extratos das folhas C. xanthocarpa (Tab.3) mostra que os
compostos fenolicos em maior quantidade, para ambos os extratos, sdo do grupo dos acidos
fenolicos (&cido benzobico, acido protocatecuico, acido galico, acido clorogénico e acido 2,5-
dihidroxibenzoico) e do grupo dos flavonodides, subgrupo flavondis (isoquercetina, rutina,
quercetina e o kaempferol). Para a maioria dos compostos, 0s quantitativos de WE s&o
superiores e diferentes, estatisticamente (P < 0,05) quando comparados a WU, demostrando
que o processo de extracdo, pode afetar no conteudo individual de cada componente. Células
vegetais possuem uma parede rigida, composta basicamente de celulose associada a outros
polissacarideos como hemicelulose e pectina. A hidrélise enzimatica pode ter sido mais
efetiva na ruptura desta estrutura, o que facilita a transferéncia dos compostos intracelulares
(RADICE et al., 2016). Na extracdo realizada nesta pesquisa, foi utilizado um complexo de
celulases composto por endoglucanase, exoglucanase ¢ B-glucanase (ZHOU et al., 2021), o
que pode favorecer a maior liquefacdo da celulose e a maior disponibilizacdo de compostos
fendlicos no meio reacional. O ultrassom, no que se refere as extragdes em tecidos vegetais,
pode facilitar a dilatacdo e hidratacdo do material e causar alargamento dos poros da parede
celular, e, ocasionalmente, romper a parede celular (R. OLIVEIRA et al., 2016), o que pode
justificar as menores concentracfes obtidas para alguns compostos, comparados a extracao

assistida por enzimas.



Tabela 3: Perfil fitoquimico do extrato aquoso das folhas de Campomanesia xanthocarpa obtido por extracdo enzimatica (WE) e extracdo ultrassonica (WU).
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CIDPubChe Férmula Concentracdo + SD (mg Kg™)
Composto Fendlico Nome na IUPAC m
Molecular WE Wu
2.5-DHBA 2,5-Dihydroxybenzoic acid 3469 C;/H¢O4 34.23 + 1.646" 23.84 + 3.143%
3.4-DHB (2,3-dihydroxy-4-methylsulfonyloxybutyl) methanesulfonate 9296 CsH1405S; 13.61 +0.113"* 10.04 + 0.887°
Acido Cafeico (E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-enoic acid 689043 CgHgO, 3.98 +0.1474 1.87 +0.191°
p 1S,3R,4R,5R)-3-[(E)-3-(3,4-dih henyl -2- | -
Acido Clorogénico (15,3R4R,5R)-3-[(E)-3-(3 4-dihydroxyphenyljprop-2-enoyljoxy- 29,52 ¢ 1 6. 306550977 35500252
1,4,5-trihydroxycyclohexane-1-carboxylic acid
Acido Galico 3,4,5-trihydroxybenzoic acid 370 C;HsOs 63.80 + 3.363" 69.72 + 14.871*
Acido Protocatecuico 3,4-dihydroxybenzoic acid 72 C;HqO, 150.0 + 0.0019”  102.5 + 0.00442
Acido Sinapico (E)-3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)prop-2-enoic acid 637775 C11H1,05 0.41 + 0.094* 0.38 + 0.069"
Aciso Siringico 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic acid 10742 CoH1005 0.32 + 0.094" 0.20 + 0.051°
Acido Benzéico Benzoic acid 243 C;HsO, 271.90 +24.260"  3.87 +0.289°
Acido Salicilico 2-hydroxybenzoic acid 338 C;He03 4.04 +0.375" 2.64 +0.189%
Acido Ferulico (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)prop-2-enoic acid 445858 Ci1oH1004 4.30 +0.393" 2.81+0.222°8
Apigenina 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one 5280443 C1sH1005 0.07 +0.007* 0.06 + 0.003®
2R,35)-2-(3,4-dih henyl)-3,4-dihydro-2H-ch -3,5,7-
Catequina (2R,35)-2-(3,4-dihydroxyp enytziogf dihydro-2H-chromene-3,5, 9064 CisHuOs  113+0084°  1.16+0.129"
Coniferaldeido (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)prop-2-enal 5280536 Ci1oH1003 0.08 + 0.032* 0.05 + 0.009%
Cumarina Chromen-2-one 323 CoHgO, 0.04 + 0.015" 0.02 +0.0128
. . 2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-
Epicatequina (2R,3R)-2-( yaroxyp ytr)iol y 72276 CysH140% 1.20 + 0.077* 1.29 + 0.196"
Galangina 3,5, 7-trihydroxy-2-phenylchromen-4-one 5281616 C15H1005 0.07 + 0.007* 0.06 + 0.0028
Galatod 2R, 3R) -5,7-dihidroxi-2- (3,4,5-trihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-
aatode [(2R. 3R) -5.7-dihidroxi-2- (34,5 triidroxifenil) -3.4-dihidro 65064 CoHisOn 021401014 020 +0.066"
Epigolocatequina cromen-3-il] 3,4,5-trihidroxibenzoato
2-(3,4-dihyd henyl)-5,7-dihyd -3-[(2S,3R,45,55,6R)-3,4,5-
Isoquercetrina (3,4-dihydroxyphenyl)-5, 7-diydroxy-3-[( ) 5280804  CpHxOp  57.75+0935% 5650 + 1.8246"

trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]Joxychromen-4-one



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3469
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H8O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H18O9
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H12O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H10O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H14O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H10O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H6O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H14O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H18O11
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H20O12
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Isorhamnetina 3,5, 7-trihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)chromen-4-one 5281654 Ci6H1207 3.45 + 0.581* 2.59 + 0.106°

Kaempferol 3,5, 7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one 5280863 CisH1006 18.55 + 1.013"* 14.23 +2.723*

Luteolina 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxychromen-4-one 5280445 Ci15H1006 0.01 + 0.002* 0.01 + 0.005"

(2S)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-

Naringina [(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]oxyoxan-2- 442428 Cy7H3,044 0.05 + 0.001* 0.05 + 0.002*
ylJoxy-5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-2,3-dihydrochromen-4-one

Acido p-cumarico (E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoic acid 637542 CgHgO3 7.67 +0.240" 2.01+0.0288

Pinocembrina (2S) -5,7-dihidroxi-2-fenil-2,3-dihidrocromen-4-ona 68071 C15H120, 0.56 + 0.064" 0.59 +0.133"

Quercetina 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-one 5280343 CisH100; 21.31 +0.745" 17.72 + 2.530"
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

Rutina trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan- 5280805 Cu7H30015 39.12 +1.363* 34.43 +3.603"

2-ylJoxymethyl]oxan-2-ylJoxychromen-4-one
Sinalaldeido (E)-3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)prop-2-enal 5280802 C11H1,0, 0.56 +0.1178 0.62 + 0.063"
Siringaldeido 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyde 8655 CgH 1004 0.28 + 0.046 0.28 + 0.015

(2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-2,3-
dihydrochromen-4-one
Acido -Aminobenzoico 4-Aminobenzoic acid 978 C,H;NO, 0.14 + 0.064 <LD
(2S)-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-

Taxifolina 439533 C15H1,07 0.26 +0.029 <LD

Hesperidina trinydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-2-ylJoxy-2,3- 10621 CasHuOss <Lb 0170052
dihydrochromen-4-one
4-metilumbeliferona 7-hydroxy-4-methylchromen-2-one 5280567 C1oHsO4 <LD <LD
Acido Vanilico 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid 8468 CgHgO4 <LD <LD
3.5-DNB N-[2-(4-methoxyphenoxy)ethyl]-3,5-dinitrobenzamide 580264 Ci6H15N307 <LD <LD
2.4-DHBA 2,4-dihydroxybenzoic acid 1491 C;H¢O4 <LD <LD
Crisina 5,7-dihidroxi-2-fenilcromen-4-ona 5281607 C15H1004 <LD <LD
Pinobanksina (2R,3R)-3,5,7-trihydroxy-2-phenyl-2,3-dihydrochromen-4-one 73202 CisH1,05 <LD <LD
Naringenina 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-2,3-dihydrochromen-4-one 932 C15H1,05 <LD <LD

SD = Desvio Padrdo. As médias seguidas de letras diferentes, na linha, diferem estatisticamente, com nivel de confianca de 95%..


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H32O14
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H8O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H12O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H30O16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H12O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H10O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H12O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H7NO2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C28H34O15
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H8O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H12O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H12O5
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A microscopias das amostras das folhas, e dos residuos solidos obtidos apos as
extracOes assistida por enzimas e por ultrassom (Fig.4) mostram que houve uma
alteracdo na estrutura foliar com as extraces. Na imagem (a), verifica-se a existéncia
das nervuras em rede, o que ja ndo € visualizado nas imagens (b) e (c). Ainda,
comparando as ultimas, observa-se também que a estrutura da folha advinda da extracédo
assistida por enzimas estd menor e com as extremidades com aspecto caracterizado pela
hidrélise, ou seja, com varias regides irregulares onde é visivel a acdo enzimética. Na

imagem (c), verifica-se que a estrutura esta mais préxima a imagem de (a), porém sem

as nervuras aparentes, o que demonstra que houve acgdo do ultrassom nesta amostra.

Figura 4- Microscopias, com aumento de 150X, da folha (a), residuo da extrag&o assistida por enzimas,
(b) e residuo da extracdo por ultrassom (c).

3.2 Inibicdo do crescimento de bactérias pelos extratos WE e WU

A crescente preocupacdo com a resisténcia microbiana, frente aos
antimicrobianos ja existentes, vém motivando estudos que demonstram que fracGes de
inimeras plantas, como as da familia Myrtaceae, podem apresentar atividade
antimicrobiana (SIMONETTI et., 2016). Para o estudo in vitro, os extratos WE e WU
das folhas de C. xanthocarpa levaram a inibicdo do crescimento de Salmonella
Enteretidis (halos médios de inibicdo de 11,5 cm para WE e 12 cm para WU), L.
monocytogenes (halos médios de inibi¢do de 11,5 cm para WE e 11,7 cm para WU) e E.
coli (halos médios de inibicdo de 10 cm para WE e 12 ¢cm para WU). Para a L.
monocytogenes e E. coli, a concentraco inibitoria minima foi de 9,8 ug mL™ e para a
Salmonella Enteretidis, foi de 125 pg mL™. N&o houve diferenca estatistica entre as
respostas obtidas com o uso dos extratos WE e WU, portanto, neste caso, 0 metodo de

extracdo ndo influenciou na inibicdo do crescimento bacteriano, indicando que a
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diferenca quantitativa obtida para alguns compostos dos extratos néo afeta esta resposta.
A classificacdo estabelece que os extratos com halos de inibicdo < 9 mm séo
classificados como inativos; de 9 a 12 mm séo parcialmente ativos, de 13 a 18 mm séo
ativos e, > 18 mm sdo muito ativos (B. OLIVEIRA et al., 2016), estando WE e WU
classificados como parcialmente ativos, com base no tamanho do halo. Com relagéo aos
valores do MIC, atividade antibacteriana de extratos de plantas pode ser considerada
significativa quando os valores de MIC sdo inferiores a 100 pg mL™, moderada quando
MIC < pg mL™ e baixa quando MIC > pug mL™ (TCHINDA et al., 2017), estando WE e
WU na faixa significativa para L. monocytogenes e E. coli e na faixa moderada para
Salmonella Enteretidis. Resultado semelhante foi relatado por Dacoreggio et al. (2019),
onde as atividades antimicrobianas para L. monocytogenes e E. coli ndo apresentaram
diferenca quando utilizados os extratos das folhas de inverno de Psidium cattleianum
sabine, obtidos por meio da extracdo assistida por enzimas e da extragdo por ultrassom.
Diversos sdo os estudos constantes na literatura a respeito dos compostos extraidos de
partes de plantas da familia Myrtaceae, principalmente das folhas e frutos, sendo a
atividade antimicrobiana, uma das principais atividades determinadas. Muitos extratos
vegetais que possuem atividade antimicrobiana tém este potencial atribuido a presenca
de compostos fendlicos que podem reagir com a membrana celular bacteriana,
inativando enzimas essenciais para o metabolismo da célula (MEDINA et al., 2011).

A capacidade antimicrobiana das catequinas e seus derivados, presentes em WE
e WU, ocorre sobre a membrana bacteriana, devido a estes compostos serem adsorvidos
na superficie da membrana, o que causa sua deterioracdo e sua ruptura. A acdo das
catequinas sobre bactérias Gram-positivas, pode estar relacionada com o aumento da
carga negativa no exterior da membrana externa (KAJIYA et al., 2004). Uma catequina
de grande importancia, sob o ponto de vista médico, é a galato de epigalocatequina
(EGCG) que vem apresentando um forte poder anti-inflamatorio, antioxidante, anti-
carcinogénico, elevado poder antimicrobiano (combatendo e prevenindo infecdes), e
demonstrando sinergismo com varios antibio6ticos (DAS et al., 2014; ABDOULMAGD
et al., 2011). A EGCG, que é carregada negativamente, se liga a membrana celular de
bactérias, que é carregada positivamente, impossibilitando a ligacdo da bactéria em
células hospedeiras ou em outras bactérias, impedindo a formacdo de biofilme e
liberacdo de toxinas, levando & lise celular (STAPLETON et al., 2007; REYGAERT,
2018). O Kampeferol e a Quercetina exerceram atividade inibitéria compativel contra os

radicais hidroxila, este resultado implica que di-OH no anel benzoico torna os
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compostos mais potentes como inibidores de explosdes oxidativas. NUmeros maiores ou
menores de fragdes OH diminuiriam a atividade, esse fato pode ser explicado devido
aos efeitos combinatorios, incluindo a inibicdo da atividade da NADPH oxidase e
eliminacdo de radicais livres (WANG et al, 2006).

Os compostos fitoquimicos identificados nos extratos foram utilizados no estudo
in silico, visando verificar quais poderiam estar vinculados a inibi¢&o ocorrida no estudo
in vitro. Pode ser visto na Tabela 4 os valores de energia livre de ligacdo dos compostos
fenolicos (ligantes) presentes nos extratos de folhas de C. xanthocarpa com as
proteinas-alvo associadas a inibi¢do do crescimento bacteriano, com e sem a adicéo de
hidrogénio a molécula do ligante. Observa-se que todos os ligantes, apresentaram
baixos valores de energia de ligacdo, o que significa que ocorre uma interacdo entre a
enzima (proteina-alvo) e a molécula fitoquimica. Contudo, os valores variam de,
aproximadamente, -8 a -5 kcal mol™, indicando que algumas moléculas possuem maior
afinidade de ligacdo pela proteina-alvo, mas que todas podem ter contribuido para a
inibicdo in vitro, uma vez que os resultados obtidos na sua totalidade podem ser
considerados satisfatorios.

O efeito dos compostos fendlicos na atividade enzimatica estd positivamente
correlacionado com sua afinidade de ligacdo a enzima. Como as enzimas séo proteinas,
sua composi¢do em aminoacidos, tamanho molecular, bem como sua estrutura sdo 0s
principais determinantes da afinidade enzimatica aos compostos fenolicos. Em geral, a
ligacdo do composto fendlico pode afrouxar ou estabilizar a estrutura da enzima e, dessa
forma, pode alterar sua atividade. A perturbacdo da estrutura da proteina pode ser
esperada particularmente no caso de compostos fendlicos com estrutura volumosa,
como taninos ou glicosideos de compostos fendlicos. O afrouxamento da estrutura da
enzima pode, por um lado, desestabilizar a conformacdo da enzima e a
posicdo/orientacdo adequada da ligacdo ao substrato/residuos cataliticos, resultando na
inibicdo da enzima. Também os compostos fendlicos podem atuar como reguladores
alostéricos da atividade enzimética. Além disso, a ligacdo do composto fenolico pode
dificultar o sitio de ligacdo ao substrato, sitio catalitico ou ambos, reduzindo, portanto,
sua atividade proteolitica (VELICKOVIC et al., 2017).

A Tabela 5 mostra os dez melhores resultados, em termos de menor energia livre
de ligacdo, com destaque em rosa para 0S compostos que apresentaram concentragoes
entre 10 e 50 mg Kg™ e em verde para os compostos que apresentaram concentragoes

entre 1 e 10 mg Kg®, na determinacdo do perfil fitoquimico. Considerando o
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quantitativo presente nos extratos e a energia de ligacdo, para a Dihydrofolate reductase
(2W9T), cabe destacar a isoquercetrina, a quercetina, o kaempferol, a catequina, a
isorhamnetina, o acido clorogénico, e a epicatequina. Para a DNA gyrase B (4KTN), os
destaques sdo a isorhamnetina, a epicatequina, a quercetina e a catequina. Para a
Heptaprenyl diphosphate synthase (5H9D), destacam-se a rutina, o acido clorogénico, o
kaempferol, a isoquercetrina e a catequina. Outros compostos constantes na Tabela 4
mostram uma afinidade de ligacdo com as proteinas-alvo, com destaque para a
naringina, o galato de epigalocatequina e a luteolina, contudo, a sua concentracdo nos

extratos WE e WU foram quantificadas como menores do que 1 mg Kg™.



Tabela 4: Energia livre de interacdo de ligacao de compostos fendlicos (ligantes) de extratos de folhas de Campomanesia xanthocarpa com proteinas-alvo associadas a
inibicdo do crescimento bacteriano.

Energia livre de ligacéo (kcal mol-1) - ligante e proteina alvo

Enzima - proteina alvo

Enzima - proteina alvo

Ligantes - 2WoT 4KTN 5H9D Ligantes - 2WOT 4KTN 5H9D
PubChem CID SemH ComH SemH ComH SemH ComH PubChem CID SemH ComH SemH ComH SemH ComH
adiciona adiciona | adiciona adiciona | adiciona adiciona adiciona  adiciona | adiciona adiciona | adiciona adiciona

do do do do do do do do do do do do
3469 -5975 -6.397 | 6.606 -5.886 | -5.719 -6.060 72276 -7.035 -7.179 | -7.594  -7.633 | -6.199 -6.417
9296 -6.400 -6.394 | 6416 -6.367 | -6.123  -5.983 5281616 -7.356 -7.205 | -8.309 -8.250 | -7.087 -6.665
689043 -6.725 -6.113 | -6.819 -6.300 | -5.941  -5.524 65064 -7.108 -7.297 | -8.390 -8.460 | -7.442 -6.874
1794427 -7.022  -7.420 | -7.369 -7.383 | -7.172  -7.239 5280804 -71.577 -7.445 | -6.942 -7.182 | -6.580 -7.029
370 -5995 -6.384 | -7.013 -6.117 | -6.008 -6.071 5281654 -7.483 -7.282 | -7.783  -8.231 | -6.745 -6.663
72 -6.094 -6.394 | -6.969 -6.701 | -6.251  -6.052 5280863 -7.280 -7.169 | -7.515 -7518 | -6.482 -7.102
637775 -6.826  -6.502 | -7.004 -6.662 | -6.354 -6.736 5280445 -7.176 -7.170 | -7.809 -8.460 | -6.884 -6.926
10742 -6.621  -7.443 | -7.329 -6.538 | -6.433 -6.314 442428 -7.939 -7.487 | -7.652  -8.337 | -7.186  -7.923
243 -6.316  -6.329 | -6.608 -6.072 | -6.084 -6.126 637542 -6.406 -6.832 | -5986 -6.570 | -6.067 -6.358
338 -6.432  -6.327 | -6.635 -6.379 | -5.982 -6.073 68071 -6.966 -7.099 | -7.806 -7.733 | -6.913  -6.852
445858 -6.655 -6.603 | -6.839 -7.052 | -6.144 -6.470 5280343 -7.341 -6.940 | -7.589 -7.680 | -6.499 -6.490
5280443 -6.784  -6.789 | -7.590 -7.515 | -6.943 -6.898 5280805 -6.766 -6.457 | -7.498 -6.739 | -7.343  -7.068
9064 -7.402  -7.417 | -7426  -7.553 | -6.322 -6.738 5280802 -6.885 -6.748 | -7.770 -7.801 | -7.043  -6.433
5280536 -6.651  -6.640 | -7.491 -7.49 | -6.825 -6.053 8655 -7.316 -7.446 | -7.445 -7.409 | -6.356  -6.397
323 -6.707  -6.722 | -7.319 -7.327 | -6.637 -6.641
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Tabela 5: Classificacdo (dez primeiros) dos compostos fendlicos (ligantes) dos extratos das folhas de
Campomanesia xanthocarpa com menor energia livre de ligagdo nas proteinas alvo associada a inibicao

do crescimento bacteriano.

Os dez principais compostos fendlicos (ligantes)*

Classificac
. 2WIOT 4KTN 5H9D
ao
Sem adicado Comadicdo | Semadicdo  Com adicdo Sem adicado Com adicao
de H de H de H de H de H de H
L L Galato de . Galato de o
Naringina Naringina . . Luteolina . . Naringina
1° epigalocatequi epigalocatequin
(442428) (442428) (5280445) (442428)
na (65064) a (65064)
] - ] Galato de _ Acido
Isoquercetrina Siringaldeido Galangina . . Rutina .
20 epigalocatequin Clorogénico
(5280804) (8655) (5281616) (5280805)
(65064) (1794427)
30 Isorhamnetina Isoquercetrina Luteolina Naringina Naringina Kaempferol
(5281654) (5280804) (5280445) (442428) (442428) (5280863)
] o ] ] ] Acido ]
Catequina Acido siringico | Pinocembrina Galangina . Rutina
40 clorogénico
(9064) (10742) (68071) (5281616) (5280805)
(1794427)
] Acido ] _ ] _
Galangina . Isorhamnetina  Isorhamnetina Galangina Isoquercetrina
50 clorogénico
(5281616) (5281654) (5281654) (5281616) (5280804)
(1794427)
6o Quercetina Catechina Sinapaldeido Sinapaldeido Sinapaldeido Luteolina
(5280343) (9064) (5280802) (5280802) (5280802) (5280445)
Galato de
70 Siringaldeido epigalocatequin Naringina Pinocembrina Apigenina Apigenina
(8655) a (442428) (68071) (5280443) (5280443)
(65064)
) ) ) ) ) . Galato de
Kaempferol Isorhamnetina Epicatequina Quercetina Pinocembrina . .
8° epigalocatequin
(5280863) (5281654) (72276) (5280343) (68071)
a (65064)
9° Luteolina Galangina Apigenina Epicatequina Luteolina Pinocembrina
(5280445) (5281616) (5280443) (72276) (5280445) (68071)
Galato de ) ) ) ) ] )
) . Epicatequina Quercetina Catechina Coniferal-deido Catequina
10° epigalocatequina
(72276) (5280343) (9064) (5280536) (9064)

(65064)

*QOs compostos fendlicos marcados em rosa, correspondem aos compostos que estao presentes nos extratos

em concentracdes entre 10 e 50 mg Kg™; os compostos fenélicos marcados em verde, correspondem aos

compostos que estdo presentes nos extratos em concentragdes entre 1 e 10 mg Kg™.

Na representacdo visual dos acoplamentos moleculares com as menores energias

livres de ligagdo, considerando as moléculas quantificadas com 1 a 50 mg Kg*,

verifica-se que os ligantes (compostos fendlicos) podem se ligar as proteinas-alvo em

diferentes locais e/ou diferentes conformacoes (Fig.5, Fig.6 e Fig.7).
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A Dihydrofolate reductase (DHFR) esta presente em todas as células e é
necessaria para a manutencdo de folato intracelular em um estado reduzido
bioquimicamente ativo, sendo alvo atraente para 0 estudo de novos agentes
antibacterianos e antitumorais (SONI et al. 2019). As ligacbes a DHFR (2W9T) (Fig.5)
ocorreram para diferentes conformacdes dos ligantes e na mesma regido da proteina-
alvo, com excecdo para o acido clorogénico (1794427) (Fig.5g), que se ligou em outra
regido da molécula. Assim, entende-se que o comportamento de ligacdo entre o ligante e
a proteina-alvo, neste caso, segue uma similaridade. A DHFR possui dois locais de
ligacdo heterotropicamente associados, um para o substrato A (DHF) e um para o co-
fator B (NADPH). Ambos os locais também podem acomodar um terceiro ligante, o
inibidor I (composto fitoquimico), competitivamente (SPINA et al., 2008). DHFR ¢é
composta principalmente de a-hélices e folhas- pregueadas. Esta proteina pode ser
classificada em dois subdominios: o dominio de ligacdo ao substrato e o dominio de
ligacdo NADPH (cofator). O sitio ativo estd localizado no dominio de ligacdo do
substrato. Os inibidores de DHFR sdo fortemente ligados por ligacbes de hidrogénio,
interacGes de empilhamento pi—pi (n-w), interagdes hidrofobicas e forgas de van der
Waals com os residuos do sitio ativo (HE et al., 2020). Spina et al. (2008) relatam que
existe uma tendéncia de ligacdo lenta entre compostos de fontes bioldgicas e a DHFR, e
uma inibicdo dependente da incubacdo, visualizada quando utilizado o ligante EGCG.
Este comportamento pode também justificar os resultados das inibi¢Ges in vitro obtida
neste estudo. Ainda, os autores propdem um modelo que ilustra 0 mecanismo de
inibicdo de DHFR de E. coli por EGCG, onde 0 EGCG ¢ capaz de se ligar a enzima no
local B (local do substrato, formando um complexo denominado E-IB) e no local A
(local do cofator, formando um complexo denominado E-1A), antes da adicdo de
NADPH saturante. Este mecanismo pode ser semelhante para os demais ligantes e a

DHFR (Fig.5), com excecdo para o acido clorogénico.

A mesma similaridade de ligacdo entre o ligante e DNA gyrase B (4KTN)
(Fig.6) é observada, havendo a regido especifica na proteina-alvo onde os compostos
fenolicos possuem afinidade de ligagdo, mesmo que estejam em diferentes
conformacgdes. As topoisomerases de DNA, como a DNA gyrase B, séo alvos atraentes
para a pesquisa de antibioticos. Estas enzimas controlam o estado topoldgico e estdo
envolvidas na transcricdo e na replicacdo do DNA e, portanto, sdo essenciais para a
viabilidade celular (LUBBERS et al., 2007). Dois mecanismos ja foram propostos para

a quercetina e a DNA gyrase B: 1- a quercetina tem um mecanismo pelo qual se liga ao



50

DNA, estabiliza o complexo DNA-girase e induz a clivagem do DNA,; 2 - a quercetina
inibe o superenrolamento do DNA por meio da inibicdo competitiva, ou seja, se
lingando ao local especifico de ligacdo do ATP da subunidade B da DNA gyrase B
(REMPE et al., 2017). Acredita-se que neste estudo, 0 comportamento dos ligantes esta

relacionado ao mecanismo 2.

Para a Heptaprenyl diphosphate synthase (SaHepPPS) é uma proteina que
contém uma subunidade catalitica e uma pequena subunidade reguladora e funciona
apenas como heterodimero (DESAI et al., 2016). Para a 5H9D (Fig.7), observa-se duas
regides de ligacdo, que alternam de acordo com o ligante, sendo uma mais central a
proteina-alvo e uma mais externa. Altas concentracGes dos substratos, difosfato de
isopentenila e difosfato de farnesila, inibem a enzima, que também é potentemente
inibida pelos bifosfonatos. Como a enzima contém uma subunidade catalitica, rica em
Asp (denominada SARM) (DESAI et al., 2016), verificou-se que a ligagdo dos
compostos fendlicos ndo ocorreu nesta regido, o que pode justificar a ndo inibicdo do

crescimento do S. aureus nos testes in vitro.
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Figura 5 - Representacdo visual do docking molecular com menor energia de ligacéo (a) proteina alvo

2W9T, sem adic¢do de hidrogénio e ligante Isoquercetrina (5280804); (b) proteina alvo 2W9T, sem adicdo
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de hidrogénio e ligante de isorhamnetina (5281654); (c) proteina alvo 2W9T, sem adicéo de hidrogénio e
ligante Catequina (9064); (d) proteina alvo 2W9T, sem adig8o de hidrogénio e ligante de quercetina
(5280343); (e) proteina alvo 2W9T, sem adicéo de hidrogénio e ligante Kaempferol (5280863); (f)
proteina alvo 2W9T, com adigdo de hidrogénio e ligante Isoquercetrina (5280804); (g) proteina alvo

2W9T, com adicao de hidrogénio e ligante de acido clorogénico (1794427); (h) proteina alvo 2W9T, com

adicéo de hidrogénio e ligante Catequina (9064); (i) proteina alvo 2W9T, com adic&o de hidrogénio e

ligante de isorhamnetina (5281654); (j) proteina alvo 2W9T, com adi¢do de hidrogénio e ligante

epicatequina (72276).
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Figura 6- Representacéo visual de docking molecular com menor energia livre de ligacdo (a) proteina
alvo 4KTN, sem adicdo de hidrogénio e ligante de isorhamnetina (5281654); (b) proteina alvo 4KTN,

sem adicdo de hidrogénio e ligante de epicatequina (72276); (c) proteina alvo 4KTN, sem adigdo de
hidrogénio e ligante de quercetina (5280343); (d) proteina alvo 4KTN, com adicéo de hidrogénio e
ligante de isorhamnetina (5281654); (e) proteina alvo 4KTN, sem adicdo de hidrogénio e ligante de
quercetina (5280343); (f) proteina alvo 4KTN, com adicao de hidrogénio e ligante de epicatequina
(72276); (g) proteina alvo 4KTN, com adicdo de hidrogénio e ligante Catequina (9064).
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Figura 7- Representacéo visual de docking molecular com menor energia livre de ligacdo (a) proteina
alvo 5H9D, sem adi¢do de hidrogénio e ligante Rutina (5280805); (b) proteina alvo 5H9D, sem adicdo de
hidrogénio e acido clorogénico (1794427); (c) proteina alvo 5H9D, com adigdo de hidrogénio e acido
clorogénico (1794427); (d) proteina alvo 5H9D, com adicdo de hidrogénio e Kaempferol (5280863); (e)
proteina alvo 5H9D, com adicédo de hidrogénio e ligante Rutina (5280805); (f) proteina alvo 5H9D, com
adicdo de hidrogénio e ligante Isoquercetrina (5280804); (g) proteina alvo 5H9D, com adicdo de
hidrogénio e ligante Catequina (9064).

3.3 Inibigdo da a-amilase e da a-glucosidase pelos extratos WE e WU

As enzimas a-amilase e a-glucosidase sdo responsaveis pelo processamento de
carboidratos provenientes da dieta, atuando na hidrolise do amido e na geracdo de
monossacarideos, que serdo absorvidos pelos enterdcitos. A inibicdo destas enzimas
pode retardar ou prolongar a digestdo dos carboidratos no organismo, reduzindo a
quantidade de glicose absorvida e, por consequéncia, evitando o aumento brusco da
glicemia e insulinemia pds-pradial. Inibidores, presentes em plantas, oferecem uma
estratégia promissora para o controle da hiperglicemia associada ao Diabetes tipo 2
(PEREIRA et al., 2011; DE SALES et al., 2012).

Os extratos WE e WU promoveram a inibicdo da a-amilase (Fig.8) contudo, com
percentuais superiores e diferentes estatisticamente (P < 0,05) quando utilizado WE. Os
valores de inibicdo para WE variaram de 66,47 + 0,28% (extrato de 5 pg mL™) a 98,38
+ 0,42% (extrato de 250 pug mL™). Os resultados dos percentuais de inibicdo da a-
amilase quando utilizados os extratos nas concentracdes de 250 pg mL™ e 500 pg mL™
(98,13 + 0,20%), ndo diferiram estatisticamente entre si (P > 0,05). Os resultados dos
percentuais de inibigdo da a-amilase quando utilizados os extratos nas concentragdes de
25 ug mL™* (78,61 + 1,85%) e 50 pug mL™ (78,30 + 2,04%) também néo diferiram
estatisticamente entre si (P > 0,05). Para WU, os percentuais de inibigdo da a-amilase
variaram de 22,20 + 2,14 % (extrato de 5 pg mL™) a 43,12 + 2,38% (extrato de 250 pg
mL™), e estes foram diferentes estatisticamente (P < 0,05). Contudo, cabe salientar que
resultados dos percentuais de inibicdo da o-amilase quando utilizados os extratos nas
concentracdes de 25 pug mL™ (36,12 + 2,23%), 50 pg mL™ (40,00 + 0,45 %), 250 ug
mL™ e 500 pg mL™ (38,17 + 1,88%) néo diferiram estatisticamente entre si (P > 0,05).
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Figura 8- Inibicdo da alfa-amilase in vitro por extratos de folhas de Campomanesia xanthocarpa obtidos
por extracdo enzimatica (WE) e extracdo por ultrassom (WU).

Os extratos WE e WU também promoveram a inibi¢do da a-glucosidase (Fig. 9),
com a maioria dos percentuais iguais estatisticamente (P < 0,05) entre si, 0 que
demonstra, neste caso, que o0 método de extracdo ndo interferiu nos resultados. O Gnico
percentual de inibi¢do que diferiu dos demais e foi superior, foi obtido quando utilizado
WU na concentracdo de 500 pug mL™ (45,50 + 1,04%). Percebe-se que o valor de
inibicdo maximo obtido foi a metade do valor maximo obtido para a inibicdo da a-
amilase, o que demonstra a proteina-alvo (a-glucosidase) e os compostos fendlicos de
WE e WU, possuem uma menor afinidade de ligacdo, ou seja, 0s extratos sdo mais

eficientes na inibi¢ao de a-amilase.



57

80
@ wWE
70| = WU
&0
50

40

Inhibitian (%)

30

3 B
4 a =
A
20 Py a A
) A A
10 [ z
0
5 25 50 250 500

Concentration of lyophilized extracts (ug mL™)

Figura 9- Inibigdo da alfa-glicosidase in vitro por extratos de folhas de Campomanesia xanthocarpa
obtidos por extracdo enzimatica (WE) e extracdo por ultrassom (WU).

Estudos com extratos vegetais de plantas da familia Myrtacea demonstram a
presenca de alguns compostos em comum com os extratos WE e WU, obtidos das
folhas de C. xanthocarpa. BAILAO et al. (2015) identificaram, em extratos de
Myrciaria cauliflora/jabuticaba também da familia da Myrtacea, a quercetina, o acido
elagico, o acido gélico, a isoquercetina e a luteina, com significativos valores de
inibicdo das principais enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos, como a a-
glucosidase e a-amilase. SANT’ANA et al. (2017) identificaram a quercetina, o acido
galico e o acido clorogénico, em extratos de Campomanesia xanthocarpa. Analises
estruturais por meio de algoritmos de encaixe revelaram que entre 0s compostos
ancorados, a catequina, o kaempferol e a hesperetina, mostraram alta afinidade de
ligagdo com o sitio ativo da a-amilase. Para a a-glucosidase, o 4acido cafeico,
epicatequina, acido feralico e a quercetina, mostraram alta afinidade de ligacdo com o
sitio ativo (RASOULI et al., 2017). Estes compostos foram detectados nos extratos WE
e WU, sendo o kaempferol e a quercetina com concentracdes préximas a 20 mg Kg™, a
catequina, acido cafeico, epicatequina e acido feralico com concentracfes médias entre
1e5mgKg™

Os polifendis podem, ndo s6 reduzir a absorcdo de agUcares, mas também
aumentar a captacao de glicose pelo musculo esquelético e tecido adiposo, contribuindo
para a reducdo dos niveis de glicose no sangue (SALLES et al., 2020). Encontrar um
equilibrio entre a inibicdo da a-amilase e a- glucosidase torna-se essencial para limitar
os efeitos gastrointestinais do amido ndo digerido quando atinge o colén humano.

Durante a ingestdo dos compostos fendlicos, podem ocorrer processos metabélicos que
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poderiam limitar a acdo eficaz dos extratos na inibicdo destas enzimas (WHITSON et
al., 2010; GONCALVES et al., 2011).

Os compostos fitoquimicos identificados nos extratos foram utilizados no estudo
in silico, visando verificar quais poderiam estar vinculados as inibi¢cdes da a-amilase e
da a-glucosidase ocorridas no estudo in vitro. A Tabela 6 mostra dos valores de energia
livre de ligacdo dos compostos fendlicos (ligantes) presentes nos extratos de folhas de
C. xanthocarpa com as proteinas-alvo (a-amilase ¢ da a-glucosidase), com e sem a
adicdo de hidrogénio a molécula do ligante. Observa-se que todos os ligantes,
apresentaram baixos valores de energia de ligagdo, o que significa que ocorre uma
interacdo entre a enzima (proteina-alvo) e a molécula fitoquimica. Os valores variam de,
aproximadamente, -8 a -5 kcal mol™, indicando que algumas moléculas possuem maior
afinidade de ligacdo pela proteina-alvo, mas que todas podem ter contribuido para a
inibicdo in vitro, uma vez que os resultados obtidos, na sua totalidade, podem ser

considerados satisfatorios.

Tabela 6: Energia livre de interagdo de ligacdo de compostos fendlicos (ligantes) de extratos de folhas de
Campomanesia xanthocarpa com proteinas-alvo associadas a inibi¢do de enzimas digestivas.

Energia livre de ligagdo (kcal mol-1) - ligante e proteina alvo

Enzima - proteina alvo Enzima - proteina alvo
Ligantes - 1C8Q 20MJ Ligantes - 1C8Q 2QMJ
PubChem sem Com sem Com PubChem sem Com sem Com
CID adicdode adicdode | adicdode adigdo de CID adicdode adicdode | adicdiode adigdo de
H H H H H H H H
3469 -6.620 -5.878 -6.301 -6.572 72276 -7.167 -7.041 -6.017 -6.267
9296 -6.492 -6.149 -6.716 -6.592 5281616 -7.302 -7.302 -8.026 -7.711
689043 -6.455  -6.196 | -7.320 -6.631 65064 -6.990 -6.772 | -8.685 -5.998
1794427 -7.016 -6.901 -6.636 -6.449 5280804 -7.208 -71.757 -7.403 -7.382
370 -6.145 -5.846 -6.515 -6.556 5281654 -8.198 -8.186 -8.358 -7.897
72 -6.653  -5.694 | -6.655 -6.485 5280863 -71.927  -7.289 | -6.596  -7.766
637775 -7.095 -6.487 -6.312 -6.921 5280445 -7.611 -7.841 -7.255 -6.336
10742 -7.579 -6.440 -7.229 -6.591 442428 -7.230 -7.100 -7.809 -7.438
243 -6.479 -6.834 -6.613 -6.425 637542 -6.440 -6.341 -7.282 -6.695
338 -6.412 -6.319 -6.282 -6.512 68071 -7.243 -7.240 -7.232 -7.262
445858 -6.609 -6.372 -5.920 -7.046 5280343 -7.640 -7.607 -6.353 -7.664
5280443 -7.796  -8.079 | -7.801 -6.717 5280805 -7.856  -7.537 | -6.502 -7.604
9064 -7.156 -7.826 -6.618 -6.541 5280802 -6.786 -7.039 -7.952 -7.874
5280536 -6.768 -6.909 -7.712 -7.640 8655 -6.423 -6.317 -7.462 -6.176
323 -7.388  -7.352 | -7.658 -7.670

A Tabela 7 mostra os dez melhores resultados, em termos de menor energia livre

de ligacdo, com destaque em rosa para 0s compostos que apresentaram concentragoes
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entre 10 e 50 mg Kg™ e em verde para 0s compostos que apresentaram concentragoes
entre 1 e 10 mg Kg™, na determinacdo do perfil fitoquimico. Considerando o
quantitativo presente nos extratos e a energia de ligacdo, para 1C8Q, cabe destacar a
isorhamnetina, o kaempferol, a rutina, a quercetina, a catequina e a isoquercetrina. Para
2QMJ, os destaques sdo a isorhamnetina, a isoquercetrina, o kaempferol, a quercetina e
a rutina. Outros compostos constantes na Tabela 6 mostram uma afinidade de ligacdo
com as proteinas-alvo, contudo, a sua concentracdo nos extratos WE e WU foram
quantificadas como menores do que 1 mg Kg™.

Pesquisas com o foco na inibicdo da o-amilase e da a-glucosidase dor
flavonoides, destacam a quercetina (50% e 28% de inibicdo, respectivamente), a
luteolina (19% de inibicdo para ambas) e o galato de epigalocatequina (21% e 32% de
inibicdo, respectivamente), podendo ser consideradas altas atividades inibitdrias para as
duas enzimas (TADERA et al., 2006). Estas moléculas estdo presentes nos extratos WE
e WU, e constam dentre as dez melhores energias livres de ligacdo para as duas
enzimas. Para a a-amilase, outros compostos fendlicos promovem inibi¢cbes medianas,
como a apigenina (21%) e o kaempferol (18%), e com inibi¢cBes baixas, como a
catequina (4%) e a naringenina (5%). Para a a-glucosidase, 0s compostos com menor
efeito inibitorio foram naringenina (1%), kaempferol (8%), apeginina (3%) e catequina
(1%) (TADERA et al., 2006). Mesmo com potenciais de inibicdo medianos ou baixos,
cabe destacar que estas moléculas também foram quantificadas nos extratos WE e WU e
constam dentre as dez melhores energias livres de ligagdo, podendo contribuir para o

percentual total de inibicdo da a-amilase e da a-glucosidase obtidos nos testes in vitro.

Tabela 7: Classificagcdo (dez primeiros) dos compostos fenolicos (ligantes) dos extratos de folhas de
Campomanesia xanthocarpa com menor energia livre de ligacdo nas proteinas alvo associada a inibigdo
de enzimas digestivas.

Os dez principais compostos fenolicos (ligantes)

Classificacao 1C8Q 2QMJ
sem adicao Com adicdo Sem adicao de H Com adicao de
de H de H H

10 Isorhamnetina Isorhamnetina | Galato de epigolocatequina Isorhamnetina
(5281654) (5281654) (65064) (5281654)

20 Kaempferol Apigenina Isorhamnetina Sinapaldeido
(5280863) (5280443) (5281654) (5280802)

30 Rutina Luteolina Galangin Kaempferol
(5280805) (5280445) (5281616) (5280863)

40 Apigenina Catequina Sinapaldeido Galangina
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(5280443) (9064) (5280802) (5281616)
50 Quercetina Isoquercetrina Naringina Cumarina
(5280343) (5280804) (442428) (323)
6° Luteolina Quercetina Apigenina Quercetina
(5280445) (5280343) (5280443) (5280343)
70 Acido siringico Rutina Coniferaldeido Coniferaldeido
(10742) (5280805) (5280536) (5280536)
8° Cumarina Cumarina Cumarina Rutina
(323) (323) (323) (5280805)
90 Galangina Galangina Syringaldeido Naringina
(5281616) (5281616) (8655) (442428)
10° Pinocembrina Kaempferol Isoquercetrina Isoquercetrina
(68071) (5280863) (5280804) (5280804)

*QOs compostos fendlicos marcados em rosa, correspondem aos compostos que estao

presentes nos extratos em concentragdes entre 10 e 50 mg Kg™; os compostos fendlicos
marcados em verde, correspondem aos compostos que estdo presentes nos extratos em
concentragdes entre 1 e 10 mg Kg™.

Na representacao visual dos acoplamentos moleculares com as menores energias

livres de ligacdo, considerando as moléculas quantificadas com 1 a 50 mg Kg*,

verifica-se que o ligante (composto fendlico) pode se ligar em diferentes conformacdes

e diferentes regioes a-amilase - 1C8Q (Fig. 10) e da a-glucosidase - 2QMJ (Fig.11),

ocasionado inibicdes competitiva (quando a ligacdo ocorre no sitio ativo da enzima) ou

incompetitiva (quando a ligacdo ocorre em outra regido e ndo no sitio-ativo), havendo

com que ndo ocorra a reacao entre a enzima amilolitica e o substrato (amido). Verifica-

se que um mesmo ligante pode ter afinidade de ligacdo por mais de uma regido da
proteina-alvo (Fig.10b, Fig.10h, Fig.10j, Fig.11a, Fig.11c, Fig.11d e Fig.11e).




61



62

\ \
(05l ¥
VJ/N ‘

N D

(i)

Figura 10- Representacdo visual de docking molecular com menor energia livre de ligagdo (a) proteina
alvo 1C8Q, sem adicéo de hidrogénio e ligante Isorhamnetina (5281654); (b) proteina alvo 1C8Q, sem
adicdo de hidrogénio e ligante Kaempferol (5280863); (c) proteina alvo 1C8Q, sem adicdo de hidrogénio
e ligante Rutina (5280805); (d) proteina alvo 1C8Q, sem adicdo de hidrogénio e ligante de quercetina
(5280343); (e) proteina alvo 1C8Q, com adic&o de hidrogénio e ligante de Isorhamnetina (5281654); (f)
proteina alvo 1C8Q, com adi¢do de hidrogénio e ligante Catequina (9064); (g) proteina alvo 1C8Q, com
adicao de hidrogénio e ligante Isoquercetrina (5280804); (h) proteina alvo 1C8Q, com adicéo de
hidrogénio e ligante de quercetina (5280343); (i) proteina alvo 1C8Q, com adicao de hidrogénio e ligante
Rutina (5280805); (j) proteina alvo 1C8Q, com adicdo de hidrogénio e Kaempferol (5280863).
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Figura 11- Representacao visual de docking molecular com menor energia livre de ligagao (a) proteina

alvo 2QMJ, sem adicdo de hidrogénio e ligante Isorhamnetina (5281654); (b) proteina alvo 2QMJ, sem

adicdo de hidrogénio e ligante Isoquercetrina (5280804); (c) proteina alvo 2QMJ, com adicdo de
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hidrogénio e ligante de Isorhamnetina (5281654); (d) proteina alvo 2QMJ, com adi¢do de hidrogénio e
Kaempferol (5280863); (e) proteina alvo 2QMJ, com adigdo de hidrogénio e ligante de quercetina
(5280343); (f) proteina alvo 2QMJ, com adicdo de hidrogénio e ligante Rutina (5280805); (g) proteina
alvo 2QMJ, com adicédo de hidrogénio e ligante Isoquercetrina (5280804).

4. CONCLUSAO

As folhas de Campomanesia xanthocarpa apresentaram um contetudo expressivo
de compostos fenolicos, cujos quantitativos variaram conforme o método de extracédo
aplicado, indicando que a metodologia escolhida para a extracdo pode influenciar na
caracteristica fitoquimica do extrato. Os extratos apresentaram efeitos inibitorios, nos
testes in vitro, contra bactérias e contra as enzimas digestivas vinculadas a digestao do
amido. Estes efeitos variaram entre as bactérias avaliadas bem como entre as enzimas
digestivas, sendo mais expressivos para L. monocytogenes e E. coli, e para a a-amilase.
Nos testes in silico, verificou-se que os compostos quantificados nos extratos entre 1 e
50 mg Kg™, ficaram entre as melhores energias de ligacdo obtidas no acoplamento
molecular, embora todos os compostos fitoquimicos tenham apresentado energias livre
de ligacdo consideradas satisfatorias. Isto indica que as inativacGes obtidas, para as
enzimas vinculadas ao metabolismo microbiano e as enzimas vinculadas a digestdo do
amido, podem ter relacdo direta com estes compostos, sendo os de maior destaque a
isoquercetrina, a quercetina, o kaempferol, a catequina, a isorhamnetina, o &cido
clorogénico, a epicatequina, e a rutina. Os compostos fitoquimicos apresentaram
diferentes comportamentos de ligacdo na proteina-alvo, demonstrando que pode haver
mais do que um local de ligacdo destes compostos nas enzimas estudadas. As
abordagens in vitro e in silico, quando utilizadas conjuntamente, proporcionam a
complementacdo de informacdes e, no caso de extratos das folhas de Campomanesia
xanthocarpa, proporcionaram 0 encaminhamento de importantes informagdes que

podem ser utilizadas em estudos futuros.
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