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RESUMO

Um dos tratamentos mais comuns da obesidade e do diabetes envolve a prescricao de inibidores das
amilases e lipases pancreaticas, que reduzem a hidrolise de triglicerideos e carboidratos complexos
com consequente redug¢do de acidos graxos e glicose disponiveis para absor¢do pelas células
intestinais. Extratos de plantas sdo possiveis substitutos para inibidores convencionais de amilase e
lipase. As folhas de cha (Camellia sinensis) sdao uma valiosa fonte de produtos metabolicos
secundarios, incluindo flavonoides, alcaldides, polissacarideos entre outras. Entre esses metabolitos
secundarios, os flavonodides (que compreendem polifendis, flavonas, flavanonodis e antocianinas) sdo
micronutrientes com varios efeitos benéficos para a satide humana, exercendo papéis protetores contra
doengas cardiovasculares, doeng¢as inflamatdrias ¢ cancer. O cha roxo ¢ uma variedade rara de cha
cultivada no Quénia. E elaborado a partir de uma nova variedade mesti¢a da folha do cha comum,
Camellia sinensis, da qual derivam os chas preto, branco e verde. Esta nova variedade da planta
classica de cha foi desenvolvida apenas recentemente e ¢ exclusiva do Quénia. Ao contrario das
variedades tradicionais, até 0 momento, nenhum estudo foi realizado para avaliar uma provavel agdo
inibitoria do cha roxo sobre as enzimas digestivas. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o
potencial inibitorio do cha roxo sobre as enzimas amilase e lipase pancreaticas. Através dos
experimentos realizados, pode-se calcular um valor de ICsy (concentragdo do extrato de cha roxo que
causou uma inibi¢do de 50% da atividade da enzima) de 1,25 mg/mL e 0,17 mg/mL para a amilase e
para a lipase, respectivamente. Os dados obtidos sugerem que o extrato de cha roxo, gragas as suas
atividades inibitdrias sobre as enzimas digestivas possa ser um coadjuvante ou mesmo servir de base
para um futuro farmaco util no controle da obesidade ¢ diabetes.
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RESUMEN

Uno de los tratamientos mas habituales para la obesidad y la diabetes consiste en la prescripcion de
inhibidores de la amilasa y lipasa pancreaticas, que reducen la hidrdlisis de triglicéridos y
carbohidratos complejos con la consiguiente reduccion de acidos grasos y glucosa disponibles para ser
absorbidos por las células intestinales. Los extractos de plantas son posibles sustitutos de los
inhibidores convencionales de amilasa y lipasa. Las hojas de té (Camellia sinensis) son una valiosa
fuente de productos metabdlicos secundarios, que incluyen flavonoides, alcaloides, polisacaridos,
entre otros. Entre estos metabolitos secundarios, los flavonoides (que comprenden polifenoles,
flavonas, flavanonoles y antocianinas) son micronutrientes con diversos efectos beneficiosos para la
salud humana, que desempenan funciones protectoras contra las enfermedades cardiovasculares, las
enfermedades inflamatorias y el cancer. El té purpura es una variedad rara de t€ que se cultiva en
Kenia. Se elabora a partir de una nueva variedad mestiza de la hoja de té comun, Camellia sinensis, de
la que se derivan los tés negro, blanco y verde. Esta nueva variedad de la clasica planta de té se
desarroll6 recientemente y es exclusiva de Kenia. A diferencia de las variedades tradicionales, hasta la
fecha, no se ha realizado ningln estudio para evaluar una probable accidon inhibidora del té purpura
sobre las enzimas digestivas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el potencial inhibidor
del té purpura sobre las enzimas amilasa y lipasa pancreaticas. Através de los experimentos realizados,
se obtuvo un valor de ICso (concentracion de extracto de té€ purpura que provocod una inhibicion del
50% de la actividad enzimatica) de 1,25 mg/mL y 0,17 mg/mL para amilasa y para lipasa,
respectivamente. Los datos obtenidos sugieren que el extracto de té purpura, gracias a sus actividades
inhibidoras sobre las enzimas digestivas, puede ser un coadyuvante o incluso servir de base para un
futuro farmaco qtil en el control de la obesidad y la diabetes.

Palabras clave: T¢ plrpura, inhibicion de enzimas digestivas, amilasa, lipasa

ABSTRACT

One of the most common treatments for obesity and diabetes involves the prescription of inhibitors of
pancreatic amylases and lipases, which reduce the hydrolysis of triglycerides and complex
carbohydrates with a consequent reduction in fatty acids and glucose available for absorption by
intestinal cells. Plant extracts are possible substitutes for conventional amylase and lipase inhibitors.
Tea leaves (Camellia sinensis) are a valuable source of secondary metabolic products, including
flavonoids, alkaloids, polysaccharides, among others. Among these secondary metabolites, flavonoids
(which comprise polyphenols, flavones, flavanonols and anthocyanins) are micronutrients with several
beneficial effects on human health, playing protective roles against cardiovascular diseases,
inflammatory diseases and cancer. Purple tea is a rare variety of tea grown in Kenya. It is made from a
new mestizo variety of the common tea leaf, Camellia sinensis, from which black, white and green
teas are derived. This new variety of the classic tea plant was developed only recently and is unique to
Kenya. Unlike traditional varieties, to date, no study has been carried out to assess a likely inhibitory
action of purple tea on digestive enzymes. Thus, the aim of this study was to evaluate the inhibitory
potential of purple tea on pancreatic amylase and lipase enzymes. Through the experiments carried
out, an ICso value (concentration of purple tea extract that caused a 50% inhibition of the enzyme
activity) of 1.25 mg/mL and 0.17 mg/mL for amylase and for lipase, respectively. The data obtained
suggest that the purple tea extract, thanks to its inhibitory activities on digestive enzymes, may be an
adjunct or even serve as a basis for a future drug useful in the control of obesity and diabetes.

Key words: Purple tea, inhibition of digestive enzymes, lipase, amylase.

INTRODUCAO

A obesidade e o diabetes sdao problemas de saude publica mundial, com custos sociais
incalculaveis (GAMBOA-GOMEZ et al., 2015). Muitos medicamentos tem sido utilizados
para controlar tanto a obesidade quanto o diabetes ao longo dos anos. Muitos destes
medicamentos causam sérios efeitos adversos, como dor abdominal, flatuléncia, diarreia e

diminuicdo da absor¢do de vitaminas (KANG; PARK, 2012). Por esta razdo, compostos
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naturais tém sido explorados como potenciais ferramentas seguras no tratamento da obesidade
e do diabetes. Alimentos ricos em compostos fenolicos da dieta t€ém atraido muito interesse
devido as suas propriedades bioldgicas benéficas, que podem desempenhar um papel
importante na manuten¢do da saide humana. Diversos estudos demonstraram que extratos
vegetais ricos em compostos fenolicos, como acidos fendlicos, flavonoides e antocianinas,
tém efeitos inibitorios contra lipases e amilases e poderiam, em tese, serem utilizados para
redugdo da absorcao de lipideos e carboidratos complexos, respectivamente (CHIOU et al.,
2018).

Os chas provenientes das folhas de Camellia sinensis sdo ricos em compostos
fenolicos e antioxidantes. O ché verde, obtido das folhas secas ndo fermentadas da planta ¢ o
mais conhecido deles, ¢ muitos estudos associam o seu consumo a diversos beneficios a
saude como prevengao de ganho de peso corporal, controle e prevencao de diabetes, doengas
cardiovasculares, cancer e outras doencas (YANG; WANG; SHERIDAN, 2018).

O cha roxo ¢ obtido de uma nova variedade da planta Camellia sinensis desenvolvida
no Quénia. A coloragdo do cha roxo ¢ devida ao seu mais elevado teor em antocianinas, que
podem estar associadas as suas multiplas propriedades funcionais, incluindo propriedades
antioxidantes, quimiopreventivas, antibacterianas, antiangiogénicas, anti-inflamatorias e anti-
ateroscleroticas, podendo ainda ser utilizado como corante natural (KERIO et al., 2012). Até o
momento, nenhum estudo foi realizado para avaliar uma provavel acdo inibitoria do cha roxo
sobre as enzimas digestivas o que poderia torna-lo um coadjuvante ou mesmo servir de base
para um futuro farmaco util no controle da obesidade e diabetes. Assim, o objetivo desse
estudo foi avaliar o potencial inibitério do cha roxo (Camellia sinensis) sobre as enzimas

amilase e lipase pancreaticas.

REFERENCIAL TEORICO

Nos ultimos anos a obesidade e o diabetes estdo cada vez mais comuns,tornando-se
desafios clinicos e de satde publica em todo o mundo. A urbanizacdo, sedentarismo e
ingestdo excedente de energia e alimentos industrializados sdo algumas das causas do
aumento de casos (KAUR; JAYASEKERA; MOUGHAN, 2014). Um dos tratamentos mais
comuns da obesidade e do diabetes envolve a prescricio de inibidores enzimaticos, que
reduzema absorcao de acidos graxos e glicose pelas células intestinais. Isso ocorre devido as
enzimas digestivas amilases e lipases serem responsaveis pela hidrolise dos carboidratos
complexos e lipidios da dieta (AWOSIKA; ALUKO, 2019).Alguns exemplos de farmacos

utilizados nesta abordagem farmacoldgica sdo a acarbose, inibidor das amilases e orlistat,
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inibidor da lipase pancreédtica. Tais medicamentos provocam efeitos colaterais negativos
como, desconforto gastrointestinal, flatuléncia, colicas abdominais e diarréia (AWOSIKA;
ALUKO, 2019; GUTIERREZ-GRIJALVA et al., 2019).

Acredita-se que diferentes moléculas encontradas em partes de plantas (folhas, frutos,
cascas, etc) possam ser uteis na preven¢do e no tratamento da obesidade e diabetes. Tal
possibilidade, muito explorada nos ultimos anos, demonstra grande potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos seguros e eficazes (ERCAN; EL, 2016; AWOSIKA;
ALUKO, 2019). Os chas sao 6timas alternativas no controleda obesidade e diabetes devido a
ligacdo de seus polifendis e da cafeina aos lipidios e proteinas (incluindo inibi¢cdes das
enzimas digestivas) resultando em uma menor absor¢do de macronutrientes (YANG et al.,
2018).

As principais enzimas envolvidas na hidrolise de carboidratos e gorduras, sdo: alfa-
amilases e alfa-glicosidase e a lipase, respectivamente (ERCAN; EL, 2016). A alfa-amilase
(EC 3.2.1.1) juntamente com a alfa-glicosidase (EC 3.2.1.20) sdo as principais enzimas
envolvidas na hidrélise de polissacarideos complexos. A alfa-amilase hidrolisa os
polissacarideos em oligossacarideos e a alfa-glicosidase catalisa a etapa final da hidrolise
liberando os monossacarideos absorviveis para entrar na corrente sanguinea (TRINH;
STAERK; JAGER, 2016). Potenciais inibidores das enzimas a-amilase e a-glucosidase
podem ser usados clinicamente como agentes quimioterapéuticos para o tratamento do
diabetes e da obesidade, pois os mesmos causam uma redug¢ao da absorcdo de glicose e
impedem a elevacao da glicemia pos-prandial (XU et al., 2018; HAMEED et al., 2019).

A lipase pancreatica (EC 3.1.1.3) ¢ uma enzima essencial para a digestdo de gorduras
alimentares no limen intestinal. Essa enzima ¢ secretada pelo pancreas e catalisa rapidamente
a hidrélise do triglicerideo (TAG) em um 2-monoglicerideo e dois acidos graxos livres
(MUKHERIJEE, 2003). Portanto, a inibicdo da lipase pancreatica diminui os acidos graxos
livres e os monoacilglicer6is no limen intestinal, resultando em menor absor¢ao dos TAG da
dieta (SOSNOWSKA et al., 2015).

As folhas de cha (Camellia sinensis) sao uma valiosa fonte de produtos metabdlicos
secundarios, incluindo flavondides, alcaldides, polissacarideos entre outras. Entre esses
metabolitos secundarios, os flavondides (que compreendem polifenois, flavonas, flavanonois
e antocianinas) sdo micronutrientes com varios efeitos benéficos para a satde humana,
exercendo papéis protetores contra doengas cardiovasculares, doengas inflamatorias e cancer
(SINGH; AKHTAR; HAQQI, 2010; NAMAL SENANAYAKE, 2013).

O cha roxo ¢ uma variedade rara de cha cultivada no Quénia. E elaborado a partir de
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uma nova variedade mestica da folha do cha comum, Camellia sinensis, da qual derivam os
chés preto, branco e verde. Esta nova variedade da planta classica de cha foi desenvolvida
apenas recentemente e ¢ exclusiva do Quénia. Comparado com o cha convencional, o cha
roxo ¢ rico em antocianinas que tem multiplas propriedades funcionais, incluindo
propriedades antioxidantes, quimiopreventivas, antibacterianas, antiangiogénicas, anti-
inflamatorias e anti-ateroscleroticas, podendo ainda ser utilizado como corante natural
(KERIO et al., 2012). Apesar de a acao inibitéria do chéd verde sobre as amilases e lipases ja
terem sido relatadas, nenhum estudo foi realizado com o chd roxo, o que justifica este

trabalho.

METODOLOGIA

A pesquisa realizada foi de natureza quantitativa experimental. Folhas do cha roxo do
Quénia foram adquiridas da empresa em Justea.com, Vancouver, Canadd. Os extratos foram
preparados de acordo com o protocolo descrito previamente (LOCHOCKA et al., 2015). As
folhas de cha (100 g) foram moidas, fervidas em agua destilada (1 L) e subsequentemente
agitadas durante 15 minutos a 70 °C (repetido 3 vezes). Os extratos coletados foram filtrados,
congelados, liofilizados e guardados a —20 °C. A a-amilase pancreatica suina (tipo IV-B),
lipase pancredtica suina (tipo II), amido de batata e p-nitro-fenil-palmitato (substrato sintético
da lipase) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Para avaliacdo da inibigdo da amilase pancreatica, medidas de velocidade de reacao
foramrealizadas a 37°C em tampao fosfato 20 mM, pH 6,9 com 6.7 mM de NaCl (KATO et
al., 2017). Amido de batata a diferentes concentracdes foi utilizado como substrato.
Experimentos foram conduzidos na auséncia (controle) e na presenga de duas diferentes
concentragdes do extrato de cha roxo. Os aglcares redutores produzidos a partir da hidrélise
do amido foram quantificados pelo método do acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS), usando
glicose como padrao (MILLER, 1959). O grupo aldeido do agucar redutor converte 3,5
dinitrosalicilato em 3- amino 5-nitrosalicilato, forma reduzida do DNS. Este absorve luz em
540nm. A absorbancia determinada ¢ diretamente proporcional a quantidade de agucar
redutor.

Para avaliagdo da inibicdo da lipase pancredtica, as velocidades de reacdo foram
determinadas espectrofotometricamente a 410nm, usando p-nitrofenil-palmitato como
substrato (OLIVEIRA et al., 2015). O substrato foi preparado em isopropanol e sonicado até
completa solubilizagdo. No momento do uso, a solugdo estoque foi diluida com isopropanol
até a concentracdo de 0,5mg/mL. A lipase pancredtica de porco foi solubilizada em tampao
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Tris-HCI (pH 8.0) na concentracdo de 2 mg/mL. Apds a centrifugagdo da suspensdo (2.000g,
15 min.), o sobrenadante foi usado como fonte enzimatica. O meio de reacdo que continha
100 mM tampao Tris-HC1 (pH 8.2) e diferentes concentracdes de substrato p-nitrofenil
palmitato foi incubado a 37 °C. Um volume de 0,1 mL da lipase foi adicionado ¢ a reagdo foi
permitida ocorrer por 10 minutos na mesma temperatura. A reacdo foi interrompida por
fervura. Apos centrifugagdo, a absorbancia do sobrenadante, que contém o ion p-nitrofenolato
liberado do substrato p-nitrofenil-palmitato, foi lida a 410 nm contra uma solucdo de branco
contendo enzima desnaturada. Para avaliar a inibicdo do extrato de chad roxo, a enzima foi
previamente incubada por 10 min. com duas diferentes concentragdes do extrato e em
seguida, a reagdo foi desenvolvida como descrito para o controle.

O software Scientist da MicroMath Scientific Software (Salt Lake City, UT) foi usado
para ajustar as equacdes de velocidade as velocidades iniciais experimentais através de um
ajuste iterativo ndo-linear de minimos quadrados. A decisdo sobre o modelo cinético mais
adequado (equacgdo) foi baseada no critério de sele¢do modelar (MSC, model selection
criterium) € nos desvios padrdes dos parametros otimizados. O MSC, que corresponde ao

critério de informacao normalizado de Akaike, ¢ definido como (AKAIKE, 1974):

i‘/\]i(Yobsi _Yobs)Z
MSC=1n| = % 1)

n
Zwi (Yobsi R Ycali )2
i=1

Yobs sd0 as velocidades experimentais de reacdo, Y, a velocidade de reacdo experimental

média, Yca as velocidades de reacdo calculadas, w o peso de cada ponto experimental, n o
numero de observagdes, € p o numero de parametros da equagdo. No presente trabalho, o
modelo com o maior valor de MSC foi considerado o mais apropriado, desde que os
parametros estimados tenham apresentado sinal positivo. Quando os valores de MSC
diferiram em menos de 5%, o modelo com os menores desvios padrdes dos parametros

estimados foi considerado como o mais apropriado.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para investigar a influéncia da concentragdo do substrato na ac¢do inibitdria do extrato
de cha roxo, as velocidades iniciais de reagdo foram medidas variando simultaneamente as

concentragdes do substrato e do inibidor (extrato de cha roxo). Os resultados estao mostrados
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na Figura 1.

Figura 1. Efeitos do extrato do cha roxo sobre as velocidades iniciais de hidrélise do amido catalisada pela o-
amilase pancreatica suina a diferentes concentracdes de amido e do extrato de cha roxo. Cada ponto
experimental ¢ a média de trés determinagdes. As linhas que percorrem os pontos experimentais foram
calculadas usando os pardmetros otimizados obtidos pelo ajuste da equagdo (2) aos dados experimentais por
meio de um procedimento ndo linear de minimos quadrados.

—@— Controle

0,7 A —@— Extrato de cha roxo (0,5 mg/mL)
= —@— Extrato de cha roxo (1,0 mg/mL)
£ 06- ®
g J
3 ([ )

0,5 (]
5 27 e
Q

0,4
O Y,

[ )
g [ J
3 0,34
g [ J
S 0,2 * °
©
)
2 0,1
0 T T T T |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentracao de amido ([S]; g/100 mL)

Fonte: Propria (2021)

A dependéncia da atividade da a-amilase pancreatica da concentracdo do substrato mostra a
curva de saturagdo usual, conforme relatado previamente (DA SILVA et al., 2014). As duas
curvas de saturacao obtidas com as duas concentra¢des de extrato de cha roxo correm abaixo
da curva-controle, denotando inibi¢do. Foram feitas tentativas para ajustar varias equagoes
cinéticas que descrevem a inibi¢do ndo competitiva, mista ou competitiva para todo o
conjunto de dados por meio de um procedimento de minimos quadrados nao linear. Com base
nos critérios estatisticos delineados na se¢do Materiais ¢ Métodos, a equacdo que deu o

melhor ajuste aos dados experimentais foi a seguinte:

V_ 8]

max

KM[1+ [_1]2 2j+[S]
(K1)

il

V=

2)

Na equacgao acima, Km € a constante de Michaelis, Vmax corresponde a velocidade méxima e

K, ¢ a constante média de inibicdo. A equacdo descreve uma inibicdo competitiva

1
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parabdlica em que IEI ¢ o complexo enzima-inibidor predominante (DA SILVA et al., 2014).
Os valores dos parametros otimizados e indicadores de qualidade de ajuste sdo: Kwm, 0,270 +

0,047 g/100 mL; Vmax, 0,782 £ 0,046 pmol/min; K,, 0,589 + 0,242 mg/mL; soma dos

quadrados dos desvios, 0,0185; MSC, 3,402; correlacao, 0,98. A formagdo dos complexos IES
ou IESI ndo pode ser detectada com os dados mostrados na Figura 1 porque todas as
tentativas de ajustar as equagdes de velocidade pertinentes produziram valores tendendo ao
infinito para as constantes de inibi¢do correspondentes.

A ampla predominancia do componente competitivo na inibi¢do causada pelo extrato
de cha roxo implica em que o grau de inibi¢do devera variar com a concentracao do substrato.
Isso pode ser demonstrado usando os parametros cinéticos otimizados para calcular os valores
de ICso (concentragao de inibidor que causa 50% de inibi¢do) em funcao da concentracdo de

substrato (amido) por meio da equagao:

T ﬂ 1/2
IC;, {(Kn) (H K., ﬂ (3)

Os resultados desses célculos sao mostrados na Figura 2 e revelam que em altas
concentracoes de amido o valor de ICso ¢ 1,25 mg/mL, mas se aproxima do valor da

constante de inibi¢do do composto (K, = 0,59 mg/mL), quando a concentra¢do de substrato ¢

diminuida. Em outras palavras, o grau de inibicdo aumenta a medida que a concentracao de
substrato diminui.

Quando comparamos os valores obtidos deste estudo com o chd roxo com trabalhos ja
realizados com o cha verde (ICso de 4,02 mg/mL, GAO et al., 2013), podemos notar que o cha
roxo exerce um efeito inibidor maior. Alguns estudos consideram as antocianinas como
potenciais inibidoras da a-amilase, além de melhorar a sensibilidade das células a insulina
(GUO et al., 2008; HOMOKI et al., 2016; CHEN et al., 2019). Também ja foi sugerido a
existéncia de uma correlagao significativa entre as antocianinas do ché roxo e a sua atividade

antioxidante (LV et al., 2015).
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Figura 2. Valores calculados de ICsy do extrato de cha roxo em fun¢@o da concentragdo do substrato (amido). Os

valores de ICsy foram computados através da equacdo (3), usando os parametros otimizados.
1,4

1,3
1,2
1,17
1,0
0,91
0,81

ICs0 (mg/mL)

0,7
0,6

0,51

0,4 T T T T T T T T T 1
o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
Concentragao de amido ([S]; g/100 mL)

Fonte: Propria (2021)

A atividade inibidora do extrato de cha roxo sobre a lipase pancredtica esta ilustrada
pela Figura 3. De forma andloga ao que foi feito com a a-amilase, as velocidades iniciais de
reagdo foram medidas variando simultaneamente as concentragdes do substrato (p-nitrofenil-
palmitato) e do extrato de cha roxo. A curva de saturagdo da enzima para com o substrato
utilizado apresentou o ja relatado indicio de uma inibi¢ao por substrato (ALVES CASTILHO
et al., 2021). Cada uma das duas concentracdes do extrato de cha roxo utilizadas comprimiu a
curva de saturagdo, sendo que este efeito intensificou-se quando a concentracio foi aumentada
de 50 para 200 pg/mL.

Para extrair das curvas de concentracdo parametros quantitativos, foram feitos
tentativas de ajuste a diferentes modelos cinéticos, conforme delineado na se¢ao de materiais
e métodos. A equacdo que melhor descreve o conjunto de dados da Figura 3 ¢ uma funcdo que

incluir a inibi¢do por substrato e a formagao dos complexos IEI e IESI:

Vmax [S]

KM(H [_I]ZZJHS][H E]ZZJ(H [S] j
(Ki) Ko N (Ky) @

V=
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Figura 3. Efeitos do extrato do cha roxo sobre as velocidades iniciais de hidrdlise do p-fenil palmitato catalisada
pela lipase pancreatica suina a diferentes concentragdes do substrato. Cada ponto experimental ¢ a média de duas
determinagdes. As linhas que percorrem os pontos experimentais foram calculadas usando os parametros
otimizados obtidos pelo ajuste da equacgdo (4) aos dados experimentais por meio de um procedimento ndo linear
de minimos quadrados.

—@— Controle
—@— Extrato de cha roxo (50 pg/mL)
1,2 —@— Extrato de cha roxo (200 pg/mL)

Velocidade de reagao (v; umol/min)

0 50 100 150 200 250 300
Concentragéo de p-nitrofenil-palmitato ([S]; uM)
Fonte: Propria (2021)

Kis ¢ a constante de inibicdo pelo substrato, K, reflete uma média das constantes de
dissociagdo do complexo IEI e K, representa a média das constantes de dissociagdo do

complexo IESI. A Figura 3 permite comparar as curvas experimentais (pontos experimentais)
com as curvas calculadas utilizando a equagao (4) e os parametros otimizados. Embora haja
uma certa dispersdao dos dados, as curvas calculadas nao mostram nenhum desvio sistematico
das curvas experimentais. E preciso notar que o valor de K,, ¢ bem maior do que K, o que
denota que o complexo IEI forma-se mais facilmente do que o complexo IESI. O componente
competitivo, portanto, € mais acentuado que o componente ndo-competitivo. Mas foi possivel
detecta-lo, ao contrario do que ocorreu com a inibicdo da a-amilase IESI ndo pode ser
detectada. Os valores dos pardmetros otimizados e indicadores de qualidade de ajuste sdo:

Kwm, 61,17 £ 18,59 uM; Vmax, 1,79 £ 0,30 pmol/min; Kis = 468,65 £ 215,62; K, , 67,39 £ 33,0

ug/mL; K.,, 317,31 & 324,86 ug/mL; soma dos quadrados dos desvios, 0,0512; MSC, 3,54;

29
correlagao, 0,99.

A exemplo do que foi feito com a a-amilase ¢ de interesse verificar também para a
lipase como se comporta o ICso em funcdo da concentracdo do substrato. A equacdo
correspondente serd mais complexa, devido ao fato de que a equagdo de velocidade também ¢

mais complexa. A seguinte equagao ¢ valida:
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A equacdo (5) converge para a equagdo (3), no entanto, se ndo houver inibi¢do por substrato
(Kis — o) e ndo houver a formagdo do complexo IESI (K, —> o). No grafico da Figura 4
foram representados os valores calculados de ICso em funcdo da concentracdo do substrato
utilizando a equagdo (5) e os valores otimizados dos parametros cinéticos. E bem nitido o fato
de que o valor do ICso aumenta com incrementos na concentragao do substrato, o que se deve
em boa parte ao fato de que o componente competitivo predomina amplamente sobre o
componente ndo-competitivo. Note-se que quando [S] tende a zero o valor do ICso tende a um
valor limite que corresponde ao valor de K, (67,39 pg/mL), enquanto o ICso ¢ 170 pg/mL
para concentragdo saturante de substrato

Figura 4. Valores calculados de ICsp para a inibicdo da lipela pelo extrato de chd roxo em fungdo da

concentragdo do substrato (p-nitrofenil-palmitato). Os valores de ICso foram computados através da equacao (5),
usando os parametros otimizados.

200

170

-

>

o
|

)
|

80

50 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentragéo de p-nitrofenil-palmitato ([S]; uM)
Fonte: Propria (2021)

Agora que os dados cinéticos para a lipase e a a-amilase estdo disponiveis pode-se
comparar as acdes inibidoras do extrato do ché roxo sobre as duas enzimas. Os componentes

do chd roxo formam o complexo IEI com as duas enzimas. No caso da a-amilase, a constante

de dissociagio correspondente (K,,) foi igual a 0,59 mg/mL enquanto que para a lipase o

[11]
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valor foi 0,067 mg/mL. Portanto, os inibidores do cha roxo ligam-se 8,8 vezes mais
fortemente a lipase do que a a-amilase. Isto reflete-se também nos valores de ICso, que sao
bem menores no caso da lipase em comparacao com os valores encontrados para a a-amilase.
A previsdo que pode ser feita em relacao aos possiveis efeitos dos extratos do cha roxo sobre
a absorc¢do (digestdo) do amido e dos triglicerideos, ¢ que a acdo sobre esta Gltima devera ser
bem mais potente. A¢do bem mais potente, por sua vez, significa doses menores. A diferencga
de 8,8 vezes na poténcia inibidora permite vislumbrar que seja possivel inibir fortemente a
absor¢do de gorduras com uma determinada dose a par de uma absor¢do pequena ou
moderada da absor¢ao do amido.

Viarios estudos tem sugerido o uso de extratos naturais que possuem alto potencial
para inibir a atividade da lipase pancreatica, € minimizar os efeitos colaterais normalmente
provocados por farmacos usuais (SEYEDAN et al., 2015; VIJAYARAJ; NAKAGAWA;
YAMAKI, 2019). Quando se trata da relacdo dos chas provenientes da Camellia sinensis
alguns estudos também sugerem seu potencial uso como inibidores da lipase. Os chas preto,
verde e branco e seus polifendlicos ja tiveram suas atividades inibidoras de lipases
comparadas (HE; LV; YAO, 2007; GONDOIN et al., 2010). Em um estudo utilizando
diferentes plantas mediterraneas, os autores avaliaram a atividade inibitéria da lipase
pancreatica in vitro de extratos liofilizados e correlacionaram esta inibi¢gdo ao teor em
antocianinas dos materiais (FABRONI et al., 2016). Mais recentemente, Castilho et al
(2021), avaliaram o efeito inibitério da casca jabuticaba sobre a amilase e lipase pancreaticas.
Entretanto neste estudo, os efeitos inibitdrios ndo puderam ser correlacionados com os teores

de cianidina-3-0-glucosideo composto presente em maior quantidade na casca.

CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de chd roxo demonstrou ser inibidor das enzimas digestivas, a-amilase e
lipase pancreaticas. O efeito inibidor foi muito mais potente para a lipase pancreatica. Os
dados obtidos sugerem que o extrato de cha roxo pode ser util no tratamento da obesidade e
da diabetes. Futuros estudos usando modelos animais ¢ humanos sao necessarios para

confirmar os resultados obtidos a partir desta inibi¢ao in vitro.
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