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RESUMO

A inibicdo transitdria de enzimas digestivas de carboidratos tem sido amplamente utilizada
como estratégia terapéutica coadjuvante para o tratamento da diabetes mellitus (tipo 1), sendo
a acarbose (AC), o miglitol e o voglibol os medicamentos mundialmente comercializados. No
entanto, o baixo potencial antiglicante e a presenca de diversos efeitos colaterais, como
complicacdes gastrointestinais associada a estes medicamentos tem motivado a busca por novos
inibidores de enzimas digestivas de carboidrato. O potencial inibitério de derivados da
curcumina (produto natural) na a¢do de enzimas como a a-amilase e a-glicosidase tem sido
reportado na literatura como uma estratégia promissora para o tratamento do diabetes
mellitus.Diante disso, onze compostos derivados da curcumina foram sintetizados e
caracterizados em relagdo sua acdo como inibidores da a-amilase ¢ a-glicosidase. Dessa forma,
realizou-se uma triagem dos derivados de curcumina por meio da atividade inibitdria frente as
enzimas, estudos cldssicos de cinética e inibi¢cdo (in vitro) e avaliacdo da capacidade
antioxidante (DPPH® e ABTS*"*). Por conseguinte, sendo o composto mais promissor (6)
selecionado para estudos biofisicos explorando ensaios tedricos (docking molecular) e
experimentais. Inicialmente um ensaio screening empregando 150 M para todos 0s compostos
foi realizado, a fim de verificar o potencial destes para inibir da a-amilase (1 U mL™). Neste
ensaio, apenas quatro derivados apresentaram inibicdo superior a 50% e destes, apenas o0 6 teve
potencial inibitério semelhante a AC, o qual apresentou ICsp = 18,50 + 0,31 uM. Em ensaio
similar para a-glicosidase (0,02 U mL™) aplicando concentragdo Unica de 250 uM dos
compostos, foi possivel verificar que apenas seis compostos expressaram atividade inibitoria
acima de 50%, sendo o derivado 7 mais ativo com ICso = 17,67 £ 0,58 uM, enquanto AC
apresentou ICsp de 19+ 03 UM (a-amilase) e 205 + 0,9 uM (a-glicosidase). Os derivados 6 e 7
foram classificados como inibidores mistos a partir dos ensaios de cinética classica para ambas
as enzimas avaliadas. Nos ensaios antioxidantes, o derivado de curcumina 6 foi 0 mais ativo,
apresentando os menores valores de 1Cso para ambos os radicais avaliados (DPPH* e ABTS*"),
comparativamente aos outros derivados. Estudos teéricos empregando docking molecular
foram concordantes com 0s ensaios enzimaticos experimentais, sendo 6 e 7, 0s compostos com
melhor interagdo frente as enzimas o-amilase e a-glicosidase, respectivamente. Neste sentido,
6 foi selecionado para os estudos biofisicos empregando a-amilase como modelos de enzima.
Diante disso, com o aumento da temperatura (22 a 38°C) se observou valores inversamente
proporcionais da constante de Stern-Volmer (Ksv) caracterizando um perfil de processo por
guenching estatico, o qual foi confirmado a partir dos valores da constante da taxa de extin¢édo
biomolecular (pois Kq > 2,0x10'° M s1). As principais interagdes intermoleculares presente
entre a a-amilase com 6 foram por ligacdo de hidrogénio e forcas de Van der Waals. Além
disso, foi possivel verificar que o processo de interacdo entre a enzima e o ligante foi
termodinamicamente espontaneo (AG < 0). Por fim, o composto 6 demonstrou ser uma
molécula com potencial acéo inibitoria das enzimas digestivas de carboidratos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; Enzimologia; Inibi¢do enzimatica; Anti-hiperglicémico.



ABSTRACT

The transient inhibition of carbohydrate digestive enzymes has been widely used as an adjuvant
therapeutic strategy for the treatment of diabetes mellitus (type IlI), with acarbose (AC), miglitol and
voglibol being the drugs sold worldwide. However, the low anti-glycating potential and the presence of
several side effects, such as gastrointestinal complications associated with these medications, have
motivated the search for new carbohydrate digestive enzyme inhibitors. The inhibitory potential of
curcumin derivatives (natural product) on the action of enzymes such as a-amylase and a-glucosidase
has been reported in the specialized literature, therefore, the evaluation of similar compounds becomes
a promising strategy for this purpose. Therefore, eleven compounds derived from curcumin were
synthesized and characterized in relation to their action as inhibitors of a-amylase and a-glucosidase.
Thus, a screening of curcumin derivatives was carried out through inhibitory activity against enzymes,
classical kinetic and inhibition studies (in vitro) and evaluation of antioxidant capacity (DPPH" and
ABTS™), being the most promising compound (6) selected for biophysical studies exploring theoretical
(molecular docking) and experimental tests. Initially, a screening assay using 120 uM for all compounds
was carried out in order to verify their potential to inhibit a-amylase (1 U mL™?). In this assay, only four
derivatives showed inhibition greater than 50% and of these, only 6 had an inhibitory potential similar
to AC, which presented 1Cso = 18.50 + 0.31 uM. In a similar assay for a-glucosidase (0.02 U mL™?)
applying a single dose of 250 uM of the compounds, it was possible to verify that only six compounds
expressed inhibitory activity above 50%, with derivative 7 being more active with ICsp = 17 .67 + 0.58
KM, while AC presented ICso of 19+ 03 uM (a-amylase) and 205 + 0.9 uM (a-glucosidase). Derivatives
6 and 7 were classified as mixed inhibitors based on classical kinetics assays for both enzymes evaluated.
In the antioxidant assays, curcumin derivative 6 was the most active, presenting the lowest ICsy values
for both radicals evaluated (DPPH" and ABTS™"), compared to the other derivatives. Theoretical studies
using molecular docking were in agreement with experimental enzymatic tests, with 6 and 7 being the
compounds with the best interaction with the enzymes a-amylase and a-glucosidase, respectively. In
this sense, 6 was selected for biophysical studies using a-amylase as model enzymes. Therefore, with
the increase in temperature (22 to 38°C), inversely proportional values of the Stern-Volmer constant
(KSV) were observed, characterizing a process profile by static quenching, which was confirmed based
on the values of the extinction rate constant. biomolecular, since Kq > 2.0x1010 M-1 s**. The main
intermolecular interactions present between a-amylase and 6 were through hydrogen bonding and Van
der Waals forces. Furthermore, it was possible to verify that the interaction process between the enzyme
and the ligand was thermodynamically spontaneous (AG < 0). Finally, compound 6 demonstrated to be
a molecule with potential inhibitory action on carbohydrate digestive enzymes.

Keywords: Diabetes mellitus; Enzymology; Enzyme inhibition; Antihyperglycemic
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1 INTRODUCAO GERAL

Os carboidratos sdo biomoléculas derivadas de aldeidos e cetonas que apresentam
variado numero de grupos hidroxilas em sua composicao (Drula et al., 2022). Esta classe
de compostos bioldgicos desempenha papel fundamental no desenvolvimento e
homeostase da vida, uma vez que atua na comunicagdo e interacdo com outras moléculas
presentes no ambiente da célula, intermedidrios metabdlicos e, principalmente, como
fonte principal de energia (Podlogar; Wallis, 2022).

Essas enzimas sdo classificadas de acordo com a regido de acdo catalitica e
substrato como a a-amilase (a-1,4 glicano-4-glicano-hidrolase, E.C. 3.2.1.1) ¢ o-
glicosidase (a-D-glicosideo-glicohidrolases, E.C. 3.2.1.20), por exemplo. Diante do
exposto, inibidores sintéticos destas enzimas como miglitol, voglibol e acarbose foram
desenvolvidos, a fim de diminuir o quadro clinico hiperglicémico, p6s-prandial, em
individuos com diabetes mellitus tipo I1 (DM-I1) (Devi et al., 2023). Entretanto, a maioria
dos pacientes durante o tratamento da patologia para de usar estes medicamentos, devido
seus efeitos colaterais como nauseas, diarreia, hipoglicemia, flatuléncia, e distensdo
abdominal, além do baixo potencial antiglicante (Sun et al., 2023).

Sendo assim, alguns estudos vém demonstrando os potenciais de inibicdo de
glicacdo de compostos fendlicos de origem natural, como de Curcuma longa Linn. (C.
longa), frente a atividade catalitica das enzimas digestivas de carboidratos (Oliveira et
al., 2023). Um desses compostos fendlicos € a curcumina, que se apresenta como um po
alaranjado, pouco soltvel em &gua, sendo caracterizado por trés grupos funcionais em sua
estrutura quimica, sendo dois grupos fenolicos e duas duplas liga¢bes conjugadas, além
de uma porgdo B-dicetona (e respectivo tautbmero ceto-enol) (Lan et al., 2023).

Foi verificado que a curcumina alivia os sintomas do DM-II, por meio da atuacéo
de inibi¢do da atividade catalitica das enzimas digestivas de carboidrato, melhorando a
funcdo das células beta, além da atividade antiglicante, antioxidante e anti-inflamatoria
(Ezati et al., 2023). Somando-se a isto, foi verificado que ha possibilidade de melhorar o
potencial anti-hiperglicémico por meio da modificacdo estrutural da molécula (Shen et
al., 2023). Neste sentido, esteve trabalho teve por objetivo investigar o potencial de
inibicdo de compostos derivados de curcumina frente a atividade catalitica das enzimas
envolvidas no metabolismo de carboidratos.

Diante do exposto, 11 derivados sintéticos de curcumina foram avaliados como

inibidores de a-amilase e a-glicosidase relacionado ao perfil da cinética de inibicéo, valor

14



da concentracdo de um inibidor necesséria para diminuir pela metade (50%) a atividade
enzimatica (ICso), avaliagdo da capacidade antioxidante, e estudos biofisicos explorando
técnicas espectroscopicas e estudos tedricos. Logo, este trabalho visa proporcionar
conhecimento acerca das interagcdes das enzimas frente os derivados curcuminoides,
auxiliando da compreensédo dos efeitos destes na atividade das enzimas digestivas de
carboidrato avaliadas e, desta forma, selecionar compostos promissores, com futuro
potencial para aplicacdo biotecnoldgica, considerando o tratamento do diabetes mellitus

tipo 11, por exemplo.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Enzimas

As enzimas sdo biomoléculas, sendo a maioria de origem proteica, que atuam
como catalizadores bioldgicos, fundamentais para o desenvolvimento e manutencéo da
vida (Nelson; Cox, 2017).

Somando-se a isto, compreende-se que muitas enzimas dependem de cofatores
para que ocorra sua atividade catalitica, isto porque mesmo o papel do cofator varie de
enzima para enzima, sua presenca estabiliza a estrutura tridimensional da enzima
acarretando uma melhor atividade catalitica (Chen; Arnold, 2020).

A principal propriedade catalitica das enzimas é acelerar as rea¢fes quimicas, por
meio da diminuicdo da energia livre de ativacdo. Entretanto, as enzimas ndo tém o poder
de alterar o equilibrio das reacGes, alterando apenas a velocidade da reacdo através da
formacdo dos estados de transicdo. Com isso, a primeira etapa da catélise é a formacéo
de um sistema, sendo o complexo “enzima-substrato”, no qual sdo ligados por meio de
interacdes intermoleculares em uma regido especifica da enzima denominada de sitio
ativo (Bisswanger, 2017).

Os sitios ativos variam de acordo com o tipo de enzima, no entanto apresentam
caracteristicas em comum, como uma regido que mais contribui para a diminuicdo da
energia livre de ativacdo da reacao; contém residuos de aminoacidos que irdo participar
de forma direta na quebra e geracao das ligaces quimicas; em relacéo ao volume total de
uma enzima, o sitio ativo ocupa relativamente uma parte pequena; a especificidade entre
a enzima e o substrato € dependente do arranjo espacial dos atomos presentes no centro
ativo do catalizador (Nelson; Cox, 2017; Zhang et al., 2022).

Uma forma de compreender como as enzimas funcionam é o estudo destas por
meio das propriedades cinéticas com o uso da equacdo de MichaelisMenten. Logo, uma
alternativa simples para avaliar a cinética enzimética € por meio do acompanhamento do
aumento da concentracdo do substrato em relacdo a formagéo do produto. Com isso, é
possivel determinar os parametros cinéticos como os valores a constante de Michaelis
(Vmax) € a velocidade média (Km). No entanto, para rastrear os valores precisos destes
parametros € necessaria a realizagdo de uma transformacao dos dados a fim de fornecer
um grafico em linha reta. Para isso, ¢é feito um grafico de dupla reciproca ou grafico de

Lineweaver-Burk,. De forma geral, K € uma medida de eficiéncia catalitica da enzima
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em relacdo ao tipo de substrato, além de fornecer qual a concentragéo de substrato que é
necessaria para ocorrer a reacao catalitica de forma significativa (Kari et al., 2017).

Além das propriedades cinéticas, os parametros termodinadmicos sdo fundamentais
para a compreensdo das enzimas. Isto porque, para compreender melhor as operagdes
cataliticas das enzimas, é necessario considerar as propriedades termodinamicas das
reacOes. Primeiramente, avaliar a diferenca entre a energia livre entre os reagentes e
produtos, bem como a energia livre de ativacdo da reacdo. Com isso, € possivel avaliar a
espontaneidade da reacdo. Logo, para que uma reagdo seja espontanea é necessario que o
valor da energia livre seja negativo, caso contrario a reacdo sera endergénica (Alberty,
2006; Nelson; Cox, 2017).

Ha diversos fatores que podem afetar a atividade catalitica das enzimas como pH,

temperatura e compostos quimicos inibidores ou ativadores. Os inibidores s&o
fundamentais para regular os sistemas bioldgicas, sendo bastante utilizados no campo da
medicina para controle de algumas doencas como é o caso do diabetes mellitus e
enfermidades virais (Nelson; Cox, 2017).
Qualquer substancia que ao interagir com enzima reduza sua velocidade da reacéo, bem
como, a formacgao de produtos pode ser classificada como um potencial inibidor. Do ponto
de vista fisiologico, a utilizacdo de inibidores competitivos representa uma ferramenta
fundamental para obter informacGes sobre a especificidade da enzima, mecanismo
cinético, estrutura fisica e quimica, bem como, compreensdo da microrregido do sitio
ativo (Leone, 2021).

Os inibidores enzimaticos podem ser classificados como reversiveis e
irreversiveis por meio das interagdes intermoleculares entre o inibidor e a enzima
(Zollner, 1989; Sellergren, 2010). No que compete ao mecanismo de inibicao irreversivel,
a ligacdo intermolecular entre a molécula ligante frente a enzima é por meio da ligacdo
covalente. Neste caso, mesmo que haja um aumento da concentragao do substrato no meio
reacional, o efeito inibidor ndo sera retirado.

De forma contraria, os inibidores reversiveis sdo compreendidos pelo fato da
interacdo proteina ligantes ndo ser do tipo covalente.Assim, quando ha um aumento da
concentracdo do substrato, consequentemente ha a retirada do efeito inibidor. Ja para os
inibidores reversiveis, uma forma de distingui-los é por meio do mecanismo cinético da
reacdo, podendo ser classificado como competitivo, incompetitivo, ndo competitivo ou

misto, conforme a Figura 1 (Leone, 2021).
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Figura 1. Representacdo geral dos modelos cléssicos de inibicdo enzimatica reversiveis. (A)
modelo de uma inibicdo competitiva classica, (B) modelo de uma inibi¢do incompetitiva classica,
(C) modelo de uma inibicdo ndo competitiva classica, (D) modelo de uma inibicdo mista cléssica.
Sendo que: E: significa concentracdo da enzima, S: concentracdo de substrato, ES: complexo
enzima-substrato, ESI: complexo enzima-substrato-inibidor, P: concentra¢éo de produto. Ks e ki:
representam as constates de dissociacdo do complexo ES e El, respetivamente. Kca representa a
constante de velocidade da reacéo.

KCL\ K P
(A) E+s & . Es L~ E+P B)E +s K . Es “ L E+p
+ +
I I
K K,
El ESI
. Km Ks Kca
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K| K, Ky ak
K aKs bK 4
El+S§ s==———= ESI EI+S ESI El+P

Fonte: Leone, 2021.

Na inibicdo competitiva, 0 composto ligante compete juntamente com o substrato
pela microrregido catalitica. Neste caso, com a adicédo alta de substrato, ha a anulagdo da
inibicdo do ligante na enzima. De fato, em um sistema onde a enzima se encontra com
um ligante caracterizado como competitivo, é possivel verificar a mesma velocidade
méaxima. Para o inibidor incompetitivo, s6 havera ligacdo no complexo enzima-substrato
que, por sua vez, formara um novo complexo chamado de enzima-substrato-inibidor que
ndo prosseguira para a formacédo de produtos.

Com isso, a velocidade maxima sempre sera menor no sistema onde tera enzima
e ligante do que na sua auséncia, além de diminuir o valor aparente de Kn. Para a inibicédo
ndo competitiva, € possivel haver ligacdo do substrato no complexo enzima-inibidor, no
entanto ndo formara produto e o valor de Ky néo sera afetado. Por fim, a inibicdo mista é
caracterizada pelo fato de que o ligante pode interagir tanto no sitio ativo da enzima como
em outra regido, conforme a Figura 2 (Leone, 2021).

Figura 2. Representacdo gréfica da equacdo de Lineweaver-Burk para determinagdo do Ki de
inibidores classicos. A) Inibidor competitivo cléssico; B) Inibidor incompetitivo classico; C)
Inibidor ndo competitivo classico; D) Inibidor misto classico.
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2.2 Enzimas digestivas de carboidratos
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Os carboidratos sdo compostos organicos que apresentam funcdes estruturais e

energéticas, nos quais sdo conhecidos como hidratos de carbono, glicidio, sacarideos ou

acucares (Wardman et al., 2022). De fato, os carboidratos sdo encontrados principalmente

em vegetais e massas como paes. Logo, esta classe de macromolécula € responsavel por

uma parte da dieta, além de que sua oxidacdo é compreendida como a via principal para

fornecer energia para os organismos (Rafiullah; Musambil; David, 2022). Neste sentido,

o carboidrato principal como fonte de energia é o amido, sendo classificado como um

homopolissacarideo, constituido de cadeias de amilose e amilopectina, representado na
Figura 3 (Nelson; Cox, 2022).

Figura 3. Estrutura quimica dos carboidratos polissacarideos. (a) amilose, (b) amilopectina, (c)
agrupamento da amilose com amilopectina como supostamente ocorre nos granulos de amido.
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Fonte: Nelson e Cox, 2022.

Os polissacarideos sdo polimeros originados a partir da repeticdo de varias
unidades basicas de carboidratos conhecidos como monossacarideos. Classifica-se como
homopolissacarideo devido a sua construcdo ser formada apenas pelo mesmo
monossacarideo que neste caso ¢ a a-glicose, a qual é uma glicose em estrutura ciclica.

Conforme a Figura 3, pode-se perceber que o amido é formado dois tipos de
polimeros de glicose, amilose (a1-4), quando a ligacdo é formada entre os carbonos 1 e
4, ou amilopectina (al-4 ¢ a1-6), quando a formagéo pode ser tanto entre os carbonos 1
e 4 ou o os carbonos 1 e 6. O amido esta fortemente presente em frutas, grédos e raizes e
ndo apresenta um sabor adocicado e sua hidrolise pelos organismos é com fungdo em
obter energia para manutencdo da vida. Sua hidrélise é realizada por enzimas digestivas

de carboidratos especificos como a-amilase e a-glicosidase, presente na saliva e pancreas.

2.2.1 a-amilase

As a-amilases (1,4-a-glicano glicanoidrolase EC 3.2.1.1) sdo classificadas como
enzimas endoamilases, cuja reacdo catalitica ocorre por meio da hidrélise do amido entre
as ligacdes a-1,4 e, por vezes, a-1,6 resultando na liberacdo de uma variedade de tamanho
de oligossacarideos. Neste contexto, estas enzimas podem ser também classificadas
dependendo do grau catalitico da hidrélise no amido. Quando ocorre uma hidrélise de 50

a 60% do substrato, as enzimas sdo classificadas de sacarificantes, ja quando a
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porcentagem de hidrdlise cai para 30 a 40%, as enzimas sdo classificadas como

liqueficantes (Vihinen; Mantsald, 1989).

2.2.2 a-glicosidade

As a-glicosidases (a-D-glicosideo glicoidrolase EC 3.2.1.20) sé&o classificadas
como exoamilases, cuja atividade catalitica ocorre de forma preferencial nas ligacdes
glicosidicas a-1,4 de sacarideos curtos, resultando na liberacdo de unidades de a-D-
glicose (Okuyama et al., 2005; Giannesi et al., 2006). Somando-se a isto, estas enzimas
também hidrolisam as ligacfes O-glicosidicas, além da formacdo de glicoproteinas e

glicolipidios.

2.3 Interacdo proteina-ligante

Proteinas sdo compostos bioldgicos que apresentam uma diversidade de funcoes
nos organismos Vvivos, além de participar direta e indiretamente de todos os processos
quimicos que ocorrem tanto de forma intercelular quanto extracelular. De fato, as
proteinas sejam elas encontradas dentro dos organismos mais simples como as bactérias
até os seres mais complexos como os humanos, sao formadas a partir da ligacdo de varios
aminoéacidos (Kyte, 2006; Kuhlman; Bradley, 2019). Com isso, tanto a estrutura quimica
quanto sua funcdo dependem dos tipos de aminoacidos presentes (Figura 4), bem como
as possiveis ligacdes intermoleculares nos quais fornecem uma estrutura tridimensional
especifica para exercer uma determinada atividade (Hetz, C.; Zhang; Kaufman, 2020).

De fato, ha vinte tipos diferentes de aminoacidos que sdo encontrados nas
proteinas e suas diferentes combinag¢bes formam uma diversidade de proteinas. Além
disso, alguns residuos de aminoacidos participam diretamente da atividade catalitica da
proteina, presente na regido do sitio ativo (Akram et al., 2011). Pode-se observar que 0s
aminoacidos compartilham caracteristicas em comuns, sendo um carbono o fazendo
ligagdo com um grupo carboxila, um grupo amina, um &tomo de hidrogénio e um grupo
R. Neste sentido, a classificagdo do aminodcido ¢ definida pelo grupo R, nos quais podem
ser apolares alifatico, aromatico, polar ndo carregado, polar carregado positivamente e
polar carregado negativamente (Nelson; Cox, 2022).

As proteinas apresentam uma dependéncia entre sua funcdo e a sequéncia de
aminoéacidos, que confere em uma determinada estrutura tridimensional. Além disso, as

estruturas das proteinas podem ser descritas conforme a complexidade de varios niveis
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de arranjo hierarquico. Neste sentido, elas podem ser classificadas em estrutura primaria,
secundaria, tercidria e quaternaria. Sendo assim, a estrutura primaria da proteina é
compreendia pela ligacao peptidica que sdo unibes sequenciais entre os aminoacidos, um
grupo carboxilico se ligando a um grupo aminico de outro aminoacidos. Ja a estrutura
secundaria da proteina descreve o arranjo espacial estavel entre os residuos de
aminoacidos, nos quais podem se configurar em estrutura alfa-hélice folhas betas
(Nelson; Cox, 2022).

Figura 4. Representacdo grafica dos niveis de estrutura das proteinas.
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Fonte: Nelson e Cox, 2022.
De forma geral, as proteinas conseguem exercer suas atividades bioldgicas por
meio da utilizacdo de interagdes quimica com meio. Diante disso, ha diversas

possibilidades de interacdo, nos quais podem ocorrer proteina-proteina, proteina-ion e
proteina-ligante (Williams; Daviter, 2016).

Figura 5. Representagdo gréafica de uma ligacao reversivel proteina-ligante.
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Héa basicamente trés modelos que podem explicar a interacdo entre uma proteina
e seu ligante (Williams; Daviter, 2016). De acordo com a Figura 6, sendo o mecanismo
chave-fechadura é um modelo mais rigido quanto a seletividade da proteina e seu ligante,
uma vez que a ligacao deve ocorrer perfeitamente de acordo com as suas regides. No que
compete o0 modelo encaixe-induzido, € um mecanismo mais flexivel quando comparado
ao mecanismo de chave-fechadura, ja que hd uma possibilidade de interacdo mesmo suas
regides iniciais ndo serem especificas, embora essa possibilidade de mudanca
conformacional seja apenas no sitio catalitico da proteina. J& no modelo selecédo
conformacional a mudanca € intrinseca, ou seja, tanto a proteina quanto o inibidor se

moldarem para que haja uma interacdo entre ambos (Salentin et al., 2014; Du et al., 2016).

Figura 6. Formacdo do complexo proteina-ligante. (A) Chave-fechadura, (B) Encaixe induzido,
(C) Selecédo conformacional.
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Fonte: DU et al., 2016, com adaptacdes pelo autor.

Diante disso, as interacBes entre a proteina e seu ligante é resultado de ligacdes de

23



interacdes fracas, representadas na Figura 7. InteragcOes estas podendo ser por ligacdo de
hidrogénio, hidrofdbicas, de Van de Walls e eletrostaticas.

Figura 7. Representacdo grafica dos possiveis tipos de ligacGes ndo covalentes envolvidas no
processo de interacdo proteina-ligante.
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Fonte: Silva, 2017, com adaptagoes.

De forma geral, nas ligacdes ndo covalentes ndo ocorrem o compartilhamento de
elétrons, o que as caracterizam como ligacdes fracas. Essas ligacbes podem ser
intermoleculares quando ocorrem entre atomos de moléculas diferentes ou
intramoleculares quando ocorrem entre atomos de uma mesma molécula. As interacdes
eletrostaticas ocorrem quando um atomo carregado interage por atracdo com um grupo
de carga oposta. A magnitude desse tipo de interagdo eletrostatica diminui com o aumento
da constante dielétrica do meio (Kapan, 2006).

A ligacdo de hidrogénio é classificada quando um atomo de hidrogénio interage
com um atomo mais eletronegativo, como o oxigénio, nitrogénio e o fldor. A interacdo
de van der Waals é baseada na pontuacéao da distribuicdo da carga eletrénica em torno do
atomo em funcdo do tempo. Isto porque em algum momento a distribuicdo de carga
apresenta uma simetria transiente permitindo a interagdo com 4tomo vizinho que possua
assimetria complementar, pois um atrai 0 outro e, consequentemente, essa atragdo

aumenta quanto mais o atomo se aproxima um do outro (Fraga, 2015).

2.4 Inibidores de enzimas digestivas de carboidratos como alvo-terapéutico
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2.4.1 Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabolica caracterizada pelos altos
indices de glicose na corrente sanguinea, devido a auséncia ou ineficiéncia da acdo da
insulina (Yong et al., 2021; Targher et al., 2021). Com isso, 0 DM é uma doenca relativa
ao metabolismo intermediario, um conjunto de reagGes bioquimicas, processos
fisioldgicos e homeostaticos, que visa a manutencao do balango energético do organismo
(Lim et al., 2021; Triposkiadis et al., 2021). De acordo com a Sociedade Brasileia do
Diabetes (SBD) e a Associacdo Americana do Diabetes (American Diabetes Association
- ADA), h& quatros principais tipos de DM que, por sua vez, sdo baseados na etiologia da
doenca, sendo: (1) diabetes autoimune, no qual é subdivido em DM1 e o diabetes
autoimune latente do adulto (LADA); (2) diabetes mellitus tipo 1l; (3) diabetes mellitus
gestacional; (4) outros tipos especificos oriundos dos defeitos genéticos.

O tratamento do DM tipo Il é muito diferente nas suas fases iniciais quando
comparado do tipo I, devido o problema ser a resisténcia a insulina e ndo exatamente a
insulinopenia. Nas fases iniciais, o paciente desenvolve uma resisténcia periférica a
insulina de forma progressiva até atingir um patamar maximo na medida em que ele
comeca a desenvolver doenga periférica a insulina. A reacdo do pancreas € aumentar a
secrec¢do de insulina, mas isso ocorre até um determinado momento, no qual a partir desse
momento ha uma fadiga pancreatica acarretando um decaimento na producao de insulina.
Com isso, a medida em que ha esse distanciamento do grau de resisténcia a insulina e da
producdo efetiva de insulina vai ocorrendo a insulinopenia ativa e a glicemia do paciente
vai aumentando (Chatterjee; Khunti; Davies, 2017).

Diante disso, o principal objetivo para o tratamento do DM tipo 11 é atacar o fator
crucial na sua fisiopatogénese que é a resisténcia a insulina. Assim, para os doentes que
ja se encontram a diminuicdo da secrecdo de insulina, com uma hipoinsulemia relativa,
no qual até tem insulina acima do normal, mas ndo é suficiente para vencer a resisténcia
a insulina, pode-se ter como objetivo o aumento da secrecdo de insulina. Somando a isto,
para ajudar a compor a estratégia terapéutica € diminuir a absorcdo de glicose, tendo em
vista que com isso 0 paciente tendera a ter um menor pico de glicemia pds-prandial
(Chaudhury et al., 2017). Outra possivel alternativa acoplada ao tratamento do paciente
diagnosticado com DM tipo Il é a utilizagdo de incretinomiméticos, substancias que séo
facilitadoras de secrecdo de insulina pelo pancreas em reposta a presenca de glicose.

Existem duas classes de medicamentos disponiveis para o tratamento relativo a
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resisténcia a insulina, sendo as biguanidinas, cujo Unico representante disponivel é a
metformina e as glitazonas. A metformina atua principalmente no hepatécito e na
musculatura estriada esquelética, no qual apresentam beneficios adicionais, além da
reducdo da resisténcia a insulina, uma diminuicdo do peso, mas seu grande risco é a
possibilidade de desencadear a acidose latica metabdlica, principalmente no paciente que
tem disfuncéo renal (Mathu; Abarnadevika; Ariharasivakumar, 2021).

A metformina é contraindicada para quem apresenta creatinina acima de 1,5 e
outros fatores de risco para acidose metabolica, cirrose hepatica descompensada e a
insuficiéncia cardiaca congestiva. Ja as glitazonas sao estimuladores do PPAR gamas, no
qual atua na modificacdo o padrdo de expressdo génica das células responsaveis pela
producdo de insulina aumentando a sintese dos segundos mensageiros que se encontram
blogueados no paciente que tem resisténcia periférica a insulina.

No entanto, uma das consequéncias com o uso das glitazonas é o aumento de peso
do paciente, além de estimular o rim a reter sal, no qual as contraindicacdes por causa
desses efeitos de aumentar a retencao de sal e agua, 0 motivo do ganho de peso, séo a
insuficiéncia cardiaca avancada e a insuficiéncia hepatica (Foretz; Guigas; Viollet, 2019).
Quando o objetivo é aumentar a liberacdo de insulina, o tratamento é por meio dos
medicamentos secretagogos, que podem ser as sulfonilureias que aumentam diretamente
a secrecdo basal de insulina e as glinidas que sdo secretagogos de acdo rapida, no qual
funcionam como analogos de insulina de ac&o réapida pos-prandial (Reis, 2019).

Os incretinomiméticos podem ser diretamente incretinas e andlogo de incretinas
como GLP-1, que visa produzir um aumento da insulina dependente da glicemia do
paciente no qual podem ser de dois tipos: O analogo de incretina que € o exenatide e as
gliptinas que ndo sdo diretamente andlogos de incretina, mas sdo inibidores das enzimas
que degradam as incretinas, inibidores da DPP-4 (Miller et al., 2019).

Ja& o tratamento que visa diminuir a absor¢do de glicose é usado 0 medicamento
acarbose, que o representante do grupo dos inibidores de enzimas digestivas como a-
amilase e a-glicosidase, no qual seu principal mecanismo de acdo é diminuir a digestdo
dos carboidratos complexos em composi¢cdes monoméricas como a glicose e, portanto,
diminui os niveis de pico glicémicos na corrente sanguinea. Entretanto, o grande
problema é quando esses polimeros sobram dentro do lumen digestivo sdo captados pelas

bactérias intestinais acarretando flatuléncia e diarreia (Yang et al., 2019).
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2.6 Inibidores comerciais de enzimas digestivas de carboidratos
2.7 Curcumina: quimica, estrutura, funcéo e aplicacGes biotecnoldgicas

Inibidores de enzimas digestivas de carboidratos sdao considerados como uma
alternativa terapéutica aplicada ao tratamento do DM (Lebovitz, 1997; Laar, 2005).
Diante disso, ha trés medicamentos disponiveis mundialmente para o tratamento desta
patologia, sendo presentados na Figura 8. (Kalra, 2014; Dirir et al., 2022; Li et al., 2022).
Dentre estes trés, apenas a acarbose € liberada pela ANVISA e consequentemente
comercializada. No entanto, € um medicamento que esta sendo pouco utilizado devido o
composto apresentar diversas complicacfes ao paciente durante o tratamento, o que
acarreta a necessidade de investigar novos compostos mais eficazes e com menos efeitos
colaterais (Singh et al., 2023).

Figura 8. Estrutura quimica dos inibidores de enzimas digestivas com aplicagGes clinicas. (A)
Acarbose, (B) Miglitol, (C) Voglibose.
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Fonte: Autor, 2023.

Ao longo dos anos tem se difundido como finalidade terapéutica o uso de plantas
medicinais. Exemplo disso € o uso da Curcuma longa Linn. (C. longa) (Figura 9A),
popularmente conhecida como acafrdo ou gengibre dourado (Ibafiez; Blazquez, 2020;
Jyotirmayee; Mahalik, 2022). Originalmente a Curcuma € uma espécie do Sudeste da
Asia, porém também é muito cultivada no Brasil (Quemel et al., 2021). Apesar de haver
diversas partes da C. Longa estudadas, o rizoma € a parte mais estudada e utilizada pelas
pessoas na forma de po seco (Figura 9C) (Jeengar et al., 2017). O po6 seco e moido de
rizoma e € muito utilizado tanto como ingrediente medicinal quanto como tempero, sendo

um ingrediente colorante (Zeng et al., 2021).
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Figura 9. (A) Flor da ctrcuma longa; (B) rizoma de curcuma longa; (C) p6 seco e moido de
rizoma curcuma longa.

(A) (B) ©

»

Fonte: Santos e colaboradores, 2019.

Compreende-se a composi¢do da C. longa contendo maior porcentagem de
carboidratos, a qual varia em torno de 60 e 70%, e logo depois a proteina com 6 a 8% e
lipidios de 5 a 10%. Além disso, sdo encontrados diversos fitoquimicos como
ciclocurcumina, tumeronas, curcumenos, curcumina, zinzibereno, curcufenol,
desmetoxicurcumina, curlona, linalol e bisdesmetoxicurcumina, além oléos essenciais
como zingiberona, tumerona e atlantona (Figura 10) (Baliga et al., 2012; Trujillo et al.,
2013). De fato, os pigmentos lipossoltveis como curcumina, bisdesmetoxicurcumina e
desmetoxicurcumina sdo geralmente associados a cor amarela do acgafrdo. Somando-se a
iss0, 0 curcurminoide que € mais expressivo em quantidade é a curcumina, variando em
50 a 70% dos curcurminoides, ficando em segundo a desmetoxicurcumina com
aproximadamente 17%, e em terceiro a bisdesmetoxicurcumina com 3% (Trujillo et al.,
2013; Stanic, 2016).

Figura 10. Estruturas quimicas dos fitoquimicos presentes em maior quantidade em cdrcuma
longa.
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Fonte: Esatbeyoglu et al. (2012) e Sueth-Santiago et al. (2015).

Entre os curcuminoides, o fitoquimico que mais apresenta atividades biologicas €
a curcumina, sendo caracterizada como o principal componente extraido da cdrcuma, que
apresenta diversas propriedades farmacoldgicas, como antioxidante (Doldolova et al.,
2021), fotoprotetor (Adusumilli et al., 2021), anti-inflamatdria (Memarzia et al., 2021) e
anticancerigena (Wong; Kamarudin; Naidu, 2021). Além dessas atividades, diversos
estudos tém apontado a curcumina como um polifenol com propriedades anti-
hiperglicémica. Diante disso, esta molécula torna-se um modelo alvo para o designer de
novas arquiteturas moleculares ativas (Dehzad et al., 2023).

A curcumina apresenta-se como um p6 alaranjado, pouco soltvel em agua a qual
contém trés grupos funcionais em sua estrutura quimica, sendo dois grupos fenolicos e
duas duplas ligagdes conjugadas, além de uma porgao [3-dicetona ou seu tautdmero ceto-
enol (Figura 11) (Hatcher et al., 2008; Sueth-Santiago et al., 2015).

Figura 11. Grupos funcionais na curcumina.
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Fonte: Hatcher et al., (2008) e Sueth-Santiago et al., (2015).
29



A Curcuma longa e a curcumina sdo bastante utilizadas na medicina tradicional
como medicamento oral. Com isso, diversos estudos foram executados a fim de
comprovar suas atividades bioldgicas, obtendo como principais resultados as atividades
antioxidantes e anti-inflamatorias (Lara-Espinosa et al., 2022). Por conseguinte, a
curcumina virou um fotoquimico alvo para os tratamentos de diversas outras doencas
(Zhang et al., 2022). Isso porque a curcumina consegue interagir com uma gama de outras
moléculas intracelular e extracelular, o que acarreta diversos efeitos incluindo
principalmente sua acdo antioxidante e a inibicdo de espécies reativas de oxigénio
(Dehzad et al., 2023).
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3 JUSTIFICATIVA

E altamente desejado que haja o desenvolvimento de compostos ativos no que
competente a acdo de inibir e, possivelmente, controlar a atividade de enzimas digestivas
de carboidratos, como a-amilase ¢ a-glicosidase (Kaur et al., 2021). Isto porque um dos
mecanismos de tratamento do DM é por meio do controle glicémico p6s-prandial, por
meio do retardo gradual da absorcdo de glicose (Remok et al., 2023). O sucesso das
aplicacdes biotecnoldgicas das enzimas, assim como dos seus inibidores é resultado de
estudos que envolvem a caracterizacdo dos parametros (bio)quimicos juntamente com 0s
parametros biofisicos (Silva et al., 2018). Estudos cinéticos possibilitam prever condi¢des
reacionais que ainda ndo foram experimentalmente realizadas, bem como informac6es
sobre a afinidade da enzima com determinado substrato, e inibidores efetivos
(Butterworth et al., 2022). Por outro lado, os parametros biofisicos sdo Uteis para prever
a estabilidade, do complexo enzima-ligante ou enzima-inibidor (Braga et al., 2022). A
partir dos estudos biofisicos € possivel prever as possiveis interacdes intermoleculares
entre a enzima-inibidor, uma questdo importante para fundamentar a arquitetura fisica e
quimica de mudancas conformacionais da enzima ap6s o processo de complexacao
(Tavares et al., 2023). Com isso, reforga-se a importancia de avaliar os parametros
cinéticos e biofisicos da a-amilase e a-glicosidase frente ao potencial inibitorio de
analogos de curcumina, para fornecer percep¢des fundamentais sobre compostos que
possam ser promissores visando aplicacdes biotecnoldgicas, considerando a terapéutica
da DM como também no controle de pragas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de analogos de curcumina em inibir a atividade de enzimas
digestivas de carboidratos por meio de estudos de cinética enzimatica, teoricos e
biofisicos in vitro, explorando técnicas espectroscopicas em condic¢Bes fisioldgicas

simuladas.

4.2 Objetivos Especificos

(1) Avaliar o perfil de inibi¢cdo dos compostos analogos a curcumina frente as enzimas o-
amilase e a-glicosidase, empregando estudos cinéticos classicos;

(i) Awvaliar a capacidade antioxidante dos derivados empregando ensaios baseados em
sequestro de espécies radicalares (DPPH® ¢ ABTS*");

(ii1) Realizar estudo teodrico de docking molecular utilizando derivados de curcumina
frente potencial de inibi¢do da a-amilase e a-glicosidade;

(iv) Determinar os parametros de ligagdo e termodinamicos e mudangas conformacionais

na enzima devido a formag¢ao do complexo entre a-amilase e 0 composto 6.
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5.2 Experimental
5.2.1 Instrumental

Utilizou-se o espectrofluorimetro Shimadzu RF (modelo 5301PC, Jap&o) para as
realizacBes das medidas espectrofluorimétricas, além das cubetas de quartzo de 10 mm
de caminho éptico com quatro faces polidas. Ademais, empregou-se espectrofotbmetro
de varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX- 54 6100PC, Brasil), sendo
equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho éptico para as medidas
espectrofotométricas, com duas faces polidas. Em relagdo ao processo de pesagem dos
reagentes foi empregado balanca analitica eletrénica Gehaka (AG 200, Brasil) com
precisdo de 0,1 mg. J& para as medidas de pH foram realizadas com eletrodo combinado
de vidro associado ao potencidmetro Gehaka (PG 1800, Brasil). Para o preparo das
soluces, utilizou-se purificador Master System MS2000 (Gehaka, Brazil), para agua
ultrapura (condutividade < 0,1 uS cm™). Para os ensaios de atividades de inibigdo da a-
glicosidase em microplaca, foi utilizada uma leitora de microplaca (Tecan Infinite 200
PRO RCHISTO) e microplaca de poliestireno (96 pocos).

5.2.2 Derivados de curcumina

Neste trabalho, foram utilizados 11 compostos analogos a curcumina (Figura 12).
Os compostos foram sintetizados, caracterizados e gentilmente cedidos pelo Grupo de
Estudos em Quimica de Produtos Naturais e de Sintese Orgénica (LPgPNSO/IQB/UFAL)
coordenado pelo Prof. Dr. Dimas José da Paz Lima.

5.2.3 Preparo de solugbes
5.2.3.1 Solucgbes para estudos cinéticos da a-amilase

Todos os reagentes empregados neste trabalho foram de grau analitico de pureza
sem necessidade de purificacdo previa, provenientes da Sigma-Aldrich (USA) ou Merck
(Alemanha). Foram preparadas solucdes tampéo de fosfato de sdédio 20 mM (pH =6,9 +
0,1) e solucao tampéo Tris-HCI (50 mM, pH 7,0) com CaCl. (10 mM). A solucéo estoque
de a-amilase pancreética de porco (Tipo VI, Sigma Aldrich) foi preparada diretamente
em cada solugdo tamp&o a 40 U mL™. A solucdo de amido a 1% (m/v) foi preparada em
agua ultrapura obtida a partir do sistema de Gehaka (S&o Paulo, Brasil). A solucéo estoque
de &cido dinitrosalicilico (DNS) foi preparada em solugdo contendo 21,86 g tartarato de
potassio de sodio, 1,41 g de NaOH e o volume corrigido com agua para 100 mL. O
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controle positivo utilizado nos ensaios foi a acarbose (AC) (Sigma-Aldrich), preparada
uma solucéo estoque de 1,0 mg mL™.

Figura 12. Estrutura das moléculas utilizadas neste trabalha cedidas pelo Grupo de Estudos em
Quimica de Produtos Naturais e de Sintese Orgéanica (IQB / UFAL).
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5.2.3.2 Solugdes para estudos cinéticos da a-glicosidase

Foi utilizada uma solucdo tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH = 6,8 + 0,1)
preparada em agua. Com esta solucdo tampdo foi preparada a solugdo estoque a-
glicosidase a 0,2 U mL™?, utilizando a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae (Tipo |,
Sigma-Aldrich). Para avaliar a atividade enziméatica se empregou a sonda
espectrofotométrica  p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido  (PNPG,  Sigma-Aldrich),
preparando solugéo estoque a 5 mM. O controle positivo utilizado nos ensaios foi a

acarbose (AC) (Sigma-Aldrich), sendo preparada uma solucéo estoque de 1,0 mg mL™.
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5.2.3.3 Solucgdes para estudos antioxidantes
5.2.3.3.1 Ensaio do sequestro do radical DPPH*

Para a solucdo do estoque foram pesados 12 mg do radical DPPH* (2,2 difenil-2-
picrilidrazila, Sigma-Aldrich) e solubilizado em metanol. Como controle positivos foram
utilizados quercetina (Q), Acido ascorbico (AA), Curcumina (CC) e Trolox® (T), todos
da Sigma-Aldrich. A solucio estoque de do quercetina (100 mg L) foi preparada em
meio aquoetandlico 30% (v/v) sendo dissolvido 1,0 mg de quercetina (2-(3,4-
diidroxifenil)-3,5,7-triidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona)) em 10 mL. A solugéo estoque de
Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromen- 2-carboxilico) foi preparada a partir da
dissolugdo de 10 mg do sélido em 20 mL de etanol perfazendo uma concentracdo final de
100 mg L.

5.2.3.3.2 Ensaio do sequestro do radical ABTS**

Para preparacdo da solucdo estoque do radical ABTS*" (7 mM), primeiramente
foi pesado 26 mg do ABTS (&cido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6- sulfonico, Sigma-
Aldrich) e 4 mg de persulfato de potéssio (K2S20g) (Merck), no qual foram dissolvido em
10 mL de agua ultra pura. Apos periodo de incubacao de 16 h, esta solucédo foi diluida
com tampéo fosfato 0,05 mol L (pH = 7,2 + 0,1), para de 25 mL.

5.2.4 Ensaio de atividade enzimatica in vitro
5.2.4.1 Ensaio de atividade da a-amilase

A avaliacdo da atividade da a-amilase foi realizada por espectrofotometria,
baseada na metodologia de Bernfeld (1948). A quantificacéo da atividade da a-amilase
foi determinada a partir da redugdo do DNS (&cido dinitrosalicilico). Assim, foi incubada
a solucéo da enzima (1 U mL™) com o substrato (concentracdo variada), em solugéo de
amido mM) na presenga de solucdo tampéo, e o sistema foi mantido a 100 °C por 60 min.
Os experimentos foram realizados em triplicata (n = 3). Como controle positivo (inibidor
de referéncia) foi empregada a acarbose. As medidas espectrofotomeétricas foram

realizadas em 540 nm.

5.2.4.2 Ensaio de atividade da a-glicosidase

Para o ensaio de determinagao de inibi¢do da atividade da a-glicosidase foi usado
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a metodologia descrita por Vinholes e colaboradores (2011), com adaptacGes. Neste
sentido, a enzima a-glicosidase (Saccharomyces cerevisiae, Sigma-Aldrich) foi
preparada em solucédo tampéo fosfato de potassio (100 mM). A solucéo do inibidor padrao
acarbose (Sigma-Aldrich) foi preparada com agua ultrapura. Primeiramente foi utilizado
27 uL da solucdo da enzima (0,2 U mL™?), 60 pL da solucéo do inibidor (em diferentes
concentracdes) e 36 pL de solucdo tampdo. Em seguida, foram adicionados 17 pL da
solucéo de PNPG 5 mM, e o sistema foi incubando a 37 °C por 15 min. Apés a incubacgéo
foram adicionados 60 pL de solucdo de carbonato de sédio 100 mM para interromper a
reacdo e o sinal analitico (absorvancia) foi medido em 400 nm.

5.2.4.3 Estudos de inibicdo enzimatica

Os estudos de inibicdo enzimética foram realizados de acordo com o0s
procedimentos descritos nos tdpicos anteriores. Com isso foi padronizado uma
concentracdo fixa de enzima variando a concentracdo no composto inibidor. No caso da
a-amilase foi utilizado 1 U mL™* e diferentes concentracdes de inibidor, enquanto para a
o-glicosidase se utilizou 0,02 U mL?. A porcentagem do efeito inibitério (1) dos
compostos analogos de curcumina frente a a-amilase ou a-glicosidase foi medida de
acordo com a equagao 1:

| = [1 - MJxlOO% equacdo (1)
branco

Onde, Abranco representa o sinal na auséncia do composto inibidor e Aamostra 0 Sinal na
presenca dos inibidores. O valor da concentracdo do inibidor que inibiu até 50% da
atividade da enzima (ICsp) foi estimado em fungéo do perfil grafico.

5.2.5 Estudos de atividade antioxidante
5.2.5.1 Ensaio do sequestro do radical DPPH*®

Foi adicionado 0,2 mL do radical comercial DPPH*® a 600 uM em um tubo falcon,
1,0 mL da solucdo dos compostos a diferentes concentracfes (ou controle positivo) e 2,8
mL de solucdo aquometandlica 30% (v/v). A medida espectrofotométrica foi realizada

em 527 nm com cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico (Santos et al. 2015).

5.2.5.2 Ensaio do sequestro do radical ABTS**

Este método seguiu as orientacdes de Santos e colaboradores (2015), no qual foi
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adicionado 0,22 mL da solucdo estoque do radical ABTS** (5 mM), 1,0 mL da solugdo
padrdo do composto a ser testado (ou controle positivo) da amostra previamente diluida
e 2,8 mL de adgua deionizada. Apds 15 min foi realizada a medida espectrofotomeétrica em

734 nm utilizando cubetas de vidro com 1,0 cm de caminho Optico.

5.2.6 Estudos tedricos de docking molecular

Os compostos foram desenhados usando o software ChemDraw 15.1
(Massachusetts, USA), convertidos em arquivos tridimensionais MDL Molfile (.mol) e
tiveram suas microespécies mais abundantes no pH 6,9 (a-amilase) e 6,8 (a -glicosidase)
determinadas (Marvin Sketch, Budapeste, Hungria). Em seguida, as microespécies foram
otimizadas usando o método PM7, no software MOPAC (Colorado, USA), gerando o
input na interface gréafica Mercury 4.3.1 (Massachusetts, USA) como descrito por Braga
e colaboradores (2019). Os estudos de docking molecular foram realizados usando as
estruturas tridimensionais de a-amilase do pancreas de porco (PDB ID: 10SE) e a a-
glicosidase (PDB ID: 2QMJ) ambas complexadas com a acarbose, usando o Gold versédo
5.5, na funcédo de pontuagdo Gold Score. O algoritmo genético (AG) com a eficiéncia de
busca de 100% foi definido (Verdonk, 2003). A bolsa de ligagdo (sitio ativo) de cada
enzima onde a acarbose esta complexada foi utilizada como referéncia, e os derivados
curcumina de 1 a 11 foram docados usando raio de 10 A. Por fim, os dados tratados com
os softwares UCSF Chimera (California, USA) e Discovery Studio Visualizer (California,
USA) (Neese, 2012).

5.2.7 Estudos biofisicos de interacdo enzima e derivado de curcumina 6
5.2.7.1 Parametros de ligacdo enzima-ligante

As medicdes de fluorescéncia no estado estaciondrio foram realizadas
empregando comprimento de onda de excitagdo de 280 nm para a enzima e a medicagao
da intensidade de fluorescéncia foi de 300 - 500 nm, empregando largura da fenda (slit)
de 5 nm, para excitacdo e emissdo. Os estudos de interagdo empregando procedimento de
titulagdo espectrofluorimétrica entre a ai-amilase (1 U mL™?) o derivado de curcumina 6
(0 a 110 uM) foram realizados em trés temperaturas (295,15; 303,15 e 311,15 K). Os
pardmetros de ligacdo em diferentes temperaturas foram ajustados de acordo com

modelos matematicos estabelecidos na literatura (Bhowmick; Jagannadham, 2006). A
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supresséo da intensidade de fluorescéncia foi avaliada empregando a equagao de Stern-
Volmer (Braga et al., 2019):
F
7 1+ K [Ql=1+Kk,7[Q] equacéo (2)
0
Aqui, Fo e F denotam as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario na auséncia
e presencga do composto quercher [Q], no caso 6, Ksy € a constante de extingdo de Stern-
Volmer e [Q] é a concentracdo de 6, Kq é a constante de velocidade de extingdo
biomolecular, 7o é o tempo médio de vida (10® s) no estado excitado. Os valores do
numero de sitios de ligacdo (n) e constante de ligacdo (Kb) no complexo a-amilase-6

foram obtidos por meio da equagéo (5) (Yan-Qing; Hong-Mei, 2012);

log ( Fol;Fj =K, +nlog[Q] equacio (3)

A partir do ajuste linear grafico de log[(Fo— F)/F] vs. log[Q], os valores de n
(estequiometria complexo-ligante) e Ky (constante de ligacdo) foram calculados. As
forcas preferenciais de estabilizacdo do complexo supramolecular a-amilase-6 foram
avaliadas experimentalmente por meio dos parametros termodinamicos obtidos a partir
da equacdo de Van’t Hoff (Braga et al., 2019):

AH| 1| AS
In(K,)= _?{?}F equacao (4)

onde Ky é a constante de ligagdo e R ¢ a constante dos gases ideias, enquanto AH e AS
correspondem a variacdo de entalpia a entropia, respectivamente, determinados pela
lineariza¢do da equagdo de Van’t Hoff. A energia livre de Gibbs (AG) foi estimada a
partir da seguinte equagao (7):

AG = AH - TAS equacéo (5)

5.2.7.2 Espectroscopia de fluorescéncia sincrona

Para os ensaios de espectroscopia de fluorescéncia sincrona, os intervalos de
comprimento de onda (AA) foram fixados em AL = 15 e AL = 60 nm (Lage et al., 2018;
Braga et al., 2019), a fim de confirmar a interagdo preferencial de 6 frente aos residuos
de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), respectivamente, presentes na estrutura da a-amilase.

O ajuste da fenda de excitacdo e emissdo foi igual a 5 nm. Neste experimento, variou-se
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a concentracéo de 6 (0 - 125 uM), mantendo-se fixa a a-amilase (1 U mL™), com pH =
6,9 (tampao fosfato 20 mM).

5.2.7.3 Espectroscopia de fluorescéncia tridimensional (3D)

Os ensaios de fluorescéncia 3D da a-amilase, na presenca e auséncia de 6 foram
processados no intervalo de comprimentos de onda de excitacdo de 200 a 500 variando
de 10 em 10 nm, enquanto o espectro de emisséo foi registrado de 230 a 700 nm (Braga
et al., 2019), com largura da fenda de excitacdo e emisséo igual a 5 nm. Por fim, foi
utilizada concentragéo da enzima de 1 U mL™e 5 uM do composto 6.

5.2.7.4 Estudos de competicédo

Foi avaliado o efeito de diferentes inibidores (acarbose, acido salicilico e &cido
tanico) de perfil competitivo. Para tanto, o valor da constante de ligacdo na auséncia dos
inibidores (Kp: a-amilase + 6) e na presenca (K ’»: a.-amilase + 6 + inibidor) foi empregado

como critério de avaliacdo (Lage et al., 2018)

5.2.7.5 Transferéncia de energia por ressonancia de Forst (FRET)

Para calcular a distancia critica para transferéncia de energia entre o doador
(enzima)) e aceptor (6) durante o processo da a-amilase (1 U mL™*) com o derivado de
curcumina 6 (10 e 20 uM) foi realizado o ensaio baseado nos conceitos relacionado ao
processo de FRET (Zhang et al., 2009).

5.2.7.6 Avaliacdo do processo de interacao por UV-vis

Os espectros de absor¢do no UV-vis entre a a-amilase na auséncia e presenga de
6 foram registrados em um espectrofotdmetro UV-vis de 200 a 500 nm. A concentracao
utilizada de a-amilase foi de 1 U mL™ enquanto a concentragio do composto inibidor foi
de 10 uM. As medidas espectrofotométricas dos sistemas enzima, enzima + 6, bem como,
do composto livre foram realizadas a 25 °C.

Além disso, também foi monitorado o efeito do calcio no sistema tampéo Tris-
HCI frente o potencial do ligante na capacidade de interacdo da amilase por UV-vis,
focando 0 monitoramento na regido proxima de 210 e 270 nm. Logo, utilizou-se 1 U mL"

! de a-amilase enquanto a concentragdo do célcio variou entre 0 a 50 mM.
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5.2.8 Anélises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo para n > 3. Para 0s
sistemas que apresentarem mais de dois grupos a analise estatistica paramétrica
empregou-se a analise de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de diferenca
significativa entre as médias, e quando necessario pos-teste de Tukey para comparagoes
maltiplas (o = 0,05). Para dois grupos, os testes estatisticos empregados foram teste t de
Student pareado (n - 1) ou de médias independentes (n - 2). Para as anélises estatisticas
usou-se o software OriginPro 8.5 (OriginLab Corporation), sendo as diferencgas

consideradas significativas quando p < 0,05.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Estudos de cinética classica e inibicdo in vitro dos compostos analogos a

curcumina frente a atividade das enzimas digestivas de carboidratos

5.3.1.1 a-amilase

5.3.1.1.1 Otimizagdo dos estudos cinéticos da a-amilase

Um dos fatores criticos para a pessoa com diabetes mellitus é o evento
hiperglicémico pods-prandial, cujo estar associado a vérias complicagBes micro e
macrovasculares (Schiano et al., 2021; lacobini et al., 2022). Um processo fisioldgico
que acarreta respostas glicémicas no organismo, tendo em vista um aumento dos niveis
séricos de glicose na corrente sanguinea apos as refeicdes devido a hidrolise do amido
por meio da agdo enzimatica da a-amilase (Jafari-Vayghan et al., 2020).

Logo, a reducdo da absorcao de glicose é abordagem terapéutica para o tratamento
do DM-II. Neste sentido, utilizam-se inibidores de enzimas digestivas de carboidratos,
sendo miglitol, acarbose e voglibol inibidores comercialmente disponiveis no mercado
mundial (Zhao et al., 2022). No entanto, os varios efeitos adversos destes medicamentos
provoca a necessidade de investigar o potencial inibitorio de outras moléculas (Sugimoto
etal., 2015; Wu et al., 2018, Dong et al., 2022).

Neste sentido, este trabalho buscou investigar o potencial inibitério de 11
compostos derivados de curcumina frente a atividade catalitica da a-amilase. Para tanto,
empregou-se a metodologia proposta por Bernfeld (1948) utilizando bioensaios
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espectrofotométricos por reducéo dor DNS (&cido dinitrosalicilico). No entanto, por ndo
haver uma padronizacdo no protocolo experimental entre os artigos publicados foi
necessario executar uma padronizagdo em relacdo a concentracdo da enzima, do inibidor,
sonda, tampdo e da temperatura, a fim de otimizar as condi¢Ges experimentais.

Primeiramente, realizou-se estudos de otimizagdo para a atividade catalitica da a-
amilase, para investigar a influéncia do sistema tamp&o no valor do ICso referente ao
potencial de inibi¢do da atividade catalitica da a-amilase em diferentes concentragdes da
enzima, pré-incubada aproximadamente em 24 °C (Apéndice A).

Diante disso, foi possivel verificar que houve diferenga nos valores de 1Cso nos dois
diferentes sistemas utilizando tanto o tampédo fosfato de sédio quanto no sistema
utilizando tampdo Tris com cloreto de calcio. Sendo assim, os estudos indicaram que
quanto maior for a concentracdo da enzima € necessaria uma maior concentra¢do do
inibidor para reduzir em até 50% da atividade catalitica da enzima.

Estudos posteriores foram realizados para investigar a influéncia da temperatura
e do sistema tampao no potencial de inibi¢ao da a-amilase. Com isso, observou-se que a
diferenga de temperatura influenciou na atividade da enzima, a qual em temperaturas mais
elevada (37 °C) reduziu os valores de ICso nos dois sistemas tamp&o. Além disso, notou-
se que no sistema utilizando o tamp&o com CaCl, houve uma maior concentragdo do
composto inibidor para reduzir em até 50% da atividade catalitica da enzima.

Isto pode ser explicado pelo fato do calcio ser um cofator da a-amilase, o que
acarretou maior estabilizacdo da estrutura tridimensional da enzima e consequentemente
ter melhorado sua atividade catalitica, impedindo sua inibicao pela presenca da acarbose.
Logo apds a padronizacdo das condi¢des experimentais, realizou-se um teste de triagem
de inibi¢ao da a-amilase em dois sistemas tampao, na presenga dos compostos analogos

a curcumina utilizando dose Unica de 150 pM dos compostos (Figura 17)

Figura 13. Percentual de inibicdo dos inibidores padrdes e compostos derivados de curcumina
(1-11) aplicando uma concentragéo de 150 uM, utilizando 1 U mL™ da a-amilase em diferentes
sistemas tampdes.
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Sendo assim, verificou-se que apenas cinco compostos dos andlogos a curcumina
(6,7,9, 10 e 11), acarbose e CC conseguiram reduzir até 50% da atividade catalitica da
a-amilase. Neste estudo também foi possivel observar que no sistema utilizando tampao
com cloreto de célcio houve menores reducgdes de inibicao da atividade enzimatica. Neste
sentido, posteriores estudos (inibicdo e cinética classica in vitro da a-amilase) foram
realizados utilizando os compostos que apresentaram melhores resultados no teste de

triagem (Figura 17).
5.3.1.1.2 Inibicdo e cinética classica in vitro da a-amilase

Apbs os estudos de otimizag@o experimental para a atividade da a-amilase, foram
realizados os estudos in vitro de inibicdo da enzima para verificar os valores de ICso dos
compostos analogos a curcumina que apresentaram melhor potencial de inibicdo no
estudo de triagem, sendo utilizado a acarbose e curcumina como controles positivos. Com
isso, verificou-se que 6 apresentou melhor potencial inibitorio frente a a-amilase, com o
valor de ICsp igual a 18,56 £ 0,32 UM, no sistema com tampao fosfato de sodio, enquanto
24,02 £ 0,18 uM no sistema com tampao com cloreto de célcio (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores de concentragdo minima necessaria para reduzir 50% da atividade enzimatica

(ICs0) dos compostos utilizando 1 U mL™ da a-amilase em diferentes sistemas tampdes.

1Cs0 (M)
Compostos Tampéo fosfato de sodio Tampé&o Tris-HCI com CaCl,
(20 mM), pH = 6,90 (10 mM), pH = 6,90
AC 19,03 £ 0,16° 23,64 + 2,16°
cc 17,66 + 0,03 18,03 £ 0,18"
6" 18,50 + 0,312 24,02 £ 0,072¢
7 26,63 +1,29° 32,18 + 0,994
9" 25,35 + 0,47°¢ 33,41 + 0,45%¢
10 29,40 + 1,88¢ 35,63 £1,93°
117 23,73 £0,16° 27,02 £0,15°

Fonte: Autor, 2023.

Legenda: Teste estatistico ANOVA one-way (o = 0,05) com pds-teste de Tukey. Letras iguais evidenciam
que ndo houve diferenca estatistica significativa. O asterisco (*) representa diferenca significativa entre os

valores de 1Cso nas linhas, aplicando o teste t-pareado (o = 0,05). AC: Acarbose; CC: curcumina.

Além disso, foram realizados estudos classicos de cinética enzimatica utilizando

diferentes concentracdes do composto analogo a circuma, com intuito de investigar o

mecanismo cléssico deste inibidor (Figura 18). Logo, o composto 6 foi escolhido para ser

realizado os cinéticos cléssicos in vitro de inibi¢do da a-amilase, uma vez que ter

apresentado melhor potencial inibitorio.

Figura 14. Resultados dos estudos cinéticos classicos in vitro de inibi¢do da a-amilase frente ao

composto 6. (A) Hipérbole de Michaelis-Menten; (B) Gréaficos de Lineweaver-Burk.
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Fonte: Autor, 2023

Verifica-se que o comportamento hiperbdlico tipico do grafico da velocidade
inicial vs concentragdo do amido indica que a-amilase € uma enzima Michaeliana (Figura
18A). Os graficos da hipérbole de Michaelis-Menten e duplo reciproco de Lineweaver-
Burk para determinagao do tipo de inibi¢do de a-amilase causada pelo inibidor composto
6 sdo mostrados na Figura 18. Verifica-se que ha um cruzamento em um unico ponto no
segundo quadrante na Figura 18B, para vérias concentra¢cdes de inibidor. Diante disso,
sugere-se que houve uma cinética de inibicdo da a-amilase com perfil misto, sendo de
comportamento competitivo e ndo competitiva (Mittal; Singh; Benjakul, 2023).

Sendo assim, a partir dos estudos cldssicos de cinética enzimdtica foram
caracterizados aos valores de K, € Viuax, sendo que no sistema onde ndo houve a presenca
do composto foram encontrados respectivamente 5,71 mM e 1,10 pmol min™ mg™! de
proteina de Ky, € Vinax. J& no sistema com a presenca do composto 6 os valores de Ky app €

Vinax app foram 7,06 mM e 1,65 pmol min' mg™! de proteina, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros cinéticos da atividade catalitica da a-amilase frente a auséncia/presenca
do composto inibidor 6.

Parametros cinéticos

Vméx app Km app Kcat Vméx/ Km
Sistemas mM) (sY)
(umol mintmg
proteina)
Sem inibidor 0,48 14,35 4,8 0,033
6 (7 uM) 0,31 17,07 3,1 0,018
6 (17 uM) 0,22 20,94 2,2 0,010

Fonte: Autor, 2023.

Além do perfil do grafico de Lineweaver-Burk, outra forma de sugerir o tipo de
inibicdo é através dos valores dos parametros cinéticos (Avwioroko et al., 2022). De
acordo com Maradesha e colaboradores (2022), quando ha mudanca nos valores de Vmax
e Km é sinal que o tipo de inibicdo é misto. Sendo assim, verificar que o composto 6
comporta-se como inibidor misto, tendo em vista que houve mudangas nos parametros
cinéticos.

Outra observagdao é que os valores de Vmax € Km foram inversamente

proporcionais. Isto indica que o ligante tem preferéncia por se ligar a enzima livre, em
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vez do complexo enzima-substrato (Saleem et al., 2022). Além disso, outro parametro
utilizado para indicar o tipo de inibigdo mista € a razéo entre Vimax/ Km, sendo inibicéo do
misto quando os valores diminuirem com a presenta e aumento da concentragdo do
inibidor (Mittal; Singh; Benjakul, 2023). Logo, os valores deste estudo apresentaram
diminuicdo com o aumento da concentracdo do composto 6, sugerindo um perfil de

inibicdo mista, o qual corrobora com os demais resultados.
5.3.1.2 a-glicosidase
5.3.1.2.1 Otimizagéo dos estudos da a-glicosidase

Antes da realiza¢do dos estudos classicos de cinética e inibi¢do da a-glicosidase,
foram realizados estudos de otimizacdo experimental para a atividade catalitica da
referida enzima. Diante disso, os modelos experimentais para estudos da a-glicosidase
foram otimizados a partir da investigacdo da influéncia da concentracdo da enzima na
atividade catalitica (Figura 19), teste de triagem de inibigdo da a-glicosidase utilizando
acarbose como inibidor em diferentes concentragdes de enzima e composto inibidor,
determinacdo do ICso da acarbose frente a atividade da a-glicosidase em diferentes
concentragOes da enzima (Apéndice B). Além disso, teste de triagem de inibi¢ao da a-
glicosidase utilizando dose Unica de 250 UM do composto frente a concentracao de 0,02
U mL™* da enzima. Logo, apos estes testes de otimizagdo foram escolhidas as melhores
condicdes reacionais para 0s ensaios classicos de inibi¢éo e cinética enzimatica.

A partir da otimizagdo da atividade catalitica da a-glicosidase em funcdo da
concentracdo da enzima, foi possivel verificar a faixa linear e escolher a condi¢éo ideal
para 0s posteriores estudos. Diante disso, a concentracdo da enzima escolhida para 0s
estudos foi de 0,02 U-mL™" de a-glicosidase. Sendo assim, foi realizado o teste de triagem
de inibigdo da a-glicosidase utilizando dose Unica de 250 uM do composto frente a

concentragdo de 0,02 U mL* da enzima (Figura 19).
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Figura 15. Percentual de inibi¢do dos inibidores padrdes e compostos derivados de curcumina
(1-11) aplicando a dose Unica de 250 uM, utilizando 0,02 U mL™* da a-glicosidase.
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Fonte: Autor, 2023.

Como resultado, foi possivel verificar que apenas seis compostos analogos a
curcumina e o composto padrdo acarbose resultou em até 50% de inibicdo da atividade
catalitica da enzima. E importante ressaltar que a acarbose ¢ um medicamento vendido
para fins de tratamento do diabetes mellitus, e os compostos (4, 6, 7, 8, 9) apresentaram
melhor potencial inibitorio do que o medicamento acarbose frente a a-glicosidase.
Somando-se a isto, foi possivel verificar que diferente dos estudos com a a-amilase, 0s
compostos mostraram-se mais efetivos com a inibicdo da a-glicosidase quando

comparado com o controle padréo acarbose.
5.3.1.2.2 Inibicdo e cinética classica in vitro da a-glicosidase

Ap0s os estudos de teste de triagem de inibigdo da a-glicosidase, escolheu-se 0s
melhores compostos analogos a curcumina para determinar os valores de ICso. Os estudos
demonstraram que 0s compostos anadlogos a curcumina (1, 4, 6, 7, 8, 9) foram bem
efetivos como inibidores representando valores de 1Cso menores do que o controle padréo
(Tabela 3). Isso demonstra que 0s compostos apresentam potencial para auxiliar no

controle do DM.
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Tabela 3. Valores de concentragdo minima necessaria para reduzir 50% da atividade enzimatica
(ICso) dos compostos utilizando 0,02 U mL* da a-glicosidase.

| C50 I,LM

Compostos

Tampao fosfato de potassio
(100 mM) pH = 6,80

AC
CC

O© oo NOoO b~

205 +0,09%
16,14 + 0,15°
174,53 + 0,80°
24,53 £ 0,86¢
24,90 + 0,88¢
17,67 + 0,65"¢
19,21 +£0,16°
27,59 + 0,46

Fonte: Autor, 2023.

Legenda: Teste estatistico ANOVA one-way (o = 0,05) com pds-teste de Tukey. Letras iguais evidenciam
que ndo houve diferenca estatistica significativa. AC: Acarbose; CC: curcumina.

Foram realizados estudos classicos de cinética enzimatica utilizando diferentes

concentragdes do composto analogo a circuma, com intuito de investigar 0 mecanismo

classico deste inibidor frente a a-glicosidase (Figura 20). Neste estudo, o composto

escolhido para realizar os ensaios foi o composto 7.

Figura 16. Resultados dos estudos cinéticos classicos in vitro de inibi¢do da a-glicosidase frente
ao composto 7 (A) Hipérbole de Michaelis-Menten; (B) Graficos de Lineweaver-Burk.
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Geralmente empregam-se os graficos de Lineweaver-Burk para determinar o tipo

de inibicdo (Song ef al., 2022). Diante disso, foi realizado o estudo e cinética classica
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utilizando o composto 7 frente a atividade catalitica da a-glicosidase. Logo, o mostrou
que o derivado de curcumina atuou como um inibidor misto da enzima.

Além disso, a partir dos estudos classicos de cinética enzimatica foram
caracterizados aos valores de K € Viuax, sendo que no sistema onde ndo houve a presenca
do composto foram encontrados respectivamente 6,43 mM e 0,95 pmol min! mg™! de
proteina de K,» € Viuax. J& no sistema com a presenga do composto 7 os valores de K, €
Vinax foram 5,57 mM e 0,71 umol-min'mg™! de proteina, respectivamente. Somando-se a
isto, ¢ possivel verificar que o composto 7 comporta-se como inibidor misto, sendo
ilustrado a partir do gréfico de Lineweaver-Burk.

Logo, tanto o composto 6 quanto o composto 7 foram caracterizados como
inibidores de perfil misto. Vale salientar que, diferente do perfil misto do composto 6 com
a amilase, o composto 7 apresentou perfil misto mas sem preferéncia pelo estado de
ligagdo, uma vez que os valores dos parametros cinéticos ndo foram inversamente

proporcionais (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros cinéticos da atividade catalitica da a- glicosidase frente a auséncia/presenca
do composto inibidor de curcumina.

Parametros cinéticos

Vméx Km Kcat Vméx/ Km
(umol min™ mg proteina) (mM) (sh
Sem inibidor 0,95 6,43 47,5 0,14
7 (10 pM) 0,71 5,57 35,5 0,12
7 (20 uM) 0,56 5,79 28,0 0,09

Fonte: Autor, 2023.

De acordo com Liu e colaboradores (2021), quando o valor de Vmax € constante
com o aumento da concentrac¢do do ligante, enquanto o valor de K, aumenta sugere um
perfil de inibi¢do competitiva. Por outro lado, quando a constante ¢ o valor de Km € o
Vmax € reduzido com o aumento do ligante, provavelmente o perfil de inibicdo € nao

competitiva (Kan et al., 2021).

5.3.2 Estudos da capacidade antioxidante dos compostos analogos a curcumina

5.3.2.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-2-picrilidrazila (DPPH")

De forma geral, a curcumina apresenta sua capacidade como agente antioxidante,

devido dois grupos presentes em sua estrutura, sendo as hidroxilas as quais pertencem os
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grupos fenolicos, bem como o grupo central metileno. Seja pelo grupo metil ou fendlico,
0o mecanismo antioxidante deste composto estd relacionado a doagdo do hidrogénio
radicalar. Isto porque, a partir da formagao dos radicais fenoxila, na subunidade fenol, os
hidrogénios estdo completamente disponiveis que, por ressondncia no anel aromatico,
ocorre a estabilizacdo do mesmo, mostrado na Tabela 5 (Sueth-Santiago et al., 2015;
Stanic, 2017). A partir do grupo metileno da curcumina, ¢ possivel originar um radical
centrado em carbono. Isto porque o sitio da reagao ¢ compreendido pelo grupo CHo,
dicarbonilico, cuja ressonancia ao efeito indutivo que ¢ capaz de retirar os elétrons da
vizinhanga ¢ mais fraca nas ligacdes CH (Stanic, 2017). Somando-se isto, a estabilidade
do radical carbonico ¢ menor quando comparado ao radical fenoxila, no entanto alguns
estudos puderam compreender que ha contribui¢des para a atividade antioxidante da
curcumina por meio da dissociagao do hidrogénio do grupo metileno. A partir disso, pode-
se verificar que a curcumina € uma molécula-alvo com alta capacidade antioxidante, cujo
potencial para combater diversas espécies de radicais livres nos organismos vivos.
Diante disso, foram realizados ensaios da capacidade antioxidantes dos compostos
analogos a curcumina frente aos métodos classicos de sequestros dos radicais DPPH* e
ABST*", sendo executadas a partir de curvas analiticas entre a concentragdo dos
compostos versus o percentual de inibi¢do. O sequestro do radical 2,2-difenil-2-
picrilidrazila (DPPH*®) ¢ um método colorimétrico capaz de medir a capacidade
antioxidante de alguns compostos por meio da simulagdo de espécies reativas. De inicio
foi realizado um teste screening com concentragdoe Unica de 2000 uM do composto para
medir a capacidade antioxidante, sendo utilizado como controle positivo Trolox®,
quercetina e acido ascorbico. Os resultados deste ensaio demonstraram que apenas os
compostos andlogos a curcumina 6, 7 e 11 obtiveram maior do que 50% da sua atividade
com a aplicacdao Unica da dose de 200 uM do composto. Além disso, o composto 6
apresentou ser o mais ativo em relacdo sua capacidade antioxidante frente aos demais

compostos analogos a curcumina.

Tabela 5. Valores de percentual de consumo do radical e 1Csp dos inibidores padrfes e compostos
derivados de curcumina (1 - 11), pelo método de DPPH*. Nos estudos iniciais empregou-se
concentracdo de 100 uM de cada composto.

DPPH*
% de consumo do radical I1Cs0 (UM)

Compostos

Trolox® (T) 92,20 +£ 0,02 7,95 + 0,022
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Quercetina (Q) 97,90 £ 0,03 3,50 +0,03°
Acido ascorbico (AA) 95,60 + 0,03 9,19 + 0,032
Curcumina (CC) 89,40 £ 0,10 17,18 +0,61°¢
1 11,40+ 1,02 >100
2 14,60 + 0,96 >100
3 18,20 £ 0,45 >100
4 15,50 + 0,42 >100
5 15,70+ 1,20 >100
6 74,50 £ 0,52 9,1+3,1¢
7 54,60 £ 1,01 78,4 +1,18°
8 48,70 £ 0,70 >100
9 45,20+ 0,22 >100
10 39,20 £ 1,40 >100
11 52,10+ 0,90 84,06 + 0,69f

Fonte: Autor, 2023.

Legenda: Teste estatistico ANOVA one-way (o = 0,05) com pds-teste de Tukey. Letras iguais evidenciam
gue ndo houve diferenca estatistica significativa. AC: Acarbose; CC: curcumina.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5, pode-se observar que os
valores de ICso indicam que o composto andlogo a curcumina mais ativo em relacdo sua
atividade antioxidante ¢ o composto 6. Somando-se a isto, ¢ possivel perceber que o
analogo a curcumina contendo o atomo de nitrogénio como grupo substituinte
potencializou a atividade antioxidante frente aos demais analogos. Além disso, o
composto 6 apresentou o ICso de atividade antioxidante (9,1 + 3,1 uM) semelhante aos
compostos padrdes como o Trolox® (7,4 + 2,5 uM), quercetina (7,9 + 4,2 uM) e 4cido
ascorbico (8,2 + 2,1 uM). E interessante observar que o composto 1 a qual ndo tinha grupo
substituinte apresentou menor potencial de atividade antioxidante quando comparado aos
demais compostos. Vale destacar que com base na estrutura quimica dos 11 compostos,
todas as moléculas apresentam uma estrutura base comum representada pelos grupos -
dicetona ou seu tautdmero ceto-enol e ligagdes duplos conjugado a qual contém uma das
subunidades responsavel pela sua atividade antioxidante. Por isso que todos os analogos
apresentaram capacidade antioxidante mesmo que na presenca de altas concentracdes do

composto como no caso dos compostos 1,2,3,4,5,6,8,9 ¢ 10 com ICso > 100 uM.

5.3.2.2 Sequestro do radical ABTS**
Além do ensaio antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH®, foi

avaliado também pelo método do sequestro do radical ABTS®", cujo mecanismo é
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atribuido a transferéncia de elétrons ou 4&tomos de hidrogénio levando em consideragdo
as condig¢des reacionais do meio assim como da estrutura do antioxidante. Os resultados
deste estudo foram expressos em ICso na concentracdo de uM (Tabela 6).

Dentre os compostos andlogos a curcumina avaliados, o composto 6 demonstrou
ser o mais ativo referente sua capacidade como antioxidante, da mesma forma observado

pelo método do sequestro do radical DPPH®.

Tabela 6. Valores de percentual de consumo do radical e ICso dos inibidores padrdes e compostos
derivados de curcumina (1 - 11), pelo método de ABTS**. Nos estudos iniciais empregou-se
concentracdo de 200 uM de cada composto.

ABTS**
Compostos
% de consumo do radical ICs0 (LM)
Trolox® (T) 88,50 £ 0,01 12,90 + 0,122
Quercetina (Q) 87,70 £ 0,06 9,08 + 0,04°
Acido ascorbico (AA) 92,20+ 0,01 11,24 £ 0,01°
Curcumina (CC) 82,60 £ 0,01 18,86 + 0,64°
1 22,10+0,12 64,75 + 1,48¢
2 24,60+ 1,12 68,39 + 0,08°
3 21,10+ 0,50 57,27 £ 0,78f
4 25,20+ 0,32 66,26 + 0,45%¢
5 25,10+ 1,09 66,64 + 1,19%¢
6 67,40+ 1,50 22,24 +0,07f
7 39,20+ 0,78 81,95+ 0,539
8 36,40 £ 1,30 79,14 + 0,06"
9 39,80+ 0,80 83,75+ 1,27
10 32,40 £ 0,07 71,37 £ 0,44
11 40,60 + 0,96 86,17 + 0,84/

Fonte: Autor, 2023.

Legenda: Teste estatistico ANOVA one-way (o = 0,05) com pds-teste de Tukey. Letras iguais evidenciam
que ndo houve diferenca estatistica significativa. CC: curcumina.

5.3.3 Estudos tedricos de docking molecular

No processo de rastreamento de moléculas biologicamente ativas é importante
compreender que, em muitos casos, tanto a sintese quanto os estudos in vitro de muitos
compostos organicos custam caro, além de ndo ser um trabalho rapido (Taha et al., 2021).
Diante do exposto, uma alternativa metodoldgica capaz de evitar esses gargalos é a
aplicacdo de uma abordagem in silico (Ahmad et al., 2009; Taha et al., 2021; El-Azab et
al., 2021; Munir et al., 2021). Sendo assim, uma técnica in silico amplamente aplicada é
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o docking molecular, que se caracteriza na triagem de compostos biologicamente ativos
baseados em estrutura, além de direcionar os modelos eficazes antes de sua sintese (Meng
etal., 2011; Ruyck et al., 2016; Lavecchia; Giovanni, 2023).

O docking molecular auxilia na especificacdo de alvos sintéticos por meio da
otimizacdo de diferentes ligantes frente a proteina receptora, assim como, uma ferramenta
que ajuda no entendimento das possiveis interacbes a nivel molecular sendo uma
ferramenta para dar suporte aos estudos experimentais (Taha et al., 2021; Giovanni,
2023). Considerando-se este potencial, empregou-se o estudo de docking molecular dos
compostos derivados de curcumina (1-11) com as macromoléculas a-amilase do pancreas
humano (PDB ID:1B2Y) e a a-glicosidase (PDB ID: 2QMJ) ambas complexadas com a
acarbose. A bolsa de ligacao (sitio ativo) de cada enzima onde a acarbose esta complexada
foi utilizada como referéncia, e os derivados curcuminicos 1 - 11 foram docados hum raio
de 10 A. Além disso, utilizaram-se os valores minimos de energia como base para as
analises dos complexos ligante-proteina.

Inicialmente, realizou-se o redocking do ligante cocristalizado (arcabose), como
método de validacdo dos parametros de encaixe especificados no algoritmo de entrada
(input) para ambas as macromoléculas (acarbose e glicosidase). A partir dos resultados,
pdde-se notar que o algoritmo de docking encontrou uma conformacdo para o ligante
acarbose semelhante aquela observada na estrutura cristalografica, demonstrado que os
parametros de encaixe especificados no arquivo de entrada para o método, foram capazes
de recuperar a estrutura e as interacdes do complexo. Além disso, no calculo para ambas
as biomoléculas se obteve moléculas com pose com RMSD abaixo de 2 A do ligante
cocristalizado, confirmando a robustez para o posterior docking dos derivados

curcuminicos avaliados no trabalho.

5.3.3.1 Estudos teoricos de docking molecular frente a a-amilase

Os complexos entre os derivados de curcumina e a-amilase acoplados foram
investigados tendo em vista os valores de energia fitscore para a fungdo de pontuacéo
Goldscore. Diante do exposto, verificam-se que os derivados curcuminicos obtiveram
valores de energia de ligacdo contra a a-amilase acima de 40 (Figura 13), sugerindo

potencial ligacdo em relacéo a proteina avaliada (Giovanni, 2023). De acordo com valores

52



de energia fitscore para a funcdo de pontuacdo Gold, verifica-se que o composto 6 foi 0
ligante mais ativo para a-amilase (60,29) entre os derivados testados.

Todos os derivados de curcumina sintetizados tiveram o mesmo nucleo, disto,
além derivados (6, 7 e 11) apresentaram valores de energia proximo aos padrdes
(curcumina e acarbose). Logo, foi empregada a andlise da relacdo proteina-ligante
(docking molecular) a fim de avaliar a ligacdo na proteina-alvo. Vale salientar que o
derivado 6 foi 0 mais ativo tanto nos estudos tedricos quanto na analise in vitro.

Figura 17. Grafico de energia fitscore para a funcéo de pontuacdo Gold score dos derivados de
curcumina (1-11) frente a-amilase.
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Figura 18. Docking molecular entre amilase (PDB ID:1B2Y) e composto 6 no sitio catalitico.

Fonte: Autor, 2023.

Ghosh e Rangan (2014) relataram a regido do sitio catalitico da a-amilase, o qual

serviu como base para os estudos com os derivados de curcumina. Em sintese, 0s
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resultados da interacdo demonstram que o composto 6 se liga a regido do sitio ativo da
proteina-alvo, predominantemente por forcas de Van der Waals, similar aos resultados
observados nos estudos in vitro de supressdo molecular e termodinamico. Observa-se
que 6 se liga aos residuos de aminoécidos presentes na regido do sitio ativo (ARG-195,
HIS-299, TRP-58, GLY-306, HIS-305, GLN-63, THR-163, GLY-104, ASN-105) da o-
amilase por forcas de Van der Waals. Com base nos resultados dos estudos in vitro, os
dados obtidos nos estudos teoricos, sugere-se que 0 composto 6 interage na regido do sitio
catalitico da a-amilase.

Recentemente, Saddique e colaboradores (2022) observaram moléculas contendo
substituintes com grupos -OH, -CHz, -Cl, -Br e -NH participaram eficazmente na inibicéo
da enzima a-amilase, corroborando com os resultados do presente estudo, uma vez que 6
apresentou melhor resultado de inibicdo tanto nos estudos in silico quanto in vitro.
Somando a isto, Nidhar e colaboradores (2022) também observaram que os derivados
mais ativos frente a a-amilase foram compostos com grupos substituintes contendo
atomos de nitrogénio, apresentando possibilidade de interagir via ligaces de hidrogénio

e de Van der Waals com aminoacidos no sitio ativo.

5.3.3.2 Estudos teodricos de docking molecular frente a a-glicosidase

De modo similar a a-amilase, foi analisada a interacdo dos derivados de
curcumina (1 - 11) com a a-glicosidade levando em consideracao os valores obtidos para
a energia de fitscore para a funcdo de pontuacdo Gold. Os compostos curcuminicos 4, 6,
7, 8 e 9 apresentaram valores de fitscore entre os valores apresentados para 0s compostos
padrdes analisados (curcumina e acarbose) indicando potencial de ligagdo com a a-
glicosidade (Figura 15). Baseado nos resultados encontrados para o fitscore, constatou-
se que o composto 7 foi o ligante que apresentou o maior potencial de ligacdo (51,05)
com a a-glicosidade em relacdo aos demais compostos avaliados.

Estudos recentes que avaliaram os valores de fitscore para possiveis ligantes com
a enzima a-glicosidade observaram que compostos com substituintes -NH, -Br e -Cl
exibem resultados destacados em estudos in silico e em in vitro, onde as principais
interacGes ocorrem via forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénios (Saddique et
al., 2022; Nidhar et al., 2022). Esse comportamento foi observado na presente pesquisa
constatando assim a seguinte ordem de valores para fitscore: 7>8>4>6>9>1>3>

10 >5> 2> 11. Nesta linha, 0 composto 4 que é similar ao 3, porém é mais substituido

54



por grupo cloro apresentando um melhor valor de fitscore, por exemplo. No presente
estudo o docking molecular foi realizado apenas com o derivado de curcumina 7 que
apresentou o melhor valor de fitscore com o intuito de identificar os possiveis tipos de

ligacOes e interacdes presentes entre 0 composto e a enzima (Figura 16).

Figura 19. Grafico de energia fitscore para a funcéo de pontuagdo Gold score dos derivados de
curcumina (1 - 11) frente a-amilase.
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Figura 20. Docking molecular entre a-glicosidase (PDB ID: 2QMJ) e composto 7.

Fonte: Autor, 2023.

Estudos recentes também puderam observar que a insercdo de grupos retiradores

de elétrons levam a derivados mais ativos frente a inibicdo enzimatica da a-glicosidase
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(Nidhar et al., 2022; Kaur; Kaushal, 2023). O perfil de interacdo da a-glicosidase com
derivados de curcumina, assim como os resultados in vitro revelaram que 0s compostos

7>8>4>6>09 tém potencial em inibir a atividade catalitica da a-glicosidase.

5.3.4 Estudos biofisicos in vitro do composto 6 frente a a-amilase
5.3.4.1 Supresséo de fluorescéncia

A fluorescéncia molecular destaca-se entre as metodologias existentes para
monitoramento de processos de interacdo proteina-ligante, uma vez que é caracterizada
por ser altamente sensivel, facilidade de implementacdo, bem como permite a realizagdo
dos experimentos sem que haja destruicdo das amostras experimentais (Wang et al.,
2022). A partir desta metodologia € possivel inferir informacdes fundamentais para
compreender melhor o mecanismo de interacdo entre a proteina e seu ligante, como
mecanismo de quenching e os parametros termodindmicos (Zhu et al., 2021).
InformacgBes as quais podem inferir quais tipos de forcas intermoleculares estdo
preferencialmente associadas no complexo proteina-ligante (Sun; Gidley; Warren, 2017).

Diante disso, foram realizados estudos de interagao entre a-amilase e composto 6
empregando espectroscopia de fluorescéncia molecular como alternativa metodolégica
para compreender melhor o mecanismo de inibi¢ao da a-amilase pelo ligante andlogo a
curcumina. Logo, foi realizada uma titulacdo espectrofluorimétrica da enzima
(0,25 mg-mL1) frente ao ligante composto 6 (0-110 puM). Sendo assim, os espectros de
fluorescéncia entre a a-amilase na presenga e auséncia do composto 6 em diferentes
temperaturas estdo apresentados na Figura 21.

A partir da avaliacdo dos espectros, pode-se verificar que com a excitacdo em 280
nm a a-amilase apresentou uma banda intensa de fluorescéncia em 344 nm, sendo que
com a adicdo de concentracfes crescentes do composto 6 houve uma diminui¢cdo na
intensidade da fluorescéncia da a-amilase. Isto indica que houve o0 mecanismo de
guenching, devido a supressdo da fluorescéncia (Zhu et al., 2021). Além do que, a
diminuigdo deste sinal de fluorescéncia € consequéncia da interagdo entre a a-amilase e
composto 6, de forma que houve mudanga no microambiente dos residuos de
aminoacidos aromaticos presente na estrutura da enzima (Jiang et al., 2021).

Além disso, com o intuito de investigar qual o mecanismo de quenching esta
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envolvido no processo de interagdo entre a-amilase com o composto 6 foram calculados
0s parametros de interacdo Ksv, Kg, Ko € n, valores estes apresentados na Tabela 6. A
partir da tabela, pode-se verificar valores inversamente proporcionais entre a variacao de
temperatura versus valores de Ksy, a qual é caracterizado como um perfil indicativo do
processo de quenching estatico (Sun; Gidley; Warren, 2017). Além do valor de Ky, 0
mecanismo de quenching também pode ser avaliado pelo valor da constante da taxa de
extingdo biomolecular (Kg), sendo que valores superiores a constante da taxa de difuséo
limitante de biomoléculas 2,0x101° M-S ¢ indicativo de quenching estatico (Zhu et al.,
2021). Dessa forma, os valores de Kq obtidos nesta pesquisa variaram de 5,35 a 7,75x10%?
M-S, dados estes no qual confirma que o quenching estéatico é mecanismo preferencial
do processo de interagdo entre a-amilase com o composto 6. Somando-se a isto, a partir
da constante de ligacdo (Kp) foi avaliado a forga de interagdo entre a-amilase com o
composto 6, no qual foi observado variagio de 3,54 a 0,82x10° M com o intervalo de 22
a 38 °C, indicando que com o0 aumento da temperatura houve uma diminuicdo da afinidade
do ligante com a a-amilase (Zhu et al., 2022).

Além dos pardmetros de ligagdo, foram investigados 0s parametros
termodinamicos a fim de compreender as principais formas intermoleculares presente no
complexo a-amilase com o composto 6. Diante disso, foram calculados os valores de
energia livre de Gibbs (AG), variacdo de entalpia (AH) e variacdo de entropia (AS), nos
quais estdo apresentados na Tabela 7.

Quando os valores de AH e AS sdo menores que zero € um indicativo de que
preferencialmente o processo esta associado por ligac6es de hidrogénios e forcas de van
der Waals. Entretanto, quando os valores de AH e AS sdo maiores que zero € um indicativo
que as forcas majoritarias presente no processo sao de interagcdes hidrofobicas. Porém,
quando o valor de AH é maior ou igual a 0 e AS for menor que 0 indica que as interacdes
no processo ocorrem preferencialmente por forcas eletrostaticas (Shamsi et al., 2020).

Diante disso, é possivel observar na Tabela 7 que as principais interacfes
intermoleculares presente entre a a-amilase com o composto 6 sdo por ligagdes de
hidrogénios e forgas de van der Waals. Sendo assim, havendo similaridade com os estudos
teoricos. Além disso, foi possivel verificar que o processo de interacdo entre a enzima e
o ligante foi termodinamicamente espontaneo tendo em vista que os valores de AG foram

menores que zero, sendo -3,73 a -3,48 para o intervalo de temperatura de 22 a 38 °C.
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Figura 21. Avaliacdo de supressdo de fluorescéncia molecular entre a-amilase e composto 6, em diferentes temperaturas 22, 30 e 38°C. (A) Perfil espectral de
emissdo da a-amilase (1 U mL™) na presenca de diferentes concentragdes de composto 6 a pH 6,9 e 22 °C. (B) Grafico de supresséo de Stern-Volmer. (C) Curva
logaritmica dupla para célculo da constante de ligagao.
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Tabela 7. Avaliagdo da interagdo entre a-amilase e 0 composto 6 por meio dos pardmetros de Stern-Volmer, ligacdo e termodindmicos em diferentes
temperaturas (22, 30 e 38°C) e pH 6,9.

T Parametro de Stern-Volmer Pardmetro de ligagédo Parametros termodindmicos
°C) Ksv , Kq Kb N " AG AH AS
(M1 (Mts (M1 (kimol?)  (kJmol?)  (kJ mol™)
22 7,75 (x0,01)x10*  0,99717  7,75x10%? 3,54 (+0,23)x10° 1,14 (+ 0,05) 0,99499 -3,73
30 6,62 (£+0,01)x10*  0,99263  6,62x10%? 1,14 (+0,25)x10° 1,04 (x 0,05) 0,99303 -3,61 -8,38 -15,71
38 5,35 (+0,01)x10*  0,98730  5,35x10? 8,28 (+0,45)x10* 1,02 (+ 0,09) 0,98397 -3,48

Fonte: Autor, 2023.
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5.3.4.2 Espectroscopia de fluorescéncia sincrona

Foi possivel realizar o monitoramento de forma separada dos residuos de
aminoacidos Trp e Tyr por meio de estudos de fluorescéncia sincronizada, com intuito de
verificar, diante do processo de interacdo proteina-ligante, qual o microambiente foi mais
afetado. Diante disso, foi necessario manter de forma constante o comprimento de onda
entre os monocromadores de excitagdo e emisséo, o qual foi selecionado para Tyr (A4 =

15 nm) e para Trp (A4 = 60 nm), representado na Figura 22.

Figura 22. Espectros de fluorescéncia sincronizada de a-amilase (1 U mL™) apds adicdo de
concentracgdes crescentes do composto 6 em pH 6,9, monitorando (A) AL = 60 nm (residuos de
Trp) e (B) AL =15 nm (residuos de Tir).
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Fonte: Autor, 2023.

A partir do empego dos estudos de fluorescéncia sincronizada foi possivel
compreender mudangas conformacionais na estrutura tridimensional da a-amilase, tendo
como pressuposto variacdes nos microambientes que, por sua vez, afeta 0 mecanismo de
inibicdo. De acordo com a Figura 22, pode-se inferir que houve supressao de
fluorescéncia com o aumento da concentracdo do composto 6. Somando-se a isto, estes
resultados de fluorescéncia sincronizada capaz de monitorar os residuos de Tyr e Trp
corroboram com os dados obtidos pelos estudos de cinética enzimatica classica, a qual
infere que 0 composto 6 atua como inibidor misto. Isto porque os residuos de Tyr e Trp

encontram-se distante do sitio catalitico da a-amilase.
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5.3.4.3 Espectroscopia de fluorescéncia tridimensional (3D)

A ligacdo entre uma enzima e um ligante esta constantemente relacionada a
alteragBes estruturais na enzima possibilitando uma interagdo mais significativa no sitio
catalitico (Zhan et al, 2022). De acordo com Wang e colaboradores (2019), dentro das
técnicas espectrofluorimétrica, o espectro de fluorescéncia tridimensional (3D) é capaz
de obter informacgdes sobre as alteracdes conformacionais na estrutura secundaria da
proteina. Diante disso, por meio do espectro de fluorescéncia 3D para a a-amilase livre e
complexada com o composto 6, foi possivel verificar a presenca de trés picos de
intensidade de fluorescéncia (Figura 23).

Segundo Anigboro e colaboradores (2019), o pico 1 € caracterizado pelo
mecanismo de espalhamento da radiacdo (scattering Rayleigh) pelo solvente, no qual
compreende como o0 comprimento de onda de excitacdo sendo igual comprimento de onda
de emissdo (Aex = Aem). Além disso, 0s aminoacidos aromaticos Trp e Try presente na
estrutura da enzima sdo responsaveis pelo pico 2 e o correspondente a excitacdo de
estados eletronicos mais excitados dos aminoacidos aromaticos sendo responsavel pelo
pico 3 (Zheng et al., 2020).

A partir da avaliagdo de mudangas conformacionais da a-amilase por meio da
fluorescéncia tridimensional, pode-se verificar que houve mudanca na sua estrutura
tridimensional (Lu et al, 2016). Isto porgue a adicdo do composto 6 acarretou alteracdes
no microambiente nos aminoacidos aromaticos, tendo em vista que houve a reducdo do
sinal de fluorescéncia de aproximadamente 15% e 50% no pico 2 e 3, respectivamente.

De acordo com Mueller e colaboradores (2019), o deslocamento Stokes consiste
na diferenca de energia entre o ponto maximo do espectro de absorcdo e 0 maximo do
espectro de emissdo. Assim, outra possivel forma de verificar se hd mudanca na estrutura
nativa da proteina é por meio dos valores do deslocamento Stokes, uma vez que cada
estrutura molecular apresenta absorcdo e emissdo especifica (Yu et al., 2020).

Logo, neste estudo foi possivel observar que houve o deslocamento de Stokes, no
qual esse deslocamento fica mais evidente no pico 3 (tabela 8). Sugerindo que a alteragéo
conformacional da molécula ocorreu preferencialmente na regido da proximidade dos
residuos de Try (Sun et al., 2023), corroborando com os estudos de fluorescéncia sincrona

e 0s estudos por UV-vis.
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Figura 23. O espectro de fluorescéncia 3D para (a) a-amilase livre e (b) complexada com composto 6, em pH . 6,9. Enzima e ligante foram utilizados

em 1 U/mL e 10 pM, respectivamente.
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Tabela 8. Pardmetros de fluorescéncia tridimensional (3D) para a-amilase livre ou na presenca do composto 6.
a-amilase a-amilase-composto 6
Picos Posicédo Stokes* F Posicdo Stokes F
(Rex / Xem) A\ (nm) (u.a) (Mex / Aem) A (nm) (u.a)
1 Xex = Aem 0 >1000 Aex = hem 0 >1000
2 258,12/ 423,52 165,4 695,83 (100%) 258,46 / 423,52 165,06 593,93 (85,30%)
3 257,10/ 285,29 1,19 325,25 (100%) 260,51/312,95 286,44 159,98 (49,18%)
!Deslocamento Stokes (AL = kem - Aex). 2NUMeros entre parénteses representam a porcentagem relativa do sinal de fluorescéncia. Valores menores indicam maior variagéo

em relagéo ao controle (a-amilase livre).

Fonte: Autor, 2023.



5.3.4.4 Estudos de competicdo

Empregou-se o estudo de competicao entre o derivado de curcumina (composto 6) e a-amilase
frente aos compostos inibidores de perfil competitivo como marcadores acarbose (Yang et al., 2021),
acido tanico (Li et al., 2013.) e &cido salicilico (Kaur; Gupta;Taggar, 2015), a fim de avaliar o sitio
preferencial de ligacdo. Sendo assim, empregou-se uma titulacdo espectrofluorimétrica tanto na
presenca e na auséncia dos inibidores competitivos usados como marcadores. Neste contexto, a
avaliacao do sitio preferencial de ligacdo foi verificada a partir da razao entre as constantes de ligacao
(Kb) na presenca e na auséncia dos competidores (Ky' / Ky), sendo que Ky' € a constante de ligagdo na
presenca do inibidor e Ky na auséncia do competidor (Santana et al., 2019).

O favorecimento, assim como o ndo favorecimento do complexo entre a enzima e o ligante
frente aos marcadores foi avaliada por meio da razdo Ky’ / Kb. Ou seja, quando ocorre o favorecimento
a razdo Ky’ / Ky € maior que 1, por outro lado, a razdo Ky’ / Ky, € menor que 1, indicando
desfavorecimento da formacdo do complexo devido a competicdo entre os ligantes e os inibidores
classicos possivelmente pela ligagdo no sitio ativo da enzima (Lage et al., 2018).

Neste estudo foi possivel observar que a constante de ligacdo diminuiu na presenca dos
inibidores (Ky’/ Ky < 1) (Figura 24C) sugerindo que houve um desfavorecimento da formacdo do
complexo devido a competicdo entre composto 6 (derivado de curcumina) e os inibidores classicos
(acarbose, acido tanico e cido salicilico), sendo a acarbose o inibidor competitivo que mais interferiu
no complexo. A partir destes resultados, é possivel sugerir que derivado de curcumina, composto 6,
interage na regido no sitio catalitico da a-amilase. Porém, é importante mencionar que nao é possivel
diferenciar inibidores competidores de inibidores mistos através deste estudo de competicao (Braga
etal., 2019).
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Figura 24. Estudo de competicdo frente a atividade catalitica da a-amilase. (A) perfil espectral de supressdo de fluorescéncia do complexo a-amilase-
composto 6; (B) curva logaritmica dupla para calculo da constante de ligacdo utilizando diferentes sistemas; (C) Razdo entre as constantes de ligacdo do
complexo a-amilase-composto 6 € o a-amilase-composto 6 com a adi¢do possiveis compostos competidores.
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5.3.4.5 Transferéncia de energia por ressonancia de Forst (FRET)

O presente estudo utilizou o processo de transferéncia de energia de ressonancia Forster
(FRET) para determinar a distancia entre os residuos de aminoacidos aromaticos (triptofano,
fenilalanina e tirosina) da a-amilase que apresenta o perfil de doador e 0 composto 6, derivado
da curcumina, que se comporta como receptor. Essa distancia (ro) entre o receptor e doador foi
determinar empregando a seguinte equagéo:

6
E=1- 1= ¢

e Equacéo (7)

onde, E consiste na eficiéncia de transferéncia de energia do doador para o receptor, F e Fo séo
as intensidades de fluorescéncia da a-amilase na presenca e auséncia de receptor,
respectivamente, e Ro é definida com a distancia critica de Forster, quando 50% da energia de
emissdo do doador é transferida para o receptor (Borah; Sarkar; Duary, 2019). Além dessa
equacdo que estabelece a relagdo Ro com ro, E, F e Fo, também foi possivel estabelecer o valor
de distancia critica por meio da seguinte equacao:

RS =879% 1072°x K2x & x N*xJ(A) Equag&o (8)

em que, K? indica o fator de orientagdo espacial do dipolo formado entre o doador e o aceptor,
tendo um valor estabelecido de dois tergos (%3) para orientacao aleatdria em solucdo fluidas, o
N esté relacionado com o indice de refracdo médio do meio, neste caso da solugdo de a-amilase
N é igual a 1,4, 0 @ ¢é o rendimento quantico do doador para a a-amilase (Lim; Ferruzzi;
Hamaker, 2022), e J denota a area de sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia

normalizado do doador e em relacdo ao espectro de absorcdo do receptor (Figura 25).
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Figura 25. Sobreposi¢io dos espectros normalizados de fluorescéncia da a-amilase (1 U mL™) que atua
como doador (D) de radiagao e absor¢do molecular do composto 6 (10 € 20 uM) que atua como receptor
em pH 6,9.
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Fonte: Autor, 2023.

A sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia da a-amilase e do espectro de
absorcéo do derivado de curcumina (composto 6) sdo apresentados na Figura 25. Vale salientar
que houve uma padronizacéo dos dados de acordo com os valores descritos por Avwioroko e
colaboradores (2020), sendo K?=2/3, N=1,40 e ® = 0,130 para a a-amilase. Diante do exposto,
a area de sobreposicéo (J) foi calculada pela equacéo (x):

Jo? FQOx & (A) x A* xdA
Jo F)xdA

JQ) = Equacédo (9)

em que, F(L) esta relacionada com a intensidade de fluorescéncia do doador no comprimento
de onda avaliado (1) e &(A) ¢ definido com o coeficiente de absor¢do molar do receptor, o qual
pode ser obtido empregando a lei de Beer. Os valores apresentados de J, E, Ro e ro para o
complexo a-amilase-composto 6 a 25°C estdo descritos na Tabela 9. De acordo com o0s
resultados, as distancia de ligagdo (ro) entre a a-amilase e o derivado da curcumina (composto
6) foi ro <8 nme 0,5 Ro <10 < 1,5Ro, indicando a extin¢io da fluorescéncia da a-amilase pelo
composto 6 e que o processo de transferéncia de energia ocorreu sem radiacdo e com alta

elevada probabilidade em decorréncia do processo de interacéo.
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Tabela 9. Parametros calculados relacionados ao processo de FRET quanto a interag@o entre a-amilase
e composto 6, avaliando em diferentes concentra¢es de composto inibidor.

J E Ro ro
6 (uM) (105 ¢cm? L mol) %) (nm) (nm)
10 3.56 x 10° 18,40 4,14 5,31
20 3,68 x 10° 50.80 417 414

Fonte: Autor, 2023.

Outros estudos presentes na literatura também aplicaram o processo de transferéncia de
energia de ressonancia Forster (FRET) para avaliar a distancia entre a-amilase e diferentes
ligantes. Avwioroko e colaboradores (2020) trabalhou com as interagdes da o-amilase com trés
(3) ligantes dichalcogenoimidodifosfinato (ligante diselenoimidodifosfinato, ligante
ditioimidodifosfinato e ligante tioselenoimidodifosfinato). Neste trabalho os valores referentes
as distancias de ligacédo (ro) dos complexos enzima-composto variaram entre 1,86-3,31 nm, ou
seja, ro <8 nm em todos os sistemas. Além disso, nesses mesmos sistemas foi respeitada a
condicdo de 0,5 Ro <rp < 1,5R0.

Um estudo recente com aplicacdo do campo bioldgico investigou a distancia de ligacéo
entre a-amilase salivar humana (HSAmy) e a molécula de sanguinarina, sendo os resultados
obtidos para ro inferior a 4 nm e seguindo a hipdtese de 0,5 Ro <rp < 1,5R0 (Babatunde et al.,
2021). Diante do exposto, tanto os estudos de Avwioroko e colaboradores (2020) e Babatunde
e colaboradores (2021) obtiveram resultados similares a esta pesquisa, cujo empregou a -

amilase como doador, sendo as distancias de ligagao (ro) encontradas menores que 8 nm.

5.3.4.6 Medic¢bes de absor¢cdo UV-vis

Uma alternativa capaz de monitorar mudangas estruturais de proteinas é o estudo de
espectroscopia por UV-vis (Tabassum, et al. 2012; Husain, et al. 2017). Além disso, através
desta técnica é possivel sugerir a respeito do tipo de mecanismo de quenching do processo de
interacdo entre a enzima e o ligante (He et al., 2016). Neste sentido, empregou-se
espectroscopia por UV-vis para observar a formagao do complexo a-amilase-composto 6, assim

como o mecanismo de quenching relativo a este processo de interagéo (Figura 26).
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Figura 26. Espectros de absor¢do no UV-vis da a-amilase na auséncia e presenga do composto inibidor
6, em tampéo fosfato de sédio em pH 6,9: (A) regido 270 nm; (B) 210 nm.
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Fonte: Autor, 2023.

Como resultado, verificou-se que houve mudanga no espectro de absor¢édo no UV-vis
da a-amilase na auséncia e presenca do composto 6 (Figura 26), indicando que mecanismo de
guenching é preferencialmente o estatico, tendo em vista que houve mudanca no espectro de
absorcdo. Ou seja, alteracdo no estado fundamental da molécula, o qual corrobora com o0s
resultados de espectroscopia de fluorescéncia molecular.

Observa-se essa evidéncia avaliando o espectro do sistema com a enzima livre, do
composto livre e do complexo enzima-ligante, no qual sera considerado como mecanismo de
guenching estatico quando o valor da absorbancia do complexo for diferente do somatorio a
absorcéo da enzima mais 0 composto, e caso ndo ocorra mudancga no espectro de absor¢do o
mecanismo é considerado dindmico. Com isso, € possivel inferir que essas evidéncias indicam
que houve interagdo entre o composto 6 ¢ a a-amilase.

E importante compreender que caso o mecanismo de quenching fosse dindmico, néo
haveria variagdes no espectro de UV-vis do complexo (Acomplexo= Acomposto + amilase-composto
6), uma vez que o quenching dindmico afeta somente o estado excitado, e ndo o estado
fundamental (Sahoo; Ghosh; Dasgupta, 2009; Wu, et al., 2011).

Devido a diferenga significativa entre os valores de 1Cso dos compostos entre 0s
sistemas tampdes (Tris-HCI e fosfato de sodio), foram feitas medicdes espectrais de absor¢édo

no UV-vis da a-amilase em diferentes concentrac6es do cofator calcio no sistema tampdao Tris-
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HCI, a fim de monitorar a influéncia do cofator calcio no processo de interagdo entre a-amilase

e 0 composto 6 (Figura 27).

Figura 27. Espectros de absor¢do no UV-vis da a-amilase em diferentes concentrac6es do cofator célcio
no sistema tampéo Tris-HCI: (A) regido 270 nm; (B) 210 nm.
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Fonte: Autor, 2023.
Legenda: Teste estatistico ANOVA one-way (o = 0,05) com pés-teste de Tukey. Letras iguais evidenciam que ndo

houve diferenga estatistica significativa

Diante disso, foi possivel verificar que a presenca do cofator Célcio no sistema tampao
Tris-HCI influenciou no processo de interagdo entre a a-amilase e 0 composto 6, visto que com
0 aumento da concentracdo do calcio houve um aumento do espectro de absor¢do tanto na
regido proxima de 210 nm caracteristico principalmente a estrutura alfa-hélice da proteina,
quanto da regido de 270 nm caracteristico principalmente devido aos residuos de aminoacidos
aromaticos Tire Trp (Yu et al., 2014).

68



5.4 CONCLUSOES E PESPECTIVAS

Foi avaliado o perfil de inibicdo do composto andlogo a curcumina mais promissor
frente as enzimas a-amilase e a-glicosidase, empregando estudos cinéticos classicos, sendo
caraterizado como tipo de inibicdo mista. Por conseguinte, foi avaliado a capacidade
antioxidante dos derivados empregando ensaios baseados em sequestro de espécies radicalares
(DPPH- e ABTS-+), no qual o composto 6 demonstrou ser mais promissor entre os dereviados.
Além disso, foi realizado estudo tedrico de docking molecular utilizando derivados de
curcumina frente potencial de inibi¢do da a-amilase e a-glicosidade, demonstrando que o
composto 6 e 7 foram os mais ativos frente a interacdo com as enzimas. E por fim, foi
determinado os parametros de ligacdo e termodinamicos e mudancas conformacionais na
enzima devido a formagdo do complexo entre a-amilase e 0 composto 6. Como resultado, foi
observado que o tipo de quenching foi estatico, e as principais interacbes entre 0 composto 6 e
a alfa-amilase foi por ligacao de hidrogénio e van der waals.

Além disso, as principais perspectivas deste trabalho sdo a realizacdo de estudos de
inibicdo da glicacdo da hemoglobina. Por conseguinte, realizar estudos de citotoxicidade. Além
de verificar o potencial antidiabético em modelos de camundongos diabéticos induzidos por
alimentacdo, além de investigar o efeito dos compostos sobre as enzimas do estresse oxidativo,

bem como a expressdo de mediadores pro-inflamatorios.

69



REFERENCIAS

AIKAELLI, F. et al. Prevalence of microvascular and macrovascular complications of diabetes in newly
diagnosed type 2 diabetes in low-and-middle-income countries: A systematic review and meta-
analysis. PLOS Global Public Health, v. 2, n. 6, p. e€0000599, 2022.

AJAHA, A. et al. Effect of 20-hydroxyecdysone, a phytoecdysteroid, on development, digestive, and
detoxification enzyme activities of Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae). Journal of
Insect Science, v. 19, n. 5, p. 18, 2019.

ALBERTY, R. A. Relations between biochemical thermodynamics and biochemical
Kinetics. Biophysical chemistry, v. 124, n. 1, p. 11-17, 2006.

AMATO, G. et al. Origanum heracleoticum Essential Oils: Chemical Composition, Phytotoxic and
Alpha-Amylase Inhibitory Activities. Plants, v. 12, n. 4, p. 866, 2023.

ANIGBORO, A. A. et al. Perfil fitoquimico, antioxidante, inibigdo de a-amilase, interacdo de ligacéo
e estudos de docking de compostos bioativos de Justicia carnea com a-amilase. Quimica Biofisica , v.
269, p. 106529, 2021.

AVWIOROKO, 0. J. et al. Exploring the binding interactions of structurally diverse
dichalcogenoimidodiphosphinate ligands with a-amylase: Spectroscopic approach coupled with
molecular docking. Biochemistry and Biophysics Reports, 24, 100837, 2020.

AVWIOROKO, 0. J. et al. a-Amylase inhibition, anti-glycation property and characterization of the
binding interaction of citric acid with a-amylase using multiple spectroscopic, kinetics and molecular
docking approaches. Journal of Molecular Liquids, v. 360, p. 119454, 2022.

BASSO, A.; SERBAN, S. Industrial applications of immobilized enzymes - A review. Molecular
Catalysis, v. 479, p. 110607, 2019.

BISSWANGER, H. Enzyme kinetics: principles and methods. John Wiley & Sons, 2017.

BLANCO-LABRA, A.; ITURBE-CHINAS, F. A. Purification and characterization of an a-amylase
inhibitor from maise (Zea maize). Journal of Food Biochemistry, v. 5, n. 1, p. 1-17, 1981.

BLERIOT, Y.; AUBERGER, N.; DESIRE, J. Sugar-Derived Amidines and Congeners: Structures,
Glycosidase Inhibition and Applications. Current Medicinal Chemistry, v. 29, n. 7, p. 1271-1292,
2022.

BONAVIDES, K. B. et al. Molecular identification of four different a-amylase inhibitors from Baru
(Dipteryx alata) seeds with activity toward insect enzymes. BMB Reports, v. 40, n. 4, p. 494-500,
2007.

70



BORAH, P. K.; SARKAR, A.; DUARY, R. K. Water-soluble vitamins for controlling starch
digestion: Conformational scrambling and inhibition mechanism of human pancreatic a-amylase by
ascorbic acid and folic acid. Food chemistry, v. 288, p. 395-404, 2019.

BRADFUTE, S. B. History and impact of the mouse-adapted Ebola virus model. Antiviral Research,
v. 210, p. 105493, 2023.

BRAGA, T. C. et al. lonic liquid-assisted synthesis of dihydropyrimidin (thi) one Biginelli adducts
and investigation of their mechanism of urease inhibition. New Journal of Chemistry, v. 43, n. 38, p.
15187-15200, 2019.

CHATTERIEE, S.; KHUNTI, K.; DAVIES, M. J. Type 2 diabetes. The lancet, v. 389, n. 10085, p.
2239-2251, 2017

CHAUDHURY, A. et al. Clinical review of antidiabetic drugs: implications for type 2 diabetes
mellitus management. Frontiers in endocrinology, v. 8, p. 6, 2017.

CHEN, K.; ARNOLD, F. H. Engineering new catalytic activities in enzymes. Nature Catalysis, v. 3,
n. 3, p. 203-213, 2020.

CHEN, S. et al. Pyrrole alkaloids and ergosterols from Grifola frondosa exert anti-a-glucosidase and
anti-proliferative activities. Journal of functional foods, v. 43, p. 196-205, 2018.

CHEN, S. et al. Pyrrole alkaloids and ergosterols from Grifola frondosa exert anti-a-glucosidase and
anti-proliferative activities. Journal of functional foods, v. 43, p. 196-205, 2018.

CONNERS, E. E. et al. Screening and testing for hepatitis B virus infection: CDC recommendations -
United States, 2023. MMWR Recommendations and Reports, v. 72, n. 1, p. 1, 2023.

DAGAR, P.; MISHRA, A. Molecular modeling and in vitro studies of gedunin a potent alpha-amylase
inhibitor and alpha-glucosidase inhibitor. BioFactors, 2022.

DAGAR, P.; MISHRA, A. Molecular modeling and in vitro studies of gedunin a potent alpha-amylase
inhibitor and alpha-glucosidase inhibitor. BioFactors, 2022.

DAHAL, D. et al. In Vitro Studies on Alpha-amylase Inhibitory Activities of Zanthoxylum armatum
of Mid-Western Regions of Nepal. Amrit Research Journal, v. 2, n. 01, p. 28-36, 2021.

DARMAL, 1. et al. Frequency of Type Il Diabetes Mellitus in ST Segment Elevated MI patients
presented to French Medical Institute for Mothers and Children: A Cross Section Study. Journal of
Medical Research and Health Sciences, v. 5, n. 6, p. 2023-2038, 2022.

DEVI, Meena et al. Design, synthesis, spectroscopic characterization, single crystal X-ray analysis, in
vitro a-amylase inhibition assay, DPPH free radical evaluation and computational studies of naphtho
[2, 3-d] imidazole-4, 9-dione appended 1, 2, 3-triazoles. European Journal of Medicinal Chemistry,
v. 250, p. 115230, 2023.

DIAS, S. C. et al. Molecular cloning and expression of an a-amylase inhibitor from rye with potential
for controlling insect pests. The Protein Journal, v. 24, n. 2, p. 113-123, 2005.

DRULA, E. et al. The carbohydrate-active enzyme database: functions and literature. Nucleic acids
research, v. 50, n. D1, p. D571-D577, 2022.

EL-AZAB, I.H.; EL-SHESHTAWY, H.S.; BAKR, R.B.; ELKANZI, N. New 1, 2, 3-Triazole-
Containing Hybrids as Antitumor Candidates: Design, Click Reaction Synthesis, DFT Calculations,
and Molecular Docking Study. Molecules 2021, 26, 708.

ENTEZARI, M. et al. AMPK signaling in diabetes mellitus, insulin resistance and diabetic
complications: A pre-clinical and clinical investigation. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 146, p.
112563, 2022.

ETSASSALA, N. G. et al. Alpha-glucosidase and alpha-amylase inhibitory activities of novel abietane
diterpenes from Salvia africana-lutea. Antioxidants, v. 8, n. 10, p. 421, 20109.

71



ETSASSALA, N. G. et al. Alpha-glucosidase and alpha-amylase inhibitory activities of novel abietane
diterpenes from Salvia africana-lutea. Antioxidants, v. 8, n. 10, p. 421, 20109.

EZATI, M. et al. Design, synthesis, spectroscopic characterizations, antidiabetic, in silico and kinetic
evaluation of novel curcumin-fused aldohexoses. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, v. 285, p. 121806, 2023.

FERREIRA, S. B. et al. Synthesis, biological activity, and molecular modeling studies of 1 h-1, 2, 3-
triazole derivatives of carbohydrates as a-glucosidases inhibitors. Journal of medicinal chemistry, v.
53, n. 6, p. 2364-2375, 2010.

FERREIRA, S. B. et al. Synthesis, biological activity, and molecular modeling studies of 1 h-1, 2, 3-
triazole derivatives of carbohydrates as a-glucosidases inhibitors. Journal of medicinal chemistry, v.
53, n. 6, p. 2364-2375, 2010.

FERRIS, R. L.; WESTRA, W. Oropharyngeal carcinoma with a special focus on hpv-related
squamous cell carcinoma. Annual Review of Pathology: Mechanisms of Disease, v. 18, p. 515-535,
2023.

FONSECA, K. P.; RACHED, C. D. Complicagdes do diabetes mellitus. International Journal of
Health Management Review, v. 5, n. 1, 2019.Este t

FORETZ, M.; GUIGAS, B.; VIOLLET, B. Understanding the glucoregulatory mechanisms of
metformin in type 2 diabetes mellitus. Nature Reviews Endocrinology, v. 15, n. 10, p. 569-589,
20109.

FRANZIN, M. L. et al. Metarhizium Associated with Coffee Seedling Roots: Positive Effects on Plant
Growth and Protection against Leucoptera coffeella. Agriculture, v. 12, n. 12, p. 2030, 2022.

FURTUOSO, M. C. O.; BARROS, G. S. A.; GUILHOTO, J. J. M. O produto interno bruto do
complexo agroindustrial brasileiro. Revista de Economia e Sociologia Rural, v. 36, n. 3, p. 9-32,
2019.

GHADYALE, V. et al. Effective control of postprandial glucose level through inhibition of intestinal
alpha glucosidase by Cymbopogon martinii (Roxb.). Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, v. 2012, 2012,

GHADYALE, V. et al. Effective control of postprandial glucose level through inhibition of intestinal
alpha glucosidase by Cymbopogon martinii (Roxb.). Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, v. 2012, 2012.

GHANI, S. B. et al. The miticidal activity of silver nanoparticles towards date palm mite (Oligonychus
afrasiaticus (McGregor)): efficacy, selectivity, and risk assessment. Brazilian Journal of Biology, v.
84, 2022.

GIRALDO, M. I.; GONZALEZ-OROZCO, M.; RAISBAUM, R. Pathogenesis of Zika Virus
Infection. Annual Review of Pathology: Mechanisms of Disease, v. 18, p. 181-203, 2023

GOLDBAUM, T. S. et al. Urgéncias em endocrinologia. In: Endocrinologia e Metabologia.
Atheneu, 2022.

GUERREIRO, L. R. et al. Five-membered iminocyclitol a-glucosidase inhibitors: synthetic, biological
screening and in silico studies. Bioorganic & medicinal chemistry, v. 21, n. 7, p. 1911-1917, 2013.

GUERREIRO, L. R. et al. Five-membered iminocyclitol a-glucosidase inhibitors: synthetic, biological
screening and in silico studies. Bioorganic & medicinal chemistry, v. 21, n. 7, p. 1911-1917, 2013.

HAYNES, B. F. et al. Strategies for HIV-1 vaccines that induce broadly neutralizing
antibodies. Nature Reviews Immunology, v. 23, n. 3, p. 142-158, 2023.

HOU, L. et al. A multicenter survey of type I diabetes mellitus in Chinese children. Frontiers in
Endocrinology, v. 12, p. 583114, 2021

72



HUSNI, H. et al. The Level of Coffee Berry Borer (Hypothenemus hampei Ferrari, 1867) Attack on
Organic and Conventional Arabica Coffee Plantations at Several Altitudes. Agriculturae Conspectus
Scientificus, v. 87, n. 2, p. 145-149, 2022.

JADALLA, B. M. et al. In vitro alpha-glucosidase and alpha-amylase inhibitory activities and
antioxidant capacity of Helichrysum cymosum and Helichrysum pandurifolium Schrank
constituents. Separations, v. 9, n. 8, p. 190, 2022.

JADALLA, B. M. et al. In vitro alpha-glucosidase and alpha-amylase inhibitory activities and
antioxidant capacity of Helichrysum cymosum and Helichrysum pandurifolium Schrank
constituents. Separations, v. 9, n. 8, p. 190, 2022.

JIANG, MENG-YUAN et al. a-glucosidase inhibitory and anti-inflammatory coumestans from the
roots of Dolichos trilobus. Planta Medica, v. 85, n. 02, p. 112-117, 20109.

JIANG, Meng-Yuan et al. a-glucosidase inhibitory and anti-inflammatory coumestans from the roots
of Dolichos trilobus. Planta Medica, v. 85, n. 02, p. 112-117, 2019.

JIN, Z. et al. Potential global distribution of invasive alien species, Anthonomus grandis Boheman,
under current and future climate using optimal MaxEnt Model. Agriculture, v. 12, n. 11, p. 1759,
2022.

JUNIOR, A. H. M. et al. Complications and Diagnosis of Diabetes Mellitus. Amadeus International
Multidisciplinary Journal, v. 6, n. 12, p. 85-95, 2022.

KARADE, S. S. et al. Structure-Based Design of Potent Iminosugar Inhibitors of Endoplasmic
Reticulum a-Glucosidase | with Anti-SARS-CoV-2 Activity. Journal of Medicinal Chemistry, v. 66,
n. 4, p. 2744-2760, 2023.

KARI, J. et al. An inverse Michaelis—-Menten approach for interfacial enzyme kinetics. ACS
Catalysis, v. 7, n. 7, p. 4904-4914, 2017.

KARRAY, A. et al. A proteinaceous alpha-amylase inhibitor from Moringa oleifera leaf extract:
purification, characterization, and insecticide effects against C. maculates insect larvae. Molecules, v.
27,n.13, p. 4222, 2022.

KARRAY, A. et al. A proteinaceous alpha-amylase inhibitor from Moringa oleifera leaf extract:
purification, characterization, and insecticide effects against C. maculates insect larvae. Molecules, v.
27,n.13, p. 4222, 2022.

KASAR, S. S. et al. Effect of a-amylase inhibitor from Withania somnifera on growth and
development of Callosobruchus chinensis and in silico studies on its interactions with insect amylase.
Archives of Phytopathology and Plant Protection, v. 54, n. 5-6, p. 231-251, 2021.

KASAR, S. S.; MAHESHWARI, V. L.; PAWAR, P. K. Bioactive a-Amylase Inhibitors: Sources,
Mechanism of Action, Biochemical Characterization, and Applications. Natural Products as Enzyme
Inhibitors: An Industrial Perspective, p. 59-104, 2022.

KAUR, M.; KAUSHAL, R. Spectroscopic investigations, ab-initio DFT calculations, molecular
docking and in-vitro assay studies of novel oxovanadium (V) chalcone complexes as potential
antidiabetic agents. Journal of Molecular Structure, v. 1271, p. 133994, 2023.

KAUR, R.; GUPTA, A. K,; TAGGAR, G. K. Characterisation and inhibition studies of Helicoverpa
armigera (Hubner) gut a-amylase. Pest management science, v. 71, n. 9, p. 1228-1237, 2015.

KAUR, S.; KAUR, K.; JINDAL, J. Status of phenolic metabolism and a-amylase inhibitor in maize
under Chilo partellus infestation. Cereal Research Communications, p. 1-9, 2022.

KAUSAR, S. et al. A review: Mechanism of action of antiviral drugs. International journal of
immunopathology and pharmacology, v. 35, p. 20587384211002621, 2021.

73



KIM, J. H. et al. a-Glucosidase inhibition by prenylated and lavandulyl compounds from Sophora
flavescens roots and in silico analysis. International journal of biological macromolecules, v. 102,
p. 960-969, 2017.

KIM, J. H. et al. a-Glucosidase inhibition by prenylated and lavandulyl compounds from Sophora
flavescens roots and in silico analysis. International journal of biological macromolecules, v. 102,
p. 960-969, 2017.

KLEN, J.; DOLZAN, V. Glucagon-like peptide-1 receptor agonists in the management of type 2
diabetes mellitus and obesity: The impact of pharmacological properties and genetic
factors. International journal of molecular sciences, v. 23, n. 7, p. 3451, 2022.

KUMAR, M. S.; JOGESWAR, P. Expression of plant a-amylase inhibitor (aAl) genes revealing
bruchid resistance in legume crops. Research Journal of Biotechnology Vol, v. 15, p. 4, 2020.

LAGE, T. C. A. etal. In vitro inhibition of Helicobacter pylori and interaction studies of lichen natural
products with jack bean urease. New Journal of Chemistry, v. 42, n. 7, p. 5356-5366, fev. 2018.

LAN, X. et al. A review of curcumin in food preservation: delivery system and
photosensitization. Food Chemistry, p. 136464, 2023.

Lavecchia, A.; Giovanni, C.D. Virtual screening strategies in drug discovery: A critical review. Curr.
Med. Chem. 2013, 20, 2839-2860.

LEE, Soo-Kyung et al. Inhibitory activity of Euonymus alatus against alpha-glucosidase in vitro and
in vivo. Nutrition Research and Practice, v. 1, n. 3, p. 184-188, 2007.

LEE, Soo-Kyung et al. Inhibitory activity of Euonymus alatus against alpha-glucosidase in vitro and in
vivo. Nutrition Research and Practice, v. 1, n. 3, p. 184-188, 2007.

LI, W. et al. Binding interactions between protein and polyphenol decreases inhibitory activity of the
polyphenol against a-amylase: A new insight into the effect of dietary components on starch-
hydrolyzing enzyme inhibition. Food Hydrocolloids, v. 144, p. 109005, 2023.

LI, X. et al. Multiple Roles of TRIM21 in Virus Infection. International Journal of Molecular
Sciences, v. 24, n. 2, p. 1683, 2023.

LIEBESCHUETZ, J.W.; COLE, J.C.; KORB, O. Pose prediction and virtual screening performance of
GOLD scoring functions in a standardized test. J. Comput. Aided Mol. Des. 2012, 26, 737-748.

LIM, J.; FERRUZZI, M. G.; HAMAKER, B. R. Structural requirements of flavonoids for the selective
inhibition of a-amylase versus a-glucosidase. Food Chemistry, v. 370, p. 130981, 2022.

LIU, CHEN-HUA; KAO, JIA-HORNG. Acute hepatitis C virus infection: clinical update and
remaining challenges. Clinical and Molecular Hepatology, 2023.

LIU, F. et al. Phenolics from Eugenia jambolana seeds with advanced glycation endproduct formation
and alpha-glucosidase inhibitory activities. Food & function, v. 9, n. 8, p. 4246-4254, 2018.

LIU, Feifei et al. Phenolics from Eugenia jambolana seeds with advanced glycation endproduct
formation and alpha-glucosidase inhibitory activities. Food & function, v. 9, n. 8, p. 4246-4254,
2018.

LU, Q. et al. Investigation of the interaction between gallic Acid and a-amylase by spectroscopy.
International Journal of Food Properties, v. 19, n. 11, p. 2481-2494, 2016.

MARADESHA, T. et al. Inhibitory effect of polyphenols from the whole green jackfruit flour against
a-glucosidase, a-amylase, aldose reductase and glycation at multiple stages and their interaction:
Inhibition Kinetics and molecular simulations. Molecules, v. 27, n. 6, p. 1888, 2022.

MATHU, R.; ABARNADEVIKA, A.; ARIHARASIVAKUMAR, G. A Study of Biguanides in the
Care of Type Il Diabetes Mellitus. J Pharm Sci Drug Discov, v. 1, n. 1, p. 1-9, 2021.

74



MCINTYRE, H. D. et al. Gestational diabetes mellitus. Nature reviews Disease primers, v. 5, n. 1,
p. 47, 20109.

MECHCHATE, H. et al. In vitro alpha-amylase and alpha-glucosidase inhibitory activity and in vivo
antidiabetic activity of Withania frutescens L. Foliar extract. Molecules, v. 26, n. 2, p. 293, 2021.

MECHCHATE, H. et al. In vitro alpha-amylase and alpha-glucosidase inhibitory activity and in vivo
antidiabetic activity of Withania frutescens L. Foliar extract. Molecules, v. 26, n. 2, p. 293, 2021.

MENG, X.-Y.; ZHANG, H.-X.; MEZEI, M.; CUI, M. Molecular docking: A powerful approach for
structure-based drug discovery. Curr. Comput. Aided Drug Des. 2011, 7, 146-157.

MITTAL, A.; SINGH, A; BENJAKUL, S. a-amylase inhibitory activity of chitooligosaccharide from
shrimp shell chitosan and its epigallocatechin gallate conjugate: kinetics, fluorescence quenching and
structure—activity relationship. Food chemistry, v. 403, p. 134456, 2023.

MUELLER, Stefan et al. A espectroscopia de fluorescéncia tridimensional multiquantica rapida
desembaragca as vias quanticas. Nature Communications , v. 1, pag. 4735, 2019.

MUGARANJA, K. P.; KULAL, A. Alpha glucosidase inhibition activity of phenolic fraction from
Simarouba glauca: An in-vitro, in-silico and kinetic study. Heliyon, v. 6, n. 7, p. e04392, 2020.

MUGARANJA, K. P.; KULAL, A. Alpha glucosidase inhibition activity of phenolic fraction from
Simarouba glauca: An in-vitro, in-silico and kinetic study. Heliyon, v. 6, n. 7, p. e04392, 2020.

MULLER, T. D. et al. Glucagon-like peptide 1 (GLP-1). Molecular metabolism, v. 30, p. 72-130,
20109.

MUNIR, R. et al. Microwave-Assisted Synthesis of (Piperidin-1-yl) quinolin-3-yl) methylene)
hydrazinecarbothioamides as Potent Inhibitors of Cholinesterases: A Biochemical and In silico
Approach. Molecules 2021, 26, 656.

MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K. S.; PFALLER, M. A. Medical microbiology E-book. Elsevier
Health Sciences, 2020.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de bioquimica de Lehninger. Artmed Editora, 2017.

NIDHAR, M. et al. Design, synthesis and in-silico & in vitro enzymatic inhibition assays of pyrazole-
chalcone derivatives as dual inhibitors of a-amylase & DPP-4 enzyme. Chemical Papers, v. 76, n. 3,
p. 1707-1720, 2022.

OLIVEIRA, G. et al. Effect of Curcuma longa L. Extract and Curcumin on Porcine Pancreatic o~
Amylase Structure and Activity. Food Biophysics, p. 1-9, 2023.

PALMER, W. H.; NORMAN, P J. The impact of HLA polymorphism on herpesvirus infection and
disease. Immunogenetics, p. 1-17, 2023.

PANDEY, A.; YADAYV, R.; SANYAL, |. Evaluating the pesticidal impact of plant protease inhibitors:
lethal weaponry in the co-evolutionary battle. Pest Management Science, v. 78, n. 3, p. 855-868,
2022.

PARK, Moo-Seok et al. Association of periodontitis with microvascular complications of diabetes
mellitus: A nationwide cohort study. Journal of Diabetes and its Complications, v. 36, n. 2, p.
108107, 2022.

PARKER, N. et al. Microbiology (OpenStax). OpenStax, 2016.

PARRA, J. R. P.; COELHO, J. R. A. Insect rearing techniques for biological control programs, a
component of sustainable agriculture in Brazil. Insects, v. 13, n. 1, p. 105, 2022.

PICCIONI, A. et al. Gut Microbiota, LADA, and Type 1 Diabetes Mellitus: An Evolving
Relationship. Biomedicines, v. 11, n. 3, p. 707, 2023.

75



PRASAD, A. R. et al. Highly selective inhibition of a-glucosidase by green synthesised ZnO
nanoparticles-In-vitro screening and in-silico docking studies. International journal of biological
macromolecules, v. 139, p. 712-718, 2019.

PRASAD, A. R. et al. Highly selective inhibition of a-glucosidase by green synthesised ZnO
nanoparticles-In-vitro screening and in-silico docking studies. International journal of biological
macromolecules, v. 139, p. 712-718, 2019.

RAHIM, F. et al. Synthesis, in vitro alpha-glucosidase inhibitory potential of benzimidazole bearing
bis-Schiff bases and their molecular docking study. Bioorganic chemistry, v. 94, p. 103394, 2020.

RAHIM, F. et al. Synthesis, in vitro alpha-glucosidase inhibitory potential of benzimidazole bearing
bis-Schiff bases and their molecular docking study. Bioorganic chemistry, v. 94, p. 103394, 2020.

REIS, J. P. L. De Imhotep as Sulfonilureias. Uma histdria Brevissima da Diabetes Mellitus. Revista
Portuguesa de Diabetes, v. 14, n. 3, p. 131-136, 20109.

RUYCK, J.D. et al. Molecular docking as a popular tool in drug design, an in silico travel. Adv. Appl.
Bioinform. Chem. 2016, 9, 1-11.

SABBAH, D.A. et al. N-phenyl-6-chloro-4-hydroxy-2-quinolone-3-carboxamides: Molecular
Docking, Synthesis, and Biological Investigation as Anticancer Agents. Molecules 2021, 26, 73.

SACHAN, A. K.; RAO, Ch V.; SACHAN, N. K. In vitro studies on the inhibition of a-amylase and a-
glucosidase by hydro-ethanolic extract of Pluchea lanceolata, Alhagi pseudalhagi, Caesalpinia
bonduc. Pharmacognosy Research, v. 11, n. 3, 2019.

SACHAN, A. K.; RAO, Ch V.; SACHAN, N. K. In vitro studies on the inhibition of a-amylase and a-
glucosidase by hydro-ethanolic extract of Pluchea lanceolata, Alhagi pseudalhagi, Caesalpinia
bonduc. Pharmacognosy Research, v. 11, n. 3, 2019.

SADDIQUE, F. A. et al. Alpha-glucosidase inhibition and molecular docking studies of 1, 2-
benzothiazine 1, 1-dioxide based carbohydrazides. Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences, v.
32, 20109.

SADDIQUE, F. A. et al. Alpha-glucosidase inhibition and molecular docking studies of 1, 2-
benzothiazine 1, 1-dioxide based carbohydrazides. Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences, v.
32, 20109.

SAEED, M. B.; LAING, M. D. Biocontrol of Maize Weevil, Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae), in Maize over a Six-Month Storage Period. Microorganisms, v. 11, n.
5, p. 1261, 2023.

SALEEM, F. et al. Dicyanoanilines as potential and dual inhibitors of a-amylase and a-glucosidase
enzymes: synthesis, characterization, in vitro, in silico, and kinetics studies. Arabian Journal of
Chemistry, v. 15, n. 3, p. 103651, 2022.

SANTANA, C. C. et al. Evaluation of guanylhydrazone derivatives as inhibitors of Candida rugosa
digestive lipase: Biological, biophysical, theoretical studies and biotechnological application.
Bioorganic Chemistry, v. 87, p. 169-180, jun. 2019.

SARMADI, B. et al. Hypoglycemic effects of cocoa (Theobroma cacao L.) autolysates. Food
chemistry, v. 134, n. 2, p. 905-911, 2012.

SARMADI, B. et al. Hypoglycemic effects of cocoa (Theobroma cacao L.) autolysates. Food
chemistry, v. 134, n. 2, p. 905-911, 2012.

SAYCE, A. C. et al. Iminosugars inhibit dengue virus production via inhibition of ER alpha-
glucosidases—not glycolipid processing enzymes. PL0S neglected tropical diseases, v. 10, n. 3, p.
e0004524, 2016.

SELLERGREN, B. Shaping enzyme inhibitors. Nature Chemistry, v. 2, n. 1, p. 7-8, 2010.

76



SHEN, H. et al. Structure-activity relationships and the underlying mechanism of a-amylase inhibition
by hyperoside and quercetin: Multi-spectroscopy and molecular docking analyses. Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 285, p. 121797, 2023.

SILVA, G. O. S.; DIAS, C. A. P.; PEREIRA, S. G. Crédito rural no Brasil: estudo sobre as
perspectivas de taxa de juros entre as cooperativas de credito versus instituicdes bancarias. ALTUS
CIENCIA, v. 17, n. 17, p. 192-209, 2023.

STERLING, J. C. Viral infections. Rook's Textbook of Dermatology, Ninth Edition, p. 1-124, 2016.

SUBRAMANIAN, R.; ASMAWI, M. Z.; SADIKUN, A. In vitro a-glucosidase and a-amylase
enzyme inhibitory effects of Andrographis paniculata extract and andrographolide. Acta biochimica
polonica, v. 55, n. 2, p. 391-398, 2008.

SUBRAMANIAN, R.; ASMAWI, M. Z.; SADIKUN, A. In vitro a-glucosidase and a-amylase
enzyme inhibitory effects of Andrographis paniculata extract and andrographolide. Acta biochimica
polonica, v. 55, n. 2, p. 391-398, 2008.

SUN, Y et al. Mechanistic study on the inhibition of a-amylase and a-glucosidase using the extract of
ultrasound-treated coffee leaves. Journal of the Science of Food and Agriculture, 2023.

SUN, Y. et al. Estudo mecanistico da inibi¢do de a-amilase e a-glicosidase utilizando extrato de folhas
de cafe tratadas com ultrassom. Jornal da Ciéncia da Alimentacao e Agricultura, 2023.

SUZUKI, Y. Interferon-induced restriction of Chikungunya virus infection. Antiviral Research, v.
210, p. 105487, 2023.

TAHA, M. et al. Synthesis of novel triazinoindole-based thiourea hybrid: A study on a-glucosidase
inhibitors and their molecular docking. Molecules 2019, 24, 3819.

TAKUISSU, G. R. et al. Occurrence of Hepatitis A Virus in Water Matrices: A Systematic Review
and Meta-Analysis. International Journal of Environmental Research and Public Health, v. 20, n.
2, p. 1054, 2023.

TEAGUE, M. et al. Use and Interchange of Incretin Mimetics in the Treatment of Metabolic Diseases:
A Narrative Review. Clinical Therapeutics, 2023.

TELI, P. et al. Imidazole derivatives: Impact and prospects in antiviral drug discovery. Imidazole-
Based Drug Discov, p. 167-193, 2022.

TITARENKO, E.; CHRISPEELS, M. J. cDNA cloning, biochemical characterization and inhibition
by plant inhibitors of the a-amylases of the Western corn rootworm, Diabrotica virgifera virgifera.
Insect Biochemistry and Molecular Biology, v. 30, n. 10, p. 979-990, 2000.

TOMIC, D.; SHAW, J. E.; MAGLIANO, D. J. The burden and risks of emerging complications of
diabetes mellitus. Nature Reviews Endocrinology, v. 18, n. 9, p. 525-539, 2022.

UNGER, J. M. et al. Risk prediction of hepatitis B or C or HIV among newly diagnosed cancer
patients. JNCI: Journal of the National Cancer Institute, p. djad053, 2023.

VALENCIA, A. et al. a-Amylases of the coffee berry borer (Hypothenemus hampei) and their
inhibition by two plant amylase inhibitors. Insect biochemistry and molecular biology, v. 30, n. 3, p.
207-213, 2000.

VINHOLES, J.; VIZZOTTO, M. Synergisms in alpha-glucosidase inhibition and antioxidant activity
of camellia sinensis I. kuntze and eugenia uniflora I. ethanolic extracts. Pharmacognosy research, v.
9,n.1,p. 101, 2017.

VINHOLES, J.; VIZZOTTO, M. Synergisms in alpha-glucosidase inhibition and antioxidant activity
of camellia sinensis I. kuntze and eugenia uniflora I. ethanolic extracts. Pharmacognosy research, v.
9,n.1,p. 101, 2017.

77



VONGSAK, B. et al. In vitro alpha glucosidase inhibition and free-radical scavenging activity of
propolis from Thai stingless bees in mangosteen orchard. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.
25, p. 445-450, 2015.

VONGSAK, B. et al. In vitro alpha glucosidase inhibition and free-radical scavenging activity of
propolis from Thai stingless bees in mangosteen orchard. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.
25, p. 445-450, 2015.

VONIA, S.; HARTATI, R.; INSANU, M. In Vitro Alpha-Glucosidase Inhibitory Activity and the
Isolation of Luteolin from the Flower of Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch. Bip ex
Walp. Molecules, v. 27, n. 7, p. 2132, 2022.

VONIA, S.; HARTATI, R.; INSANU, M. In Vitro Alpha-Glucosidase Inhibitory Activity and the
Isolation of Luteolin from the Flower of Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch. Bip ex
Walp. Molecules, v. 27, n. 7, p. 2132, 2022.

WANG, H. et al. Mecanismo de interagdo do acido carnosico contra a glicosidase (a-amilase ¢ a-
glucosidase). Jornal internacional de macromoléculas bioldgicas , 138 , 846-853, 2019.

WANG, Yi-Fan et al. Diels—Alder type adducts with potent alpha-glucosidase inhibitory activity from
Morus macroura. Phytochemistry Letters, v. 26, p. 149-153, 2018.

WANG, Yi-Fan et al. Diels—Alder type adducts with potent alpha-glucosidase inhibitory activity from
Morus macroura. Phytochemistry Letters, v. 26, p. 149-153, 2018.

WAROWICKA, A.; NAWROT, R.; GOZDZICKA—JOZEFIAK, A. Antiviral activity of
berberine. Archives of virology, v. 165, p. 1935-1945, 2020.

WONGNAWA, M. et al. Alpha-glucosidase inhibitory effect and inorganic constituents of
Phyllanthus amarus Schum. & Thonn. ash. Songklanakarin Journal of Science & Technology, v.
36, n. 5, 2014.

WONGNAWA, M. et al. Alpha-glucosidase inhibitory effect and inorganic constituents of
Phyllanthus amarus Schum. & Thonn. ash. Songklanakarin Journal of Science & Technology, v.
36, n. 5, 2014.

YAMASAKI, M. et al. Characterization of Sialic Acid-Independent Simian Rotavirus Mutants in
Viral Infection and Pathogenesis. Journal of Virology, p. e01397-22, 2023.

YAN, S. et al. Non-extractable polyphenols of green tea and their antioxidant, anti-a-glucosidase
capacity, and release during in vitro digestion. Journal of Functional Foods, v. 42, p. 129-136, 2018.

YAN, S. et al. Non-extractable polyphenols of green tea and their antioxidant, anti-a-glucosidase
capacity, and release during in vitro digestion. Journal of Functional Foods, v. 42, p. 129-136, 2018.

YANG, H. K. et al. Acarbose add-on therapy in patients with type 2 diabetes mellitus with metformin
and sitagliptin failure: a multicenter, randomized, double-blind, placebo-controlled study. Diabetes &
Metabolism Journal, v. 43, n. 3, p. 287-301, 2019.

YANG, J. et al. Inhibition mechanism of a-amylase/a-glucosidase by silibinin, its synergism with
acarbose, and the effect of milk proteins. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 69, n. 36,
p. 10515-10526, 2021.

YU, J. et al. Espectroscopia de fluorescéncia com matriz de excitacdo-emissdo (EEM) para
caracterizacdo de matéria organica em biorreatores de membrana: Principios, métodos e aplicacdes.
Fronteiras da Ciéncia e Engenharia Ambiental , v. 1-19, 2020.

ZAHARUDIN, N.; STAERK, D.; DRAGSTED, L. O. Inhibition of a-glucosidase activity by selected
edible seaweeds and fucoxanthin. Food Chemistry, v. 270, p. 481-486, 2019.

ZAHARUDIN, N.; STAERK, D.; DRAGSTED, L. O. Inhibition of a-glucosidase activity by selected
edible seaweeds and fucoxanthin. Food Chemistry, v. 270, p. 481-486, 2019.

78



ZHAN, H. et al. Inhibitory effects of a low-molecular-weight sulfated fucose-containing saccharide on
a-amylase and a-glucosidase prepared from ascophyllan. Food & Function, v. 13, n. 3, p. 1119-1132,
2022.

ZHANG, LING-LING et al. The mechanism of interactions between flavan-3-ols against a-
glucosidase and their in vivo antihyperglycemic effects. Bioorganic Chemistry, v. 85, p. 364-372,
2019.

ZHANG, Ling-Ling et al. The mechanism of interactions between flavan-3-ols against a-glucosidase
and their in vivo antihyperglycemic effects. Bioorganic Chemistry, v. 85, p. 364-372, 2019.

ZHANG, Y. et al. Frustration and the Kinetic Repartitioning Mechanism of Substrate Inhibition in
Enzyme Catalysis. The Journal of Physical Chemistry B, v. 126, n. 36, p. 6792-6801, 2022.

ZHENG, Yuxue et al. Mecanismo de inibi¢ao do acido fertlico contra a-amilase e a-glucosidase.
Quimica de Alimentos , v. 317, pag. 126346, 2020.

APENDICE

Apéndice A — Influéncia do sistema tampdo no 1Cso da atividade catalitica da a-amilase em diferentes
concentragdes da enzima, pré-incubado a 24 °C durante 10 min, utilizando acarbose como composto
inibidor.

1Cs0 (LM)
Concentracéo da Tampao fosfato Tampao Tris (50 mM)
enzima (U-mL™1) (20 mM) com CaClz (10 mM)
2 182,2 £ 0,017 333,53 +0,72
1 175,1 +0,02° 278,42 + 1,3
0,5 163,2 + 0,02° 249,13 +2,2°

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Apéndice B —Teste de inibi¢do da a-glicosidase utilizando acarbose como inibidor em diferentes
concentracdes de enzima e composto inibidor.

Concentracdo de enzima Inibicéo (%)
(UmL™) AC (150 pg mL™) AC (300 pg mL™
0,01 58,23 + 2,212 74,89 + 0,83
0,02 45,96 + 0,40° 67,65 + 2,310
0,05 36,43 £ 3,23° 57,75 £ 5,27¢
0,10 9,37 +1,89¢ 34,13 +£1,15¢

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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