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1. INTRODUCAO

A Diabetes mellitus (DM) € classificada como uma doenga crénica néo-
transmissivel, possuindo como principal consequéncia a hiperglicemia, que &
resultante de defeitos na secrecdo e/ou acao da insulina. Nos ultimos anos, a DM
tem se tornado um sério e crescente problema de saude publica, sendo que a
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a forma da doenca prevalente, atingindo 300
milhdes de individuos no mundo. Cerca de 20% dos adultos entre 65 e 76 anos ja
possuem diagnostico de DM2. No Brasil, 9,7% das pessoas com mais de 35 anos
sdo diabéticas (COBAS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012).

Dentre as formas de tratamento da DM2 esta a inibicdo das enzimas
digestivas a-glicosidase e a-amilase, enzimas que atuam no sistema digestorio
hidrolisando moléculas de glicose e amido. Quando o alimento € ingerido e parte
destas enzimas estdo inibidas, parte das moléculas ndo sdo quebradas,
retardando assim a absorcdo e evitando o aumento brusco de glicose poés-
prandial (apés as refeicbes) no organismo. Existem muitos medicamentos
inibidores de glicosidades no mercado, como por exemplo a acarbose, porém 0s
mesmos ocasionam diversos efeitos colateriais, incluindo dores abdominais,
flatuléncia e diarreia. Assim, se faz necessario o estudo de compostos bioativos
presentes naturalmente em alimentos, que sejam capazes de promover este
efeito inibitério, minimizando os efeitos adversos (YAMAGISHI et al., 2009;
SALES et al., 2012; WEINERT et al., 2015)

O Oleo essencial de laranja-doce é rico em compostos bioativos, com
destaque para o limoneno, podendo ser um potencial inibidor destas enzimas
digestivas. Estudos demonstram que 0 mesmo possui atividades antimicrobianas
e antioxidantes, porém, sdo escassos 0s estudos que avaliem o potencial anti-
hiperglicemiante, tornando assim importante o estudo deste parametro (ARAUJO
et al., 2019).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anti-
hiperglicemiante in vitro do 6leo essencial de laranja-doce, através capacidade de
inibicdo das enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase.

2. METODOLOGIA

O dleo essencial de laranja-doce (CAS 8008-57-9, Ferquima, Brazil) foi
obtido comercialmente. O mesmo foi previamente caracterizado quanto a sua
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composicdo por cromatografia gasosa, possuindo em sua COmMPOSICao0 um
composto majoritario, o D-limoneno (96%).

A avaliacdo do potencial de inibicdo da a-amilase foi determinada de
acordo com o método proposto por SATOH et al. (2015) com modificacdes. Para
isto foram pipetados em microplacas de 96 pocos, 60 uL do 6leo essencial de
laranja-doce, 200 uL de tampéao fosfato (pH 7,0) e 50 yL da enzima a-amilase
pancreética (241,71 UmL™, Sigma Aldrich, USA), e em seguida as placas foram
incubadas por 5 minutos a 37 °C. Apo0s, adicionou-se 250 yL de amido solavel
como substrato e incubados por 15 minutos a 37 °C. Posteriormente a reacao
adicionou-se 50 pL de acido cloridrico 1 M. Por fim, adicionou-se 100 pl da
solucdo de iodo (0,005 M) + iodeto de potassio (0,005 M). A leitura de
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices,
USA) a um comprimento de onda de 690 nm.

A determinacdo da atividade de inibicdo da a-glicosidase foi avaliada
utilizando o procedimento descrito por VINHOLES et al. (2011) com modificacdes.
Para isto, em microplacas de 96 pocos foram adicionados 10 pL de 6leo essencial
de laranja-doce em 50 pyL de substrato p-nitrofenil-a-D-glicopiranosidio 3,25 mM
(diluido em tampéao fosfato pH 7,0). Em seguida adicionou-se de 50 yL da enzima
(9,37 U mL diluida em tampéao fosfato, pH 7,0) e a placa foi incubada a 37 °C por
10 min, Por fim, efetuou-se a leitura em espectrofotbmetro (Spectra Max 190,
Molecular Devices, USA) na absorbancia de 405 nm.

O medicamento acarbose foi utilizado como controle nas analises de inibicao
das enzimas a-amilase e a-glicosidase.

A analise estatistica foi realizada por andlise de variancia (ANOVA), usando
o teste de Tukey com intervalos de significancia de 5%, no software Statistica 7.0
(Statsoft, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase sao
apresentados na Tabela 1. Observa-se que o 0Oleo essencial de laranja-doce
possui uma elevada inibicdo da enzima a-glicosidase, e uma inibigéo inferior da
alfa-amilase.

Tabela 1. Atividade anti-hiperglicemiante do 6leo essencial de laranja-doce frente
as enzimas a-amilase e a-glicosidase.

Inibicdo (%)

Amostra i _
a-amilase a-glicosidase

Laranja-doce 37.3Bb 95.4Aa

Acarbose* 70.7Aa 53.7Bb

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si; Letras
mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si.
*Medicamento controle.

As enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase sdo consideradas como
enzimas-chave no metabolismo dos acucares. Os compostos bioativos podem
atuar como inibidores de enzimas digestivas, e no caso da DM2, a inibicdo destas
enzimas, principalmente a a-glicosidase e a-amilase, pode ser uma forma de
tratamento e prevencdo da doenca. Estas enzimas atuam na absorcao da glicose
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nos enterdcitos através de transportadores especificos, hidrolisando os
carboidratos, para que estes sejam absorvidos na corrente sanguinea. A a-
amilase € responsavel por hidrolisar as ligagfes glicosidicas a-1,4 da amilose e da
amilopectina presentes no amido, e a a-glicosidase é responsavel pela hidrolise
dos dissacarideos, liberando duas moléculas de glicose para serem absorvidas na
corrente sanguinea. Reduzir a quantidade de amido absorvida significa reduzir a
guantidade de glicose absorvida no organismo, efeito este desejavel para
individuos portadores de DM2 (MELBY, et al., 2009; YAMAGISHI et al., 2009;
WILLIAMSON, 2013).

Alguns autores relatam que uma inibicdo muito forte da a-amilase
pancreédtica pode ocasionar uma fermentac@o bacteriana dos carboidratos néo
digeriveis no célon, efeito este indesejavel, pois ocasiona efeitos adversos, como
diarréia. Ja uma inibicdo parcial ou total da a-glicosidase reduz a taxa de digestao
do amido e da sacarose, diminuindo a absor¢cdo das moléculas de glicose e
frutose formadas, efeito este desejavel para individuos portadores de DM2. Outro
fator importante € que ndo é recomendavel inibir totalmente as enzimas e evitar a
absorcao total de carboidratos, jA que 0os mesmos sao as principais fontes de
energia no organismo (LEFEBVRE e SCHEEN, 1999;. KIM et al., 2000; SOUZA,
2014). No presente estudo houve uma inibicdo moderada da a-amilase (37,3%) e
uma inibicao forte da a-glicosidade (95,4%), inibicdo esta maior que a inibicao
ocasionada pela acarbose, medicamento utilizado no tratamento da diabetes
mellitus tipo 2, resultado este extremamente promissor considerando o0s
parametros desejaveis de inibicdo, o que demonstra um potencial para que o
mesmo seja utilizado, principalmente na industria farmacéutica. Para isto, mais
estudos sdo necessarios, e a aplicacdo do mesmo in vivo pode comprovar tal
eficécia.

4. CONCLUSOES

O 6leo essencial de laranja-doce mostrou ser um excelente inibidor das
enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase, apresentando uma inibicao
moderada da alfa-amilase e uma forte inibicdo da alfa-glicosidase, inibicdo esta
mais forte do que a acarbose, medicamento utilizado no tratamento da doenca.
Estes resultados sdo muito interessantes e promissores no tratamento e
prevencdo da diabetes mellittus tipo 2. O mesmo possui potencial para ser
utilizado na industria farmacéutica.
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