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1. INTRODUCAO

A Diabetes mellitus € considerada como uma doenca crénica nao
transmissivel com elevadas taxas de morbimortalidade, caracterizada pelo
processo de hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo e/ou acado da
insulina (COBAS et al.,, 2010; OLIVEIRA et al.,, 2012). Um dos métodos de
controle dessa patologia é a inibicdo das enzimas digestivas, tais como a a-
glicosidase e a-amilase, que atuam hidrolisando moléculas de glicose e amido.
Atualmente os farmacos anti-hiperglicemiante que exercem sua acao sobre essas
enzimas estdo associados a uma seérie de efeitos adversos, tais como dor
abdominal, flatuléncia e diarreia. Portanto torna-se imperativo realizar uma
investigacdo sobre compostos bioativos presentes de forma natural em alimentos,
0S quais possuam a capacidade de induzir uma inibicdo dessa atividade
enzimatica, com o intuito de mitigar os efeitos colaterais (YAMAGISHI et al., 2009;
WEINERT et al., 2015).

Os Oleos essenciais, substancias obtidas do metabolismo especializado de
plantas aromaticas podem desempenhar efeitos benéficos ao organismo humano.
Dentre os 0leos, destaca-se o0 0leo essencial de alecrim (Rosmarinus officialis L.)
(ANDRADE, 2018). Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial anti-hiperglicemiante in vitro do Oleo essencial de alecrim nao
encapsulado e encapsulado, pela técnica de electrospinning, através da
capacidade de inibigdo das enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase.

2. METODOLOGIA
2.1 AMOSTRAGEM E EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

As amostras de alecrim foram coletadas no campo experimental
pertencente ao curso de Agronomia da Universidade Federal da Fronteira Sul,
localizado no campus Erechim/RS. Em seguida, essas amostras foram liofilizadas
por 48 horas, seguido de pulverizagéo utilizando um moinho de bolas. Para a
obtencdo do 6leo essencial, utilizou-se 80 gramas de alecrim em pd, que foram
introduzidas em um extrator supercritico. O extrator operou sob condi¢cdes
controladas, mantendo a temperatura constante a 25°C. A vazao de diéxido de
carbono (CO?) foi mantida a 2 L/min, como célculo e monitoramento da vazao
realizado por meio de cronbmetro durante o experimento. A presséao inicial foi
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estabelecida em 80 bar e, a cada 15 minutos, incrementada em 25 bar ate atingir
a pressao final de 280 bar estipulada para o experimento.

2.2. PROCESSO DE ENCAPSULACAO

A encapsulacéo do 6leo essencial de alecrim foi realizada na Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas/RS, empregando uma estacdo de eletrofiacdo
horizontal equipada com uma fonte de alta tensdo de corrente continua, bomba
de infuséo e coletor metalico revestido com aluminio. Como material de parede,
utilizou-se a zeina, obtida comercialmente. A producéo das capsulas foi realizada
da seguinte maneira: inicialmente, solu¢cdes poliméricas foram preparadas,
utilizando zeina 9% (p/v) dissolvida em etanol 70%. Posteriormente, essa solucao
foi agitada de forma continua durante 1h com o auxilio de um agitador magnético.
O oleo essencial de alecrim foi entdo homogeneizado com as solu¢des de zeina
em tubos de centrifuga de 2 mL, na proporcéao de 1%.

Em seguida, a solugao foi transferida para uma seringa de 1 mL acoplada a
um injetor com taxa de fluxo de 1 mL/h, com uma distancia de 10 cm entre a
ponta da agulha e o coletor de metalico. As tensdes elétricas aplicadas foram de
+16 kV na ponta da agulha. O 6leo essencial encapsulado foi coletado no coletor
de metdlico, o qual foi revestido com folha de aluminio para a eficiente
recuperacao do material encapsulado.

2.3 ATIVIDADE ANTI-HIPERGLICEMIANTE

O potencial de inibicdo da a-amilase foi determinado de acordo com o
método proposto por Satoh et al. (2015). Inicialmente 15 yL de amostra (dleo
essencial de alecrim ndo encapsulado e encapsulado), 50 uL de tampao de
fosfato (pH 7,0) e 12,5 uL da enzima a-amilase pancreatica porcina (241,71 U/mL,
Sigma Aldrich) foram adicionadas em micro po¢os de uma microplaca. A placa foi
entdo incubada em espectrofotdmetro de microplaca (SpectraMax 190, Molecular
Devices, EUA) por 5 min a 37 °C. Logo, 62,5 yL de amido soluvel foram
adicionados como substrato e, a mistura incubada por 15 min a 37 °C.
Posteriormente, 12,5 pL de acido cloridrico 1 M foram adicionados para
interromper a reagao. Ao final, 25 pL de solugéo de Lugol (iodo 0,005 M/ iodeto de
potassio 0,005 M) foram adicionados. A leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotdmetro (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA), no comprimento
de onda de 690 nm.

A atividade inibitéria da a-glucosidase foi avaliada usando o procedimento
descrito por Vinholes et al. (2011). Inicialmente, em uma microplaca foram
adicionados 10 yL da amostra (6leo essencial de alecrim n&o encapsulado e
encapsulado) e 50 uL de solugéo de substrato de p-nitrofenil-a-Dglicopiranosideo
3,25 mM (diluida em tampéao de fosfato, pH 7.0). Em seguida, foram adicionados
50 pyL da enzima a-glucosidase (9,37 U/mL, diluida em tampéo fosfato, pH 7,0;
Sigma Aldrich) e a placa foi incubada em espectrofotdbmetro de microplaca
(SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA) a 37 °C por 10 min. Ao final, a leitura
da absorvancia foi realizada a 405 nm.
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica de média, desvio padréo e teste t-Student, com 95%
de confianca, foi realizada utilizando programa estatistico Statistica 7.0 (Statsoft,
EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade anti-hiperglicemiante frente as enzimas digestivas
a-amilase e a-glicosidase do 6leo essencial de alecrim encapsulado e o do nao
encapsulado sdo apresentados na tabela 1, onde é possivel observar que houve
diferenca significativa entre os 0leos em ambas as enzimas. De acordo com a
tabela 1 os 6leos apresentaram atividades nas faixas de 74 — 36% para a-amilase
e 57 — 59% para a-glicosidase para os 0leos ndo encapsulados e encapsulados,
respectivamente.

Tabela 1. Atividade anti-hiperglicemiante do O6leo essencial de alecrim
encapsulado e ndo encapsulado frente as enzimas digestivas a-amilase e a-
glicosidase (média + desvio padrdo).

Amostra a-amilase (%) a-glicosidase (%)
OEA néo encapsulado 74,56 £ 0,30 57,40 = 0,26
OEA encapsulado 36,76 £ 0,31 59,66 + 0,55

*OEA - 6leo essencial de alecrim. ns: ndo significativo pelo teste t-Student (p>0,05).

As enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase sao consideradas como
enzimas-chave no metabolismo carboidratos, sendo que a inibicdo parcial destas
enzimas pode ser uma forma de tratamento e prevencao da diabetes mellitus tipo
II. A a-amilase é responsavel pela hidrolise de ligagdes glicosidicas a-1,4 da
amilose e da amilopectina presentes no amido, enquanto a a-glicosidase é
responsavel por hidrolisar os dissacarideos, liberando duas moléculas de glicose
para serem absorvidas na corrente sanguinea (MELBY, et al., 2009; YAMAGISHI
et al., 2009; WILLIAMSON, 2013).

No presente estudo, o 6leo essencial de alecrim ndo encapsulado inibiu
fortemente a a-amilase e moderadamente a a-glicosidase, enquanto o 6leo
essencial de alecrim encapsulado inibiu moderadamente as duas enzimas. Estes
resultados sdo promissores, visto que, inibir totalmente as enzimas digestivas é
prejudicial para saude, pois é necessaria captacdo de parte da glicose para o
funcionamento do organismo, ainda fortes inibices das enzimas podem promover
um processo de fermentacéo bacteriana dos carboidratos ndo digeriveis no colon,
ocasionando efeitos adversos, tais como a diarreia (KIM et al.,, 2000; SOUZA,
2014).

4. CONCLUSOES

Os Oleos essenciais de alecrim ndo encapsulado e encapsulado
apresentaram atividade anti-hiperglicemiante por meio da inibicdo parcial das
enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase, podendo futuramente, apés a
realizacdo de estudos mais aprofundados, serem utilizados para o controle da
hiperglicemia. Em suma, os resultados deste estudo abre caminho para pesquisas
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adicionais sobre o uso do 6leo essencial de alecrim, como uma estratégia
potencial no controle da diabetes mellitus tipo 1. No entanto, é necessario realizar
mais estudos para determinar a dosagem ideal e avaliar possiveis efeitos
colaterais antes de considerar sua aplicagéo clinica.
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