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Os chas sdo alimentos funcionais que apresentam varias propriedades benéficas a saude, tais
como para o tratamento de tlcera péptica causada por Helicobacterpylori e Doenga de Alzheimer.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro e in silico as atividades inibidoras de
urease e acetilcolinesterase de chas comercializados em sachés: preto (Camelliasinensis), erva
(Pimpinellaanisum),
(Peumusboldus), camomila (Matricariachamomilla), capim cidreira (Melissa officinalis) e mate
(Ilexparaguariensis). Observou-se que, entre os chas avaliados, os chas preto e verde
(Cameliasinensis) e mate (llexparaguariensis) apresentaram percentual de inibi¢do da enzima
urease de 91,68, 84,75 ¢ 83,32% e de acetilcolinesterase de 28,84, 27,74 e 34,45%,
respectivamente. 30 substancias bioativas, indicadas na literatura, que aparecem com frequéncia
nesses trés chas foram estudadas in silico. Nos estudos de ancoragem molecular observou-se: (i)

verde (Camelliasinensis), horteld (Menthaspicata), boldo

que 13 das substancias avaliadas interagem no sitio ativo da enzima urease, com destaque para as
substancias quercetina, acido cafeico e acido ursélico; (ii) nove potenciais substancias inibidoras
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da enzima acetilcolinesterase. Os resultados obtidos permitiram definir trés chas com potencial de
inibi¢8o de urease e acetilcolinesterase, assim como entender quais substincias estdo envolvidas
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INTRODUCTION

Vivenciamos uma contradi¢do no contexto da Satde, ao passo que
muitas pesquisas sobre alimentagdo saudavel sdo produzidas e
socializadas, observa-se um aumento da parcela da populagdo
mundial que desenvolvem doengas decorrentes a ma alimentagao.
Uma das linhas de pesquisas que tem chamado a atengdo de varios
pesquisadores da academia e da indéstria alimenticia refere-se ao
consumo de alimentos funcionais. Sdo classificados como alimentos
funcionais todos os alimentos ou bebidas que, consumidos na
alimentagdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos
especificos, com a capacidade de regular fung¢des corporais de forma
a auxiliar na proteg@o contra diversas doengas (Candido & Campos,
2005). Os chas, bebidas preparadas por infusdes de plantas que
possuem caracteristicas agradaveis como aroma e sabor, o que
contribuiu para a popularizacdo dessa bebida (Braibanteet al., 2014),

sdo considerados alimentos funcionais devido as suas propriedades
medicinais (Valenzuela, 2004). Ha varias propriedades reportadas
para os diferentes chas, tais como antioxidantes, anti-inflamatoria,
antialérgica,anticarcinogénica (Croge et al., 2020) e neuroprotetora
(Mandel &Youdim, 2004).Essas propriedades medicinais estdo
relacionadas a presenca de flavonoides, catequinas, polifenodis,
alcaloides, vitaminas ¢ sais minerais (Schmitz et al, 2005). Ha
indicios de que alguns chas podem contribuir para o tratamento de
doengas causadas por H. pylori, uma bactéria Gram-negativa que
coloniza a mucosa gastrica causando infec¢do. Essa bactéria ¢ capaz
de se fixar no estdbmago e elevar o pH local, sendo a urease produzida
por ela a responsavel por esta fixagdo. Isso faz com que a urease seja
considerada o atributo bioldgico mais importante dessa bactéria, uma
vez que sem essa enzima a H. pylorindo conseguiria colonizar a
mucosa gastrica (Silva et al., 2015).
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Nesse sentido, a busca por substincias inibidoras de urease pode
contribuir para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento de
erradicacdo da H.pylori (Knezevic et al., 2018). Varias outras
atividades inibidoras de enzimas s3o reportadas para chas comumente
consumidos, tal como a inibi¢do de acetilcolinesterase, uma enzima
que finaliza o processo de sinapse colinérgica hidrolisando o
neurotransmissor acetilcolina. A acetilcolina ¢ um neurotransmissor
capaz de transmitir, modular e amplificar sinais (informagdo) entre
neurdnios e outras células do organismo. A nio funcionalidade desses
neurotransmissores afeta a comunicagdo entre 0s neurdnios,
comprometendo o estado fisico e mental do individuo. Essa perda
pode estar envolvida com a Doenga de Alzheimer, uma doenga que se
caracteriza por gerar um distirbio progressivo da memoria e outras
fungdes cognitivas, afetando o funcionamento ocupacional e social do
individuo (Samanoet al., 2012).0s inibidores de colinesterases sdo os
principais farmacos licenciados para o tratamento da Doenca de
Alzheimer, cujo mecanismo de acdo baseia-se na inibi¢do das
enzimas acetil e butirilcolinesterase, visando o aumento da
disponibilidade  sindptica de acetilcolina (Forlenza, 2005).
Atualmente, os progressos em Quimica Computacional (estudos in
silico) vém se destacando pelo desenvolvimento de algoritmos de
calculos quimico-quanticos eficientes para o estudo de propriedades
farmacéuticas e de farmacologia in silico(SantAnna, 2009; Carneiro
et al., 2016; Lagorce et al., 2017; Strada ef al., 2021). No contexto da
Ciéncia dos Alimentos (Zhang et al., 2020), os estudosin silico t€ém
contribuido para se explicar as bioatividades apresentadas por
alimentos funcionais (Cavaliere & Cozzini, 2018). No contexto
apresentado, e levando em consideragdo o aumento do consumo de
alimentos funcionais em uma dieta convencional, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar,in vitro e in silico, se chas comercializados
em sachés possuem atividades inibidoras de wurease e de
acetilcolinesterase.

METODOLOGIA

Avaliacdo in vitro das atividades inibidoras de urease e de
acetilcolinesterase: Utilizou-se oito tipos de chas: (i) preto
(Camelliasinensis), erva  doce  (Pimpinellaanisum),  verde
(Camelliasinensis) e horteld (Menthaspicata) da marca Dr. Oetker®;
(i) boldo (Peumusboldus), camomila (Matricariachamomilla) e
capim cidreira (Melissa officinalis) da marca Cha Prenda®; (iii) mate
(Ilexparaguariensis) da marca Matte Ledo®.

Preparacio dos chas:Para a preparacdo do cha utilizou-se 240 mL
de agua mineral previamente aquecida até proximo ao ponto de
ebulicdo. Apds o aquecimento, um saché de cha foi mantido em
infusdo por 5 minutos. Apds o tempo indicado, o saché foi retirado da
solugdo, que foi reservada até atingir a temperatura ambiente.

Preparacio do extrato de urease:Para a obtencdo do extrato
enriquecido em urease, 10 gramas de soja (adquirida em
supermercado) foram trituradas, em um liquidificador com 100 mL de
agua destilada, por 5 minutos. Apos a trituragdo, o extrato foi filtrado
e diluido em um fator de 500, sendo esse o extrato final utilizado para
as analises.

Avaliagdoin vitrode inibicio de wurease: A determinagio da
atividade inibidora de urease seguiu o procedimento proposto por
Weatherburn (1967). O reagente A foi preparado dissolvendo 2,5 g de
fenol e 12,5 mg de nitroprussiato de sodio em agua destilada (q.s.p.
250 mL). O reagente B foi preparado dissolvendo 1,25 g de hidroxido
de sodio e 1,05 mL de hipoclorito de sodio (10%) em agua destilada
(q.s.p- 250 mL).Em um tubo de ensaio foi colocado 200 pL de
solugdo urease e 200 pL do cha a ser avaliado, sendo mantido em
banho-maria a 37 °C por 20 minutos. Apods o contato, foi adicionado
200 pL de solugdo aquosa de ureia 6 g/L, sendo mantido por mais 20
minutos em banho-maria. Apds o tempo indicado, foram adicionados
1000 pL do reagente A e 1000 pL do reagente B, sendo novamente
mantido por mais 20 minutos em banho-maria. Para o controle, foi
adicionado 200 pL de agua destilada ao invés dos chas, sendo
repetido todos os procedimentos anteriores.

O padrdo de inibigdo utilizado foi a tioureia (solu¢do aquosa em 200
ppm). Ao término dos procedimentos, foi realizado leituras em um
espectrofotdmetro UV-Vis (PG Instruments, modelo T70+) no
comprimento de onda de 630 nm. Os valores de absor¢do foram
convertidos em percentual de inibi¢ao utilizando a Equacéo 1:

1(%) = 100 — [(32:72) + 100]  (Equagio 1)

controle

Na qual A, o€ @ absorcdo observada no teste com o cha e A pole €
a absor¢do observada no teste com o controle.

Preparacdo do extrato de acetilcolinesterase: Para a obtengdo do
extrato enriquecido em acetilcolinesterase, foram utilizadas baratas da
espécie Gromphadorhina portentosa, popularmente conhecida como
barata de Madagascar. Para isso utilizou-se a metodologia adaptada
de Nogueira (2015). Alguns espécimes de baratas foram colocadas no
congelador por 45 minutos, seguida da remogao da cabega e antenas
com o auxilio de estilete e pinga. O extrato bruto foi obtido a partir da
maceragdo das cabegas utilizando solugdo tampao Tris-HCI 0,5 mol/L
pH 7,5. O material foi agitado utilizando Vortex e posteriormente
centrifugado a 4000 rpm por 35 minutos. O sobrenadante obtido nesse
processo  foi  utilizado como  extrato  enriquecido em
acetilcolinesterase. Apds o procedimento, o extrato foi diluido na
proporgdo 1:50 utilizando a solug@o tampao Tris-HCI, sendo esse o
extrato final utilizado para as analises.

Avaliacdoin vitrode inibicdo de acetilcolinesterase:Os testes de
inibicdo deacetilcolinesterase foram realizados a partir de adaptacdo
do método colorimétrico de Hestrin(1949). Inicialmente, em um tubo
de ensaio foi adicionado 250 pL de extrato de acetilcolinesterase e
250 pL doché a ser avaliado. Essa mistura foi mantida em banho-
mariad 37°C, por 30 minutos. Apds o tempo indicado foi adicionado
250 pL de solucdo aquosa de cloreto de acetilcolina 0,01 mol/L,
deixando novamente em banho-maria por 10 minutos. Apos o tempo
indicado, foi adicionado 500 pL de solugdo aquosa de NaOH 3,5
mol/L e 500 pL de solucdo aquosa de hidroxilamina 2 mol/L. Apos 5
minutos em contato em banho-maria, foi adicionado 500 pL de
solug@o aquosa de HCI (1:1) e 500 pL de solugdo aquosa de cloreto
férrico 0,37 mol/L. Para o controle, foi adicionado 250 uL de agua
destilada ao invés de cha, sendo repetido todos os procedimentos
anteriores. Ao término dos procedimentos, foi realizado leituras em
um espectrofotometro UV-Vis (PG Instruments, modelo T70+) no
comprimento de onda de 540 nm. Os valores de absor¢do foram
convertidos em percentual de inibicdo de acetilcolinesterase
utilizando a Equag@o 1.

Avaliacido in silico das atividades inibidoras de urease e de
acetilcolinesterase.30 substancias (Figura 1), comumente reportadas
nos chas estudados, tiveram suas propriedades farmacocinéticas e
potencial de inibicdo das enzimas ureases e acetilcolinesterase
avaliadas.
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(19) 6- Acido cafeoilauinico: R,
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(22) 4,5- acico cafeollquinico

Figura 1. Estrutura molecular dos substiancias 1-30
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Modelagem das estruturas moleculares:a ferramentaChemSketch,
disponibilizada pela empresa ACD/Labs, foi utilizada para desenhar
as estruturas moleculares das substancias 1-30, gerar os respectivos
codigos SMILES, bem como as estruturas tridimensionais, que foram
salvas em formato “.mol”.

Determinacio de propriedades moleculares:As propriedades
moleculares das substincias 1-30 foram determinadas utilizando a
ferramenta  Molinspiration  (https://www.molinspiration.com/).As
propriedades moleculares determinadas estdo relacionadas a
biodisponibilidade de substancias administradas por via oral: miLogP
(coeficiente de particdo octanol-agua); TPSA (area de superficie polar
topolégica); MM (massa molar); nALH (numero de aceptores de
ligacdo de hidrogénio) e nDLH (nimero de doadores de ligagdo de
hidrogénio). Segundo Lipinskiet al. (1997) substancias que violam
mais do que uma das “regra dos cinco” (miLogP < 5,00; TPSA < 140
A% MM < 500 g/mol; nALH < 10 ¢ nDLH < 5) apresentardo
problemas de biodisponibilidade se administrado por via oral.

Predicdo de propriedades farmacocinéticas:a ferramentaadmet
SAR  (http:/Immd.ecust.edu.cn/admetsar2) foi utilizada para
determinacdo de propriedades ADMET (absorgdo, distribuigao,
metabolismo, excrec¢do e toxicidade) das substancias 1-30.

Estudo de ancoragem molecular:a ferramentaiGEMDOCK
(http://gemdock.life.nctu.edu.tw/dock/igemdock.php) foi utilizada
para osestudos de ancoragem molecular das substancias 1-30 com as
enzimas urease (PDB: 6ZJA) e acetilcolinesterase (PDB: 4EY6). As
interagdes das substancias 1-30 com as enzimas urease ¢
acetilcolinesterase foram estudadas utilizando a ferramenta Chimera
UCSF (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

RESULTADOS E DISCUSSOE

Avaliacaoin vitrode inibicao de urease: Os percentuais de inibicdo
de urease e de acetilcolinesterase observados para oito chas
comercializados em sachés sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Percentual de inibicio de urease e de acetilcolinesterase
dos chas avaliados

Amostras I (%) de urease 1 (%) de
acetilcolinesterase

Controle - -

P. anisum (ervadoce) - 4,59
M. spicata (horteld) - 5,83
M. officinalis (cidreira) - 8,30
M. chamomilla (camomila) - 14,66
P. boldus (boldo) 2,00 23,14
Lparaguariensis (mate) 83,32 27,74
C. sinensis (verde) 84,75 28,84
C. sinensis (preto) 91,68 34,45
Inibidor padrdo (tioureia) 53,08 -

Os percentuais de inibicdo de urease obtidos para os chas mate (/.
paraguariensis), verde e preto (C.sinensis), sio maiores do que o
observado para o inibidor padrio (tioureia), indicando que esses chas
possuem substancias quimicas, capazes de inibir a enzimaurease, em
quantidade maior do que no teste com tioureia ou de forma mais
eficiente do que essa substancia. Uma investigagdo conduzida por
Cwikla et al. (2010) mostrou que o dleo essencial de P. anisum ¢
ineficaz, in vitro, contra as bactérias H.pylori e Campylobacterjejuni.
Um estudo avaliou a suscetibilidade in vitro de 15 cepas de H. pyloria
diferentes extratos vegetais, dentre eles, o extrato metanodlico das
folhas de M.spicata. O extrato de horteld apresentou uma fraca
inibi¢do, com concentragdo mediana inibitéria variando de 25 a 100
pg/mL (Mahadyet al., 2005).Esses estudos indicam que P.anisum e
M.spicata sdo, assim como observado no presente trabalho, ineficazes
para inibi¢do de urease. Knezevicet al. (2018) observaram que o 6leo
essencial de M. officinalis possui atividadein vitro frente a H. pylori.
A atividade observada foi dependente ndo apenas da composi¢do do

o6leo essencial, mas também das propriedades da cepa. Contendo
predominantemente 6xido de geranial (25,1%), neral (19,4%) e 6xido
de cariofileno (10,6%), M. officinalis inibiu o crescimento de duas
cepas de H. pylori a partir da concentracdo de 4 uL/mL. Outra planta
que apresenta alto efeito inibitorio sobre a urease ¢ a camomila. Em
um estudo in vitro utilizando o dleo essencial dessa planta observou-
se inibicdo do crescimento de H. pylori em baixas concentragdes (<
0,0075%). Os MICs, e MICy, relatados para o o6leo essencial de
M.chamomilla frente aH. pylori foram 62,5 mg/mL e 125,0 mg/mL,
respectivamente. Além disso, verificou-se que o O6leo essencial
influencia as propriedades morfologicas e fermentativas dessa
bactéria (Weseleret al., 2005). Segundo Pasteneet al. (2014), o extrato
aquoso de P. boldus tem uma potente propriedade anti-H.pylori ao
inibir a atividade da urease e sua adesao as células gastricas humanas.
Esses autores, usando uma abordagem guiada por ensaios in vitro ¢ in
vivo, consideraram que tais atividades estdo associadas a presenga de
procianidinas oligoméricas. Esses substancias inibem a urease de H.
pylori de uma maneira dependente da concentragdo, por meio de um
mecanismo de inibi¢do competitiva e reversivel. Curiosamente, a
inibigdo também resultou na dependéncia do flavan-3-ol que forma
essas procianidinas. Apesar de M. officinalis ¢ M. chamomilla terem
resultados positivos descritos na literatura para inibi¢do de urease, no
presente estudo encontrou-se uma fraca inibi¢ao para os chas obtidos
dessas ervas. Esse fato pode estar relacionado ao método de extragdo,
uma vez que a partir dos métodos de destilagdo obtém-se substancias
com carater apolar, enquanto a infusdo ou maceragcdo com agua, por
exemplo, produz extratos aquosos contendo, majoritariamente,
substdncias com carater polar. Além da possibilidade de ter
substancias diferentes em ambas extracdes, a concentragdo desses
substincias também pode ser diferente, podendo fazer com que
asubstancia ativa que inibe a urease ndo esteja presente no extrato
aquoso ou que esteja presente em pequena quantidade.

Cogo et al. (2010) investigaram a atividade antibacteriana de extrato
etandlico de Iparaguariensis frente a 11 isolados clinicos de H.
pylori. O teste in vitro mostrou uma inibi¢do potente, MICs< 0,625
mg/mL e MICy, de 2,5 mg/mL. Uma investigagdo realizada por
Schubert et al. (2006) demonstrou que /. paraguariensis, amplamente
consumida como parte da dieta no Brasil na forma de cha e
chimarrdo, apresenta varias substdncias, tais como substincias
fenolicos, triterpenos e flavonodides, que apresentam atividade
antimicrobiana.O resultado obtido no presente trabalho corrobora
com as informagdes reportadas na literatura, uma vez que o cha mate
apresentou, entre os chas avaliados, um dos maiores percentuais de
inibi¢do de urease. Matsubara et al. (2003) verificaram que extratos
metandlicos deC. sinensis (cha verde e cha preto) sdo, entre os 77
alimentos avaliados, os melhores inibidores de urease de H. pylori,
apresentando ICsy de 13 pg/mL e ICsode 56 pg/mL para os chas verde
e preto, respectivamente. As catequinas galato de epigalocatequina,
galato de galocatequina, galocatequina e epigalocatequina, presentes
nos chas verde e preto, foram consideradas as substancias
responsaveis pela inibi¢do observada. O mecanismo de inibigdo de
urease por catequinas pode estar associado aos grupos funcionais
hidroxila e cetonas, presentes nessas substancias, que podem interagir
com ions niquel no sitio ativo da enzima (Higdon& Frei, 2003).
Apesar de serem produzidos a partir da mesma planta, os dois chas
(verde e preto) resultaram em percentuais de inibicdo diferentes. Tal
fato pode estar relacionado a diversidade de métodos de crescimento,
colheita e beneficiamento utilizados para obtencdo dos chas. A ordem
relativa de inibi¢do enzimatica, diferente da observada na literatura,
pode ser atribuida ao solvente de extrag@o utilizado, assim como as
particularidades das fontes vegetais utilizadas para produgdo dos chas,
que apesar de serem da mesma espécie produzem metabdlitos
secundarios ligeiramente diferentes ou em concentragdes diferentes.

Avaliacdoin vitro de inibicdo de acetilcolinesterase: Assim como
observado para a avaliagdo de inibi¢do de urease, os percentuais de
inibigdo de acetilcolinesterase (Tabela 1) obtidos para os chas mate (/.
paraguariensis), verde e preto (C.sinensis) sdo maiores do que para
os demais chas avaliados, o que indica que esses chas possuem
substancias quimicas capazes de inibir a enzima.
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Tabela 2. Propriedades moleculares, calculadas na ferramenta Molinspiration, das substincias 1-30
Substancias  miLogP TPSA MM nALH nDLH nviolagdes

1 0,06 61,84 194,19 6 0 0

2 1,37 110,37 290,27 6 5 0

3 1,08 130,60 306,27 7 6* 1

4 1,08 130,60 306,27 7 6 1

5 2,25 197,36 458,38 11 8 3

6 1,37 110,37 290,27 6 5 0

7 2,54 177,13 442,38 10 7 2

8 1,63 217,59 578,53 12 9 4

9 2,79 284,35 730,63 16 11 4

10 2,79 284,35 730,63 16 11 4

11 3,96 351,11 882,74 20 13 4

12 0,59 97,98 170,12 5 4 0

13 1,68 131,35 302,24 7 5 0

14 2,17 111,12 286,24 6 4 0

15 -2,33 118,21 192,17 6 5 0

16 0,94 77,75 180,16 4 3 0

17 -0,45 164,74 354,31 9 6 2

18 -0,67 164,74 354,31 9 6 2

19 -0,45 164,74 354,31 9 6 2

20 1,42 211,28 516,46 12 7 4

21 1,21 211,28 516,46 12 7 4

22 1,21 211,28 516,46 12 7 4

23 -0,95 72,69 180,17 6 1 0

24 -0,01 72,69 180,17 6 1 0

25 3,21 20,23 154,25 1 1 0

26 3,20 20,23 154,25 1 1 0

27 -1,06 269,43 610,52 16 10 4

28 -0,57 249,20 594,52 15 9 4

29 6,79 57,53 456,71 3 2 1

30 9,04 29,46 430,72 2 1 1

*As violagdes a regra dos cinco sao indicadas em vermelho.
Tabela 3. Propriedades farmacocinéticas das substiancias 1-30 calculadas na ferramenta admet SAR
Compostos
PARAMETROS
L 2| (3 ‘ | G| @6 ‘ M | (8) ‘ (L] ‘ 103 ‘ (11) ‘ (12) ‘ (13)‘ (14)‘ (15) | (1a) ‘ (17}‘ (18)‘ (19) ‘ (209 ‘ (21)‘ (22 ‘ (23) ‘ (24) ‘ (25)] (26) ‘ 27 ‘ (28)‘ (29)‘ (30)
Absorcio
Absorclono infestino | | | B I T T [ S et e e o i I e I e = N S iy
humano
Caro-2 B I N N N N I + + | + - - + | +
Biodisponibilidade oral + R R + + + | - R R R R |+
humana
Metabolizacio
Substrato CYP3A4 P I e e I I I I - + |+ + |+ + | + | + - - + |+ + | +
Substrato CYP2C9 + | - - - - - - - + + - - - - - -
Substrato CYP2D6 O T R I R - - - - - +
Inibigio de CYP3A4 - - - - - - - - - - - - + - - - - - -
Inibizfo de CYP2CY - - - -] - -l - - - - + - - - - - -
InibigZo de CYP2C19 - - - - - - - - - - - - - -
InibizZo de CYP2DE - - - -] - -l -] - - - - - - -
Inibigio de CYP1AZ - - - - - - - - - - - - + + - - - - - -
Prp[_ui_sc_uidade B _ + + - - - - - -
inibitdria de CYP
Toxicidade

Carcinogenicidade - - - - - - - - - - - - - -
MMutagénese de Ames N - -+ ] - - - - - -
Hepatotoxicidade R I T N O I O I I + | |+ |+ |+ - - + | + - -
mﬂm Oral oI (mw|mw|Imw|Iw|Iv|Iv|Iv| IV | IV || I |I|IO|IVv|IO|IO| OO o) oI |o | o) o | o] Im| o] I

Segundo Hajimehdipoor ef al. (2013), que avaliaram in vitro extratos
aquosos de nove plantas comumente usadas na medicina tradicional
iraniana, o extrato aquoso deM.chamomilla ndo possui efeito
inibitorio frente a enzima acetilcolinesterase. Em outro estudo, que
avaliou a inibi¢do in vitro de extratos aquosos e metandlicos de 11
plantas frente a enzima acetilcolinesterase, dentre elasP.anisum,
M.officinalis e M.spicata, observou-se que M. spicatana concentragio
de 0,1 mg/mLfoi a unica planta que exibiu inibicdo da enzima,
reduzindo a atividade enzimatica em 15%(Adsersenet al., 2006).
Esses estudos indicam que M. chamomilla, P. anisum e M. officinalis
sdo, assim como observado no presente trabalho, ineficazes para a
inibigdo de acetilcolinesterase.

O extrato aquoso de P. boldus apresentou, in vitro, 1Csy de 0,93
mg/mL frente a enzima acetilcolinesterase. Os extratos aquosos de P.
boldus sdo constituidos principalmente por flavonoides glicosilados,
embora a boldina e outros derivados da aporfina possam ser
detectados em pequenas quantidades (Fale et al., 2012). Em relagdo
aM.spicata e P.boldus, os resultados obtidos no presente trabalho sdo
corroborados por dados reportados na literatura, que indicam que os
extratos dessas plantas apresentam moderada inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase. Raghavendra et al. (2015) verificaramque o cha
verde (C. sinensis), em diferentes concentragdes, inibe in vitroa
enzima acetilcolinesterase.
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Figura 2. Resultado do estudo de ancoragem molecular das
substincias 1-30 com a enzima urease

O extrato aquoso de ché verde inibiu, dependente da dose,a atividade
da acetilcolinesterase com um valor de ICsy de 42,05 pg/mL. Os
autores defendem que, os efeitos benéficos do cha verde sdo
atribuidos principalmente ao alto teor de polifendis, tais como as
catequinas. Em relagdo ao cha preto (C. sinensis), Ray & De (2012)
observaram que os extratos aquosos do cha e seus polifenois possuem
atividade inibitoria de acetilcolinesterase. Nesse estudo, a infusdo € a
decocgdo de cada variedade de cha inibiram a acetilcolinesterase de
maneira dependente da dose. Em geral, a atividade observada para o
cha obtido por decocgdo foi significativamente maior do que a da
infusdo. No presente estudo, os dois chas (verde e preto) resultaram
em percentuais de inibigdo proximos. Tal observacdo pode ser
explicada pelo fato dos dois produtos serem obtidos da mesma
espécie (C.sinensis) e apenas se diferenciar pelos métodos de
crescimento, colheita e beneficiamento da planta. Em relagdo a 1
paraguariensis, observa-se que o cha mate possui varias substancias,
tais como o acido clorogénico, que podem ser responsaveis pelas
varias atividades bioldgicas e farmacologicas reportadas na literatura.
O acido clorogénico apresenta, por exemplo, uma forte inibicdo da
enzima acetilcolinesterase com um valor de ICsy de 98,17 pug/mL
(Santos et al., 2015).Essa substancia deve ser a responsavel pela
moderada atividade inibidora de acetilcolinesterase observada, no
presente trabalho, para o cha mate.

Propriedades farmacocinéticas: As propriedades moleculares,
relacionadas a biodisponibilidade oral, das substincias 1-30 sdo
apresentadas na Tabela 2.

Pode-se observar que 16 das substincias avaliadas (1-4, 6, 12-16 e
23-26, 29 e 30) ndo violam os pardmetros estabelecidos por Lipinskiet
al. (1997) para substancias com boa biodisponibilidade oral. Desse
modo, ¢ improvavel que essas 16 substancias apresentem problemas
de biodisponibilidade por essa via de administragdo.Para as demais
substancias observa-se violagdo de dois, trés ou quatro dos
parametros relacionados a regras dos cinco de Lipinski. De modo
geral, as violagdes sdo resultantes do numero de hidroxilas presentes
nas moléculas, que aumentam o niimero de aceptores de ligacdo de
hidrogénio e o nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio,
aumentando as possibilidades de interacdo com o meio aquoso
extramembranar, o que interfere diretamente na redugdo da
permeabilidade em membranas. Além disso, algumas das substincias
avaliadas, tais como as teaflavinas e os derivados do acido

cafeoilquinico, possuem elevada massa molar, diminuindo a
possibilidade de transposicdo em membranas celulares. As
propriedades farmacocinéticas relacionadas aos processos de

absorg¢ao, distribui¢do, metabolismo, excregdo e toxicidade calculadas
para as substancias 1-30 sdo apresentadas na Tabela 3. Quanto ao
processo de absorg@o, observa-se que apenas duas das substincias
avaliadas (4 e 5) ndo apresentam resultado positivo para absor¢do no
intestino humano. Cinco das substincias (16, 25, 26, 29 e 30)
avaliadas apresentaram resultados positivos para o modelo de
absor¢ao em células Caco-2. Oito das substancias avaliadas (1, 12,
15, 16, 23, 24, 29 e 30) apresentaram resultado positivo para o
modelo de biodisponibilidade oral. Ao compararmos esses ultimos
resultados com os obtidos na ferramentaMolinspiration observa-se
que o algoritmo utilizado pela ferramenta admetSAR indicou um
menor nimero de substanciasbiodisponiveis.

As células Caco-2 constituem um parametro importante de absorgéo
de farmacos no intestino, assim, se a magnitude de permeabilidade
das substancias a essas células for baixa, é improvavel a absorcdo
efetiva da substancia (YEE, 1997). Quanto ao processo de
metabolizagdo, observou-se que apenas as substinciasl3 e 14
apresentaram promiscuidade inibitoria do citocromo P450, atuando
como substratos e inibidores de algumas das isoformas da proteina
P450. Esse resultado indica que, com excegao das substancias13 e 14,
os produtos naturais avaliados ndo s@o biotransformados e podem
atuar, sem uma diminui¢do da concentragdo plasmatica, em
bioreceptores no organismo. Quanto aos pardmetros de toxicidade, a
toxidade oral aguda para as substancias 2-11 e 16 foi classificada
como categoria IV (5000 mg/kg < LDs); para as substancias 1, 13, 14
e 23 foi classificada como categoria II (50 mg/kg < LDs, < 500
mg/kg); as demais substancias foram classificadas como categoria III
(500 mg/kg < LDsy < 5000 mg/kg). Esses resultados indicam que as
substancias  1-30 ndo possuem toxicidade oral aguda
acentuada.Observou-se que nenhuma das substincias avaliadas
apresentaram resultado positivo para o modelo de carcinogenicidade;
seis das substancias avaliadas (2, 6, 13, 14, 27 e 28) apresentaram
resultado positivo para o modelo de mutagenicidade de Ames; 18 das
substancias avaliadas (1, 3-5, 7-11, 13, 14, 20-24) apresentaram
resultado positivo para o modelo de hepatotoxicidade. Esses
resultados sugerem que os chas mate, verde e preto devem ser
consumidos com cautela, uma vez que hé substancias que podem
causar efeitos colaterais indesejados.

Estudos de ancoragem molecular: No que se refere a inibigdo da
enzima urease (PDB ID: 6ZJA), Cunha ef al. (2021) mostraram que o
complexo formado entre asubstancia 2-{[1-(3,5-dimetilfenil)-1H-
imidazol-2-il]sulfanil}-N-hidroxiacetamida e a enzima urease se
estabelece nos bolsdes onde os fons Ni** estdo presentes, interagindo
com os residuos de aminoacidosCis321, His322 e His221.Ao
monitorar essas histidinas presentes no sitio ativo da urease,
observou-se que 13 das substancias avaliadas (7-13, 16, 19, 20, 27-
29) interagem com esses residuos de aminoacidos.As interagdes entre
as substancias 1-30 e a regido em torno do sitio ativo foram
exploradas utilizando a ferramenta Chimera (Figura 2). Pode-se
observar um aglomerado de substancias na regido central da enzima, e
algumas substancias em bolsdes proximos a superficie da enzima.

Na Figura 2s3o indicadas as interagdes dos pares de residuos de
aminoécidos His136-His138 ¢ His248-His274 com os ions Ni**. Essa
regido ¢ fundamental para a hidrolise da ureia, dessa forma,
substancias que se ancoram proximas aos ions Ni** podem atuar como
inibidores de urease.Entre as substancias que se ancoraram no sitio
ativo, as que apresentaram maior interagdo com a enzima urease
foram as teaflavinasll, 10 ¢ 9. No entanto, essas trés substincias
apresentam quatro violagdes a regra dos cinco de Lipinski, o que
indica que os resultados de inibi¢do enzimatica observados in vitro e
in silico podem ndo ser observadosin vivo, uma vez que essas
substincias possuem propriedades moleculares que limitam sua
transposi¢do em membranas.Para as substancias 13 (quercetina), 16
(acido cafeico) e 29 (acido ursolico), por outro lado, apesar de
interagirem mais fracamente com a enzima urease do que as
substancias  9-11, ndo ha indicativo de problemas de
biodisponibilidade oral. O segundo estudo de ancoragem molecular
foi realizado utilizando a enzima acetilcolinesterase (PDB ID: 4EY6),
cujos residuos de aminoacidos Trp86, Glu202, Ser203, Trp286,
Phe297, Tyr337, Phe338, Tyr341 e His447 estdo localizados no
bolsdo do sitio ativo da enzima (Cheunget al., 2012). As interagdes
entre as substdncias 1-30 e a enzima acetilcolinesterase foram
exploradas utilizando a ferramenta Chimera (Figura 3).

Observou-se que que ha nove substancias que interagem no sitio ativo
da enzima acetilcolinesterase. Dessas nove substancias, apenas a 18
possui indicativo de problemas em relagdo a biodisponibilidade oral.
Em relacdo a energia de interagio com a enzima, as substancias 4 e
25sd0 as que interagem mais fortemente e mais fracamente,
respectivamente, com os residuos de aminoacidos presentes no sitio
ativo da enzima.
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Figura 3. Resultado do estudo de ancoragem molecular das
substincias 1-30 com a enzima acetilcolinesterase

Ao relacionar os resultados in silicoein vitro, pode-se inferir que ha
varias substincias presentes nos chds avaliados que possuem
potencial de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase. Vale ressaltar, no
entanto, que os testes in vitro indicam que o potencial de inibicdo de
urease ¢ maior do que o potencial de inibi¢ao de acetilcolinesterase.
Ainda assim, os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com os
estudos que indicam a importancia dos alimentos funcionais para a
saude do ser humano.

CONCLUSAO

Observou-se que, entre os oito chas comercializados em sachés
avaliados no presente estudo, trés tipos de chas {mate
(I.paraguariensis), verde e preto (C.sinensis)} apresentaram, in vitro,
potencial de inibicdo das enzimas urease e acetilcolinesterase. Tais
resultados corroboram com dados da literatura que indicam que
alguns tipos de chas possuem potencial para o tratamento da Doenca
de Alzheimer e de tlceras pépticas causadas pela bactéria H. pilory.
Ao realizar os estudos in silico, observou-se que varias das
substancias comumente indicadas na literatura como constituinte dos
chas mate (I.paraguariensis), verde e preto (C.sinensis) apresentam
propriedades moleculares e farmacocinéticas adequadas para
substancias apresentarem bioatividade no organismo humano. Os
estudos de ancoragem molecular indicam que, entre as 30 substancias
avaliadas:

13 possuem potencial de inibicdo da enzima urease e 9 possuem
potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Duas substancias
(acido galico e quercetina) apresentaram potencial de inibi¢do das
duas enzimas avaliadas, as demais substancias apresentaram uma ou
outra bioatividade. Tal fato, sugere a importancia da diversidade
estrutural presente em produtos naturais para a promogdo de
atividades bioldgicas e farmacologicas, indicando que o mecanismo
de acdo envolve mais do que uma substancia bioativa, ao contrario do
que se observa em medicamentos comercializados por industrias
farmacéuticas. Concluimos que os testes in vitro e in silico sdo
complementares e convergem para explicar o mecanismo de a¢do dos
chas mate, verde e preto enquanto inibidores de urease e de
acetilcolinesterase. Além disso, entre as duas bioatividades, observa-
se que os chas mencionados possuem um maior potencial de agao
sobre a enzima urease do que sobre a enzima acetilcolinesterase.
Dessa forma, estudos in vivo sdo necessarios para comprovar a agio
desses chas e a efetividade relativa a farmacos comerciais inibidores
de urease e de acetilcolinesterase.
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