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RESUMO GERAL

PEREIRA, Chrystian Aratjo. Caracteriza¢do quimica, eficacia e toxicidade
do p6 comercial de Hoodia gordonii (Apocinaceae) utilizado no tratamento
da obesidade. 2010. 114 p. Tese (Doutorado em Agroquimica) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.”

A obesidade alcangou propor¢des epidémicas globais, com mais de um
bilhao de adultos com excesso de peso, dos quais, 300 milhdes apresentam
obesidade clinica. No Brasil as taxas de obesidade correspondem a 13% da
populagdo, colocando o pais no 6° lugar no ranking mundial. Diversos
medicamentos s3o utilizados no tratamento, destacando-se os fitoterapicos
devido ao facil acesso, baixo custo, ndo exigéncia de prescricdo médica e crenga
na auséncia de efeitos prejudiciais. Nesse contexto ganhou notoriedade a Hoodia
gordonii, planta nativa do sul do continente africano com acdo inibidora do
apetite e da sede atribuida ao glicosideo ativo P57, porém ainda carente de
estudos cientificos. Portanto, objetivou-se neste trabalho realizar a
caracterizacdo quimica detalhada e ensaios bioldgicos utilizando duas amostras
do po6 comercial de H. gordonii para buscar elucidagdes a respeito da sua
constituicdo, eficacia, seguranga e mecanismo de agdo, ainda pouco estudados.
Foram determinados os constituintes quimicos, realizados ensaios de inibi¢ao de
enzimas digestivas, analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e ensaios bioldgicos para avaliagdo da atividade farmacoldgica e toxicidade do
p6 comercial de H. gordonii. Os resultados mostraram altos teores de amido
sugerindo a possibilidade de adulteracdo, baixos niveis de polifenois e nitratos,
insuficientes para nao recomendagdo do uso e auséncia de acido oxalico, lectinas
e saponinas. Os ensaios de inibicdo enzimatica demonstraram atividade somente
para o e P glicosisades, indicando por sua vez que as mesmas podem ter
participacdo nos propostos efeitos de emagrecimento, até entdo atribuidos
somente ao glicosideo ativo P57. Os ensaios bioldgicos com ratos submetidos ao
tratamento durante 28 dias indicaram que doses equivalentes a 20 vezes aquelas
recomendadas para humanos sdo incapazes de promover inibi¢ao do apetite e da
sede, perda de peso, alteracdes de pardmetros sanguineos ou quaisquer efeitos
toxicos. Finalmente as analises por CLAE revelaram que as amostras analisadas
apresentam o glicosideo ativo P57 em sua constitui¢do, atestando a presenca de
espécies do género Hoodia, sem contudo, excluir a possibilidade de adulteragdo

*Orientador: Profa. Dra. Angelita Duarte Corréa - UFLA
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dos pds com outras espécies ou mesmo amido. No entanto, os niveis encontrados
estdo abaixo do limite de quantificagcdo e considerados insuficientes para exercer
os propostos efeitos de inibicdo do apetite ¢ da sede nas doses recomendadas
para humanos e at¢é mesmo em doses 20 vezes maiores como observado nos
ensaios bioldgicos. Conclui-se portanto, a necessidade de implantagdo de
procedimentos de padronizagao, fiscalizagdo e controle de produtos a base de H.
gordonii antes que os mesmos possam ser novamente liberados para o consumo
humano. Tais procedimentos devem visar a certificacdo da autenticidade, a
determinacdo dos teores de glicosideo ativo P57 e principalmente a
padronizacdo das doses efetivas a serem utilizadas.

Palavras-chave: Hoodia, constituinte quimico, inibi¢do de glicosidase, eficécia,
toxicidade.



GENERAL ABSTRACT

PEREIRA, Chrystian Araujo. Chemical characterization, efficacy and toxicity
of Hoodia gordonii commercial powder (Apocinaceae) used in the treatment
of obesity. 2010. 114 p. Thesis (Ph.D. in Agricultural Chemistry) - Universidade

Federal de Lavras, Lavras.”

Obesity has reached epidemic proportions globally, with more than one
billion adults are overweight, of who 300 million are clinically obese. In Brazil
obesity rates correspond to 13% of the population, putting the country on 6th
place in the world ranking. Several drugs are used in treatment, especially herbal
medicines due to their easy availability, low cost, not requiring a prescription
and belief in the absence of harmful effects. In this context notoriety to Hoodia
gordonii, a plant native to southern Africa with inhibiting appetite and thirst
attributed to the active glycoside P57, but still lacking in scientific studies.
Therefore, this study aimed to perform detailed chemical and biological assays
using two samples of commercial powder H. gordonii to seek clarifications
about its creation, effectiveness, safety and mechanism of action, still poorly
studied. Chemical constituents were determined, following tests of inhibition of
digestive enzymes, analysis by high performance liquid chromatography
(HPLC) and biological assays to evaluate the pharmacological activity and
toxicity of commercial powder H. gordonii. The results showed high levels of
starch, suggesting the possibility of tampering, low levels of polyphenols and
nitrates, enough to not recommend the use and absence of oxalic acid, lectins
and saponins. The enzyme inhibition tests showed activity only for a and
glycosisades, indicating in turn that they can have participation in the proposed
effects of weight loss, so far attributed only to the active glycoside P57. The
biological tests with rats subjected to treatment for 28 days, indicate that doses
equivalent to 20 times those recommended for humans are unable to promote
inhibition of appetite and thirst, weight loss, changes in blood parameters or any
toxic effects. Finally the analyses for HPLC had disclosed that the
analyzed samples present the active glycoside P57 in its constitution,
certifying the presence of species of the Hoodia sort, without however, to
exclude the possibility of adulteration of the ones after with other species
or same starch. However, the levels found were below the limit of
quantification and deemed insufficient to carry the proposed effects of inhibition
of appetite and thirst in recommended doses for humans and even in doses 20
times higher as observed in biological assays. It is therefore the need to

* Adviser: Profa. Dra. Angelita Duarte Corréa - UFLA
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implement procedures for standardization, monitoring and control products
based on H. gordonii before they can be re-released for human consumption.
Such procedures shall seek certification of authenticity, determining the levels of
active glycoside P57 and particularly the standardization of effective doses to be
used.

Keywords: Hoodia, chemical constituent, glycosidase inhibition, efficacy,
toxicity.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), existem,
atualmente, no mundo, aproximadamente um bilhdo de adultos com excesso de
peso, dos quais trezentos milhdes sdo obesos. Esses numeros levaram a
constatacdo de que a obesidade configura-se como uma grande epidemia global,
atingindo paises em todos os estagios de desenvolvimento. No Brasil, cerca de
13% da populacdo ja ¢ considerada obesa e estimativas sugerem que, em 2025, o
pais sera o quinto do mundo em nimero de obesos (Brasil, 2009a; Organizagao
Pan-Americana da Saude - OPAS, 2003).

Apesar de ndo ser considerada uma doenca fatal, a obesidade acarreta
diversos problemas debilitantes, como hipertensdo arterial, cardiopatias,
osteoartrites, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2 e céncer, entre outros que
caracterizam a chamada sindrome metabolica. Além disso, varios estudos
demonstram que os impactos econdmicos causados pela obesidade t€m crescido
progressivamente, elevando os custos com saude coletiva e onerando gastos de
governos ¢ da sociedade.

Considerando que a obesidade ¢ uma desordem multifatorial, isto &,
diversos fatores estdo envolvidos na sua ocorréncia, incluindo fatores culturais,
genéticos, psicologicos, metabdlicos, enddcrinos e ambientais, o tratamento ¢ a
abordagem teraputica também devem ser realizados de maneira
multidisciplinar.

Diversos tratamentos, como dieta balanceada, pratica regular de
exercicios fisicos e mudanca de habitos alimentares tém sido propostos, mas a
terapia medicamentosa também ¢ utilizada na maioria dos casos. Inibidores da

recaptacdo de serotonina, inibidores de lipases, agentes serotoninérgicos,



antidepressivos e inibidores de apetite estdo entre os mais comumente utilizados.
Além destes, varios fitoterapicos, como alcachofra, glucomanan, aloina,
espinheira-santa, cascara-sagrada e sene sdo auxiliares no tratamento da
obesidade.

Embora alguns fitoterapicos sejam recomendados no tratamento,
inimeros produtos naturais s3o utilizados de maneira indiscriminada para
prevenir, reduzir ou retardar o ganho de peso, sem que existam estudos sobre sua
eficicia e seguranga terapéutica. Dentre eles, destaca-se o pd de Hoodia
gordonii, planta originaria da Africa, com suposta a¢do inibidora de apetite
atribuida ao glicosideo ativo P57, que foi comercializado livremente, até
proibicdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em
fevereiro de 2007, em fungdo da inexisténcia de comprovacdes cientificas sobre
sua eficacia e seguranga.

Nos ultimos anos, cresceu o interesse pela planta, refletido no
surgimento de inimeros produtos comerciais a base de H. gordonii sob diversas
apresentacdes. No entanto, o bindmio oferta/demanda gerou uma situacdo de
desequilibrio, devido a pouca disponibilidade em relagdo ao grande consumo da
planta, ocasionando a preocupante possibilidade de adulteragdes, principalmente
pelo cactus Opuntia ficus, popularmente conhecido como palma forrageira.

Diante da inexisténcia de estudos cientificos relacionados aos
constituintes quimicos presentes no p6 de Hoodia gordonii e sua eficacia e
toxicidade, este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar os
constituintes quimicos, realizar ensaios de inibicdo de enzimas digestivas,
investigar a presenca do glicosideo ativo e realizar ensaios bioldgicos com o po
comercial de H. gordonii. Buscou-se avaliar a eficacia e a seguranga no uso
diario desse fitoterapico, bem como esclarecimentos sobre o seu mecanismo de

acdo na inibic¢ao do apetite ¢ da sede por meio da investigacdo da hipotese de sua



possivel relacdo com os hormonios leptina e insulina, envolvidos na regulagdo

neuroendocrina do apetite e da saciedade.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade
2.1.1 Conceito

A obesidade ¢ caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal
no individuo. Para o diagndstico em adultos, o parametro mais comumente
utilizado € o do indice de massa corporal (IMC), que ¢ calculado dividindo-se o
peso do paciente pela sua altura elevada ao quadrado. E o padréo utilizado pela
Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) que identifica o peso normal quando o
resultado do calculo do IMC esta entre 18,5 e 24,9. Para ser considerado obeso,
o IMC deve estar acima de 30.

A obesidade ¢ fator de risco para uma série de doengas. O obeso tem
mais propensdo a desenvolver problemas como hipertensdo, doengas
cardiovasculares e diabetes tipo 2, entre outras (Associagcdo Brasileira para o
Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabolica - ABESO, 2009; Organizacao
Mundial da Satde - OMS, 2010; Sociedade Brasileira de Endocrinologia e
Metabologia - SBEM, 2009).

Embora o IMC seja um marcador util para avaliar a situagdo, analises do
Relatorio para Saude no Mundo 2002 revelaram que aproximadamente 58% do
diabetes ¢ 21% das cardiopatias isquémicas, bem como de 8% a 42% de certos
tipos de céncer, eram atribuiveis a valores de IMC superiores a 21, no mundo
inteiro (OPAS, 2003). Por isso, outros parametros tém sido adotados nos ultimos
anos, juntamente com o IMC, para auxiliar na avaliacdo de sobrepeso e
obesidade, como circunferéncia abdominal, relacdo cintura-quadril e,
recentemente, a circunferéncia cervical (OMS, 2010; Visscher et al., 2001).

Dessa forma, o sobrepeso ¢ a obesidade na populagdo sdo definidos,

atualmente, como “um peso que esta acima do que ¢ considerado saudavel para



uma altura especifica” (Centers for Disease Control and Prevention - CDC,
2008), utilizando os diversos parametros antropométricos disponiveis para a
avaliacdo.

A obesidade é, portanto, uma doenga cronica de prevaléncia crescente
no mundo inteiro, frequentemente acompanhada de multiplas comorbidades que
ocasionam, principalmente, diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares

(Apovian, 2010).

2.1.2 Etiologia

A obesidade nao ¢ uma desordem singular e, sim, um grupo heterogéneo
de condi¢des com multiplas causas que, em ultima analise, resultam no fenotipo
de obesidade (Francischi et al., 2000).

Sdo muitas as suas causas. O excesso de peso pode estar ligado ao
patrimonio genético da pessoa, a maus habitos alimentares ou, por exemplo, a
disfungdes endocrinas (SBEM, 2009). Considerando-se que o patriménio
genético da espécie humana ndo pode ter sofrido mudancas importantes neste
intervalo de poucas décadas, certamente os fatores ambientais devem explicar
essa epidemia. Quando se avalia clinicamente um paciente obeso, entretanto,
deve-se considerar que diversos fatores predisponentes genéticos podem estar
desempenhando um papel expressivo no desequilibrio energético determinante
do excesso de peso (Coutinho, 2007).

Porém, considera-se que a principal causa do problema ¢ o consumo
crescente de dietas com alta densidade energética, ricas em gorduras saturadas e
agucares, além de atividade fisica reduzida ou inexistente (OPAS, 2003).

Além disso, sabe-se, hoje, a partir da investigagdo da fisiologia ¢ da
regulagdo neuroendodcrina do apetite ¢ da saciedade, que a epidemia de
obesidade ¢ resultado da combinacdo de fatores raciais, genéticos e culturais,

criando o chamado ambiente obesogénico (Apovian, 2010).



2.1.3 Prevaléncia e progressao

A obesidade alcangou propor¢des epidémicas globais, com mais de um
bilhdo de adultos com excesso de peso, dos quais 300 milhdes apresentam
obesidade clinica. As taxas de obesidade triplicaram, comparadas com dados de
1980, colhidos nos paises da América do Norte, do Reino Unido, da Europa
Oriental, do Oriente Médio, das Ilhas do Pacifico, da Australia e da China. No
entanto, o aumento dessas taxas ¢ mais rapido nos paises em desenvolvimento
do que no mundo desenvolvido (OPAS, 2003).

Nos Estados Unidos, as taxas de adultos obesos subiram de 14,25%, em
1978, para 31%, em 2000. No Reino Unido, subiram de 6%, entre os homens e
8%, entre as mulheres, em 1980, para 21% e 23,5%, respectivamente, em 2001.
As formas extremas de obesidade estdo crescendo mais rapidamente que
qualquer outra epidemia. Nos Estados Unidos, por exemplo, o percentual de
mulheres negras com IMC>40 (obesidade morbida) dobrou em menos de uma
década, atingindo os 15%, elevando para 6,3% o total de mulheres com
obesidade morbida (Deitel, 2003).

No ultimo levantamento periddico realizado nos Estados Unidos, a
Pesquisa Nacional para Exame da Nutricdo e Satde (NHANES), foi
demonstrado que as taxas de obesidade entre adultos sdo de 32,2% em homens e
de 35,5% em mulheres (Flegal et al., 2010). Varios estudos apresentam os
Estados Unidos como o pais de maiores taxas de obesidade entre a populacdo
(Ogden et al., 2006; Fabricatore et al., 2008; Houston et al., 2008), entretanto,
dados recentes apontam que outros paises ja superaram as taxas norte-
americanas, como a China, entre criancas ¢ Australia e Reino Unido, entre
mulheres (Popkin, 2010).

O Brasil tem cerca de 18 milhdes de pessoas consideradas obesas.
Somando o total de individuos acima do peso, o montante chega a 70 milhdes, o

dobro de ha trés décadas (SBEM, 2009).



Em pesquisa realizada em 2002 e 2003, com individuos acima de 15
anos de idade, relacionou-se o grau de escolaridade com IMC>25 considerado
como excesso de peso. Nas capitais das regides sudeste (Belo Horizonte, Vitoria,
Rio de Janeiro e Sdo Paulo), sul (Curitiba, Florianépolis ¢ Porto Alegre), centro-
oeste (Campo Grande e Distrito Federal), nordeste (Recife e Aracaju) e norte
(Manaus) observou-se maior prevaléncia no grupo de menor escolaridade. Em
Belém (norte), Natal e Jodo Pessoa (nordeste), ao contrario, a maior prevaléncia
de excesso de peso foi encontrada na populagdo de maior escolaridade. Apenas
em Fortaleza as prevaléncias foram iguais entre os dois grupos (Brasil, 2005).

Dados recentes revelam que, atualmente, no Brasil, aproximadamente
13% dos adultos sdo obesos, sendo o indice maior entre as mulheres (13,6%) do
que entre os homens (12,4%). Esses dados revelam grande preocupacdo, ja que,
desde a primeira avaliagdo, em 2006, as taxas apresentam crescimento a cada

ano (Brasil, 2009a).

2.1.4 Problemas associados

O excesso de peso estd associado a intmeros problemas, como
cardiovasculares  (hipertensdo  arterial, doenga  coronariana, doenga
cerebrovascular, varizes, trombose venosa), respiratorios (dispneia, apneia do
sono, sindrome de hipoventilagdo), gastrintestinais (hérnia de hiato, colelitiase,
esteatose e cirrose hepatica, hemorroidas, hérnias, céancer colo-retal),
metabolicos (dislipidemia, insulino-resisténcia, diabetes mellitus tipo 2),
gravidez (complicagdes obstétricas, macrossomia fetal), mamas (cancer,
ginecomastia), uterinas (cancer de endométrio e cervical), urolégicos (cancer de
prostata, incontinéncia urindria), pele (dermatites por sudorese, micoses,
linfedema,  celulite),  ortopédicos  (osteoartrite,  gota),  endodcrinos
(hipercortisolismo, ovario policistico, hiperandrogenismo, irregularidade

menstrual) e renais (proteinuria) (ABESO, 2009; SBEM, 2009).



A obesidade e o excesso de peso produzem efeitos metabolicos adversos
sobre a pressdo arterial, os niveis de colesterol e de triglicérides no sangue ¢ a
resisténcia a insulina. Os problemas de saude ndo sdo fatais, mas extremamente
debilitantes. Em relatério da OMS de 2002 estimou-se que, no mundo inteiro,
2,5 milhdes de pessoas morrem, por ano, devido ao excesso de peso (OPAS,
2003).

A obesidade esta relacionada a algumas das mais prevalentes doengas na
sociedade moderna, sendo o maior risco associado ao desenvolvimento de
diabetes mellitus. Além disso, o risco de mortalidade agrava-se ainda mais para
pessoas obesas fumantes (Francischi et al., 2000). Outros problemas médicos,
como doencas biliares, osteoartrites, doencas do coracdo e alguns tipos de
cancer, também apresentam relacdo com a obesidade (Bray, 2004; Thande et al.,

2009).

2.1.5 Impactos econdmicos

A obesidade ¢é responsavel por 2% a 7% do custo total de atencdo a
saude nos paises em desenvolvimento. Os verdadeiros custos dessa epidemia sdo
indubitavelmente muito mais altos, uma vez que nem toda enfermidade
associada a obesidade esta incluida nos calculos (OPAS, 2003).

O que essas estatisticas ndo transmitem é o fato de que todos, e ndo
apenas as pessoas obesas, serdo afetados pela epidemia. A elevacdo da
prevaléncia da obesidade aumentara as taxas de diabetes, hipertensdo, cancer,
doencas cardiacas e outras doengas cronicas. A epidemia da obesidade elevara
os custos de atencdo a saude e empregadores e Orgdos governamentais irdo
repassar, no minimo, alguns desses custos aos consumidores (Kottke et al.,
2003).

Dados revelam que, nos Estados Unidos, em 1998, as despesas médicas

relacionadas a obesidade, incluindo pacientes hospitalizados ou ambulatoriais e



prescrigoes de medicamentos ficaram em torno de 78,5 bilhdes de dolares,
estimando-se ainda terem alcangado U$ 147 bilhdes no ano de 2008 (Finkelstein
et al., 2009).

O Brasil ocupa o 6° lugar no ranking mundial de paises com problemas
com obesidade. Os gastos diretos com esta doenca, o que inclui internagdes,
consultas e medicamentos, chegam a 1,1 bilhdo de reais por ano, que equivale a

12% do total de gastos anuais do SUS com internagdes (Gigante et al., 2009).

2.1.6 Tratamentos para reducio da obesidade

Muitos estudos demonstram que a reducdo da quantidade de massa
corporal, em especial de gordura, melhora a qualidade de vida e diminui a
morbidade e a mortalidade de pacientes obesos. A literatura ¢ extensa quanto aos
diferentes tratamentos para a obesidade, porém, ainda nao foi possivel alcangar
uma conclusao definitiva (Cowburn et al., 1997; Halpern & Mancini, 2005).

Os tratamentos envolvem dieta balanceada, pratica de exercicios fisicos
com frequéncia, terapia medicamentosa ¢ mudanga comportamental relacionada
aos habitos alimentares (Francischi et al., 2000). Sugestdes para a reversdao da
epidemia da obesidade incluem campanhas de saude publica, programas
médicos comunitarios ¢ mudancas na alimentagdo apoiadas pela induUstria,
visando alteragdes nos padroes alimentares e estilo de vida. Programas
comunitarios estruturados de atividade fisica fora e dentro do trabalho podem
também auxiliar num estilo de vida cotidiano mais saudavel (Apovian, 2010).

O tratamento medicamentoso dos transtornos alimentares (TA)
geralmente exige uma abordagem multidisciplinar em que a farmacoterapia ¢
adjuvante de abordagens psicoldgicas e nutricionais. Psicotropicos sdo indicados
para a maioria dos pacientes com TA para tratar as comorbidades e também os
demais sintomas. Progressos importantes estdo ocorrendo nos ultimos anos

(Appolinario & Bacaltchuk, 2002).



Opgoes terapfuticas para esses pacientes incluem diversos agentes
promotores da perda de peso. As principais drogas estudadas sdo sibutramina
(inibidor da recaptacdo de serotonina) e orlistat (inibidor de lipase), agentes
catecolaminérgicos (dietilpropiona ou anfepramona, femproporex, mazindol e
combinacdo  efedrina-cafeina), drogas serotoninérgicas (fenfluramina,
fluoxetina) e outras drogas com alguma ag¢do na perda de peso (metformina,
topiramato e bupropiona) (Halpern & Mancini, 2005).

Recentemente, os medicamentos disponiveis para o tratamento da
obesidade foram classificados em trés grupos, segundo documento da
International Obesity Task Force (IOTF): o primeiro retine os medicamentos
com agdo exclusivamente central (fentamina), o segundo é o de agdo periférica
(orlistat) e o terceiro é o de acdo periférica e central (efedrina/cafeina)
(International Obesity Task Force - IOTF, 2009).

Além desses, percebe-se que a automedicagdo com “produtos naturais”
emagrecedores tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos, visto que a
populagdo, em geral, acredita que esses medicamentos nao trardo danos a saide.
Os fitoterapicos de referéncia utilizados sdo: alcachofra (Cynara scolynmus),
aloina (Aloe vera), boldo (Peumus boldus), carqueja (Baccaharis sp.), cascara-
sagrada (Rhamnus purshiana), centella-asiatica, citrin extract (Garcinia sp.),
clorela (Chorella pyrenoidosa), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), espirulina
(Spirulina maxima), Fucus sp., guarana (Paullinia cupana), ginseng-falso
(Pfaffia paniculata), glucomanan (Amorphophallus konjac), jurubeba (Solanum
paniculatum), maracuja (Passiflora alata) e sene (Cassia angustifolia) (Azeredo
et al., 2005). Além destes, outros produtos, como a Hoodia gordonii, tém sido
consumidos para a mesma finalidade, sem, no entanto, terem a comprovacao
cientifica de sua eficacia e seguranca.

A estratégia terapéutica da obesidade tem sofrido profundas

modificagdes nos ultimos anos. O uso racional dos agentes antiobesidade ¢
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considerado, atualmente, um coadjuvante indispensavel para um grande nimero
de obesos, quando ja existe um risco importante para a satde. Por outro lado,
documento do Consenso Latino-Americano em Obesidade cita formas de
tratamento muito utilizadas no nosso meio como ndo recomendadas para o
tratamento da obesidade, pela absoluta falta de evidéncias cientificas de eficacia.
Estao citadas neste grupo a acupuntura, os cremes para celulite e obesidade, a
fitoterapia, a mesoterapia, a yoga, a hipnoterapia, as féormulas magistrais ditas
naturais, os diuréticos e os laxativos (Coutinho & Cabral, 2000).

No entanto, com a recente implantagdo do Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que visa inserir com seguranca, eficacia e
qualidade, plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia
no Sistema Unico de Saude (SUS), as plantas medicinais voltaram a ganhar
importancia no tratamento de diversas enfermidades, entre elas a obesidade. Das
71 espécies vegetais inicialmente incluidas na Rela¢do Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), 5 (Allium sativum, Baccharis
trimera, Bauhinia forficata, Syzigium cumini e Vernonia condensata) sao
destinadas ao tratamento da obesidade e problemas associados (Brasil, 2009b,
2009c).

Finalmente, a percepgdo atual da célula de gordura como um 6rgdo
endocrino, além das contribuigdes do intestino ¢ do pancreas, nos ajuda a
compreender as origens da regulacdo neuroendocrina do apetite e da saciedade
por substancias como leptina, insulina e grelina, representando um campo de

possibilidades no tratamento da obesidade (Apovian, 2010).

2.2 Hormoénios envolvidos na regulacio neuroendoécrina do apetite e
saciedade
A obesidade é um dos principais problemas de saude publica da

atualidade, apresentando etiologia multifatorial. Entre os determinantes

fisiolégicos do controle de peso e do apetite, estdo fatores neuronais, endocrinos,
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adipocitarios e intestinais. A leptina e a insulina sdo hormonios secretados em
propor¢do a massa adiposa e atuam estimulando o catabolismo. No sistema
nervoso central, a insulina e a leptina interagem com receptores hipotalamicos,
favorecendo a saciedade. Individuos obesos tém maiores concentragdes séricas
desses hormonios e apresentam resisténcia a sua acdo (Halpern et al., 2004).
Além dos avancos no estudo da célula adiposa, foi descoberto, recentemente, um
novo horménio relacionado ao metabolismo, a grelina, um peptideo produzido
nas células do estdbmago e envolvido diretamente na regulacdo do balango

energético a curto prazo (Romero & Zanesco, 2006).

2.2.1 Leptina

A leptina (do grego leptos = magro) é uma proteina composta por 167
aminoacidos, com uma estrutura semelhante as citocinas, sendo produzida
principalmente no tecido adiposo (Reseland et al., 2001). E responséavel pelo
controle da ingestdo alimentar, atuando em células neuronais do hipotalamo no
sistema nervoso central. A acdo da leptina no hipotdlamo em mamiferos
promove a reducdo da ingestdo alimentar e o aumento do gasto energético, além
de regular a fun¢do neuroendocrina e o metabolismo energético (Friedman &
Halaas, 1998).

A leptina reduz o apetite a partir da inibicdo da formagdo de
neuropeptideos relacionados ao apetite, como o neuropeptideo Y (NPY) e
também da expressdo de neuropeptideos anorexigenos: hormonio estimulante de
a-melanécito  (a-MSH), horménio liberador de corticotropina (CRH) e
substancias sintetizadas em resposta a anfetamina e a cocaina (CART) (Elmquist
et al., 1998; Friedman & Halaas, 1998). Assim, altos niveis de leptina reduzem a
ingestdo alimentar, enquanto baixos niveis induzem hiperfagia (Romero &

Zanesco, 2006).
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Contudo, niveis sanguineos de Ileptina muito aumentados
(hiperleptinemia), encontrados principalmente em pessoas obesas, podem
indicar uma condigdo de leptino-resisténcia, estado similar a insulino-resisténcia
que ocorre no diabetes melitus. Nesse quadro, a eclevada leptinemia esta
associada a hiperfagia e a obesidade (Considini et al., 1996; Myers et al., 2008).

Em estudos com ratos foi demonstrado que a leptina ativa um canal de
potassio ATP-sensivel, indicando que esse canal pode funcionar como alvo
molecular do horménio nos neurdnios hipotalamicos (Spanswick et al., 1997).
Além disso, sabe-se que a leptina estimula receptores de citocinas e que a
transducdo leptinica é feita por um mecanismo também utilizado pelos
receptores dos inteferons e fatores de crescimento, os chamados sistemas em
cascata JAK/STAT (janus quinase/transdutor de sinal e ativador de transcrigdo)
(Auwerx & Staels, 1998). Esse ¢ um dos principais mecanismos pelos quais o0s
receptores de citocinas realizam a transducdo de sinais intracelulares e ¢ a via
que media importantes efeitos no sistema nervoso central, induzidos pela leptina

(Bays, 2004).

2.2.2 Insulina

A insulina ¢ uma proteina formada por duas cadeias (A ¢ B) com 21
aminoacidos em cada uma, interligadas por duas pontes dissulfeto. A
composi¢do em aminoacidos ¢ variavel para diferentes animais, mas, em cada
cadeia, dez residuos sdo comuns, sendo apenas alguns essenciais para a
atividade bioldgica. A molécula de insulina existe como um monoémero apenas
em baixas concentrac¢des (<0,1 mM ou~0,6 mg/mL). Em condigdes fisiologicas,
a insulina é normalmente mantida & concentragdo inferior a 10° mM, para
assegurar sua circulacdo e exerce sua atividade biologica como molécula

monomeérica. Para concentragdes superiores a 0,1 mM, a insulina dimeriza

(Chien, 1996).
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E o horménio anabélico mais conhecido e essencial para a manutengio
da homeostase de glicose, do crescimento e da diferenciagdo celular. A insulina
regula a homeostase de glicose em varios niveis, reduzindo sua produgdo
hepatica (via diminuigdo da gliconeogénese e glicogenodlise) e aumentando sua
captacdo periférica, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina
também estimula a lipogé€nese no figado e nos adipocitos e reduz a lipolise, bem
como aumenta a sintese e inibe a degradagao proteica (Carvalheira et al., 2002).

A insulina é produzida pelas células beta do pancreas e sua concentracao
sérica também ¢ proporcional a adiposidade (Halpern et al., 2004). Com seu
efeito anabolico, a insulina aumenta a captag@o de glicose e a queda da glicemia
¢ um estimulo para o aumento do apetite (Woods et al., 1998). A descoberta
recente de receptores para a insulina no cérebro demonstrou sua fungdo essencial
no sistema nervoso central para estimular a saciedade e o gasto energético, além
de regular a ac@o da leptina (Schwartz, 2000; Hallschmid & Schultes, 2009).

O receptor de insulina pertence a uma familia de receptores de fatores de
crescimento que tém atividade tirosina quinase intrinseca (Patti & Kahn,
1998). Apos a ligagdo da insulina, o receptor sofre autofosforilagio em
multiplos residuos de tirosina, o que resulta na ativacdo da quinase do receptor ¢
na consequente fosforilagdo em tirosina de uma familia de substratos do receptor
de insulina (IRS). De forma similar a outros fatores de crescimento, a insulina
usa fosforilagdo e interagdes proteina-proteina como ferramentas essenciais para
transmitir o sinal. Estas interacdes proteina-proteina sdo fundamentais para
transmitir o sinal do receptor em dire¢do ao efeito celular final, tais como
translocacgdo de vesiculas contendo transportadores de glicose (GLUT4) do pool
intracelular para a membrana plasmatica, ativacdo da sintese de glicogénio e de
proteinas, e transcrigdo de genes especificos (Carvalheira et al., 2002; White,

1998).
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2.2.3 Grelina

A grelina (do inglés grow = crescimento) ¢ um hormonio gastrintestinal
identificado no estdmago de ratos que tem como uma de suas principais fungdes
o aumento da secrecdo do hormoénio do crescimento (GH) (Kojima et al., 1999,
2001). E um peptideo composto de 28 aminoacidos, produzido
predominantemente pelas células Gr do trato gastrintestinal (Bednarek et al.,
2000; Kojima et al., 1999).

A grelina estd diretamente envolvida na regulagdo a curto prazo do
balango energético e ¢ um dos mais importantes sinalizadores para o inicio da
ingestdo alimentar. Sua concentragdo mantém-se alta nos periodos de jejum e
nos periodos que antecedem as refeicdes, caindo imediatamente apds a
alimentacdo, o que sugere um controle neural. Além de aumentar o apetite,
também estimula as secregoes digestivas e a motilidade géstrica (Nakazato et al.,
2001; Konturek et al., 2004).

Estudos com animais indicam que esse hormdnio desempenha
importante papel na sinalizagdo dos centros hipotalamicos que regulam a
ingestdo alimentar e a adiposidade, sugerindo sua participacdo no estimulo para
iniciar uma refeicao (Nakazato et al., 2001; Romero & Zanesco, 2006).

A concentragdo plasmatica da grelina diminui apos refeigdes ricas em
carboidratos, simultancamente a elevacdo da insulina, enquanto niveis
aumentados sdo encontrados apos refeigdes ricas em proteina animal e lipideos,
acompanhados por discretos aumentos de insulina (Erdmann et al., 2004; Salbe

et al., 2004).

2.3 Hoodia gordonii (Apocinaceae)
2.3.1 Informacoées taxondomicas
Hoodia é uma planta da ordem Gentianales, familia Apocinaceae,

subfamilia Asclepiadaceae. Esta familia é constituida, principalmente, de plantas
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medicinais (ervas) e arbustos com seiva branca, compreendendo em torno de
250 géneros e 2.000 espécies, algumas das quais possuindo talos suculentos e
espinhos, semelhantes aos cactus, com folhas pequenas (University of Hawaii,
2006; Heerden, 2008). O género Hoodia apresenta varias espécies, destacando-
se H. gordonii, H.pilifera, H. lugardii e H. ruschii como principais objetos de
pesquisas (Archer & Victor, 2003; MacLean & Luo, 2004; Chow et al., 2005).

Em comum com outras espécies do género, Hoodia gordonii é uma
planta suculenta e carnuda, apresentando varias hastes cilindricas e eretas, de
coloracdo variando do verde-acinzentado ao cinza-marrom e flores em forma de
coroa, com cerca de 100 mm. Os tubérculos sdo proeminentes, fundidos em suas
metades inferiores em 11-17 hastes em angulos obtusos, tendo cada ponta um
espinho muito acentuado de 6-12 mm (Bruyns, 2005).

Devido a sua aparéncia espinhosa, a planta H. gordonii ¢, muitas vezes,
chamada de cactus ou cactus-do-deserto, pela imprensa, embora, na realidade,
ndo possa ser caracterizada como um cactus verdadeiro, pertencente a familia
Cactaceae (Heerden, 2008).

Existem, atualmente, treze espécies (H. alstonii, H. currorii, H. dregei,
H. flava, H. gordonii, H. juttae, H. mossamedensis, H. officinalis, H. parviflora,
H. pedicellata, H. pilifera, H. ruschii e H. triebneri), sendo H.gordonii a de
principal interesse, devido as suas propriedades anorexigenas (Avula et al.,

2007; Heerden et al., 2007).

2.3.2 Distribuicao

A planta Hoodia € nativa do continente africano, sendo encontrada nos
desertos da Namibia e de Kalahari. A espécie Hoodia gordonii (Figura 1) é
cultivada principalmente na Africa do Sul, Namibia, Botswana e Angola, pelo
povo San, uma tribo indigena cujos habitantes sdo conhecidos como Bushmen.

Esses indigenas chamam a planta de xhoba (Wise, 2003).
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FIGURA 1 A planta Hoodia gordonii.
Fonte: Hiibner & Trankle (2004).

Na Africa do Sul, as espécies de Hoodia sdo protegidas e autorizagdes
de 6rgdos oficiais sdo exigidas para a colheita, cultivo, transporte ou exportacao
de plantas. Por se tratarem de plantas de crescimento lento e dificil cultivo, seu
numero limitado disponivel ndo pode sustentar um mercado intenso que
dependera, futuramente, de plantas cultivadas para fins de comercializacdo
(Heerden, 2008).

Atualmente, a H. gordonii ¢ listada como uma espécie com risco de
extingdo e sua exportacdo ¢ rigidamente controlada pelo governo sul-africano e

por acordos internacionais de protecao de espécies vegetais (Avula et al., 2008).
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2.3.3 Historico

Ha milhares de anos, o povo San, um dos mais antigos habitantes da
regido sul do continente africano, consome pedagos de H. gordonii picados,
durante as cagadas. Por varios dias de caca, sem alimento e agua, eles ingerem
apenas a planta para saciar a fome, inibir o apetite ¢ manter a disposicdo (Wise,
2003). Aparentemente, a seiva da planta alivia a sensacdo de fome durante as
longas viagens dos indigenas a procura de caca (Bruyns, 1993).

Esse efeito de supressdo de apetite despertou o interesse cientifico e na
década de 1960, o Conselho para Pesquisa Industrial e Cientifica (CSIR),
situado na Africa do Sul, isolou e patenteou uma molécula supressora do apetite
presente na H. gordonii, denominada de P57. Mais tarde, em 1997, o CSIR
licenciou os direitos da molécula P57 a companhia britdnica Phytopharm. Apos
testes iniciais, a droga pareceu promissora ¢ a Phytopharm vendeu parte dos
direitos a industria farmacéutica Pfizer por 21 milhdes de dolares. As empresas
esperavam que a droga revolucionasse o mercado de produtos para
emagrecimento que movimentava cerca de 9,5 bilhdes de dolares na época. No
entanto, um protesto internacional acusou as empresas de biopirataria e deu
inicio a uma longa batalha judicial entre as empresas ¢ o CSIR, de um lado e o
povo San, do outro, pela divisdo dos lucros provenientes da exploragdo e
comercializagdo da Hoodia (Wise, 2003).

Em 2002, a Pfizer liberou os direitos sobre a Hoodia, alegando que o
desenvolvimento do P57 havia sido suspenso em razdo da dificuldade na sua
sintese e indicios de efeitos colaterais em cobaias, causados por outros
componentes do extrato que nao podiam ser facilmente removidos (Bindra,
2005). Segundo Jasjit Bindra, chefe de pesquisas da Hoodia na Pfizer,
certamente, a Hoodia tem um longo caminho a seguir, antes que possa receber

a aprovacdo do Conselho de Alimentos e Medicamentos Norte Americano
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(FDA). Até que férmulas seguras sejam desenvolvidas, pessoas interessadas na
dieta devem evitar seu uso.

Finalmente, em margo de 2003, apds anos de negociagdo, um acordo foi
firmado entre as partes. Segundo os termos do acordo, o CSIR devera repassar
ao povo San 8% de todos os pagamentos recebidos do licenciamento a
Phytopharm, bem como 6% de todos os royalties que o CSIR receber da droga
disponivel comercialmente. Espera-se que, no futuro, o repasse seja de 10 a 12
milhdes de dolares por ano (WHO, 2006).

Hoje, o grande interesse pelas propriedades inibidoras do apetite da
Hoodia proporciona uma intensa demanda por produtos a base da planta.
Estima-se que somente no mercado norte-americano estejam disponiveis para
comercializagdo mais de 100 produtos em diversas apresentagdes (tabletes,
capsulas, géis, sucos, pos, chds e outros) que contenham a planta em sua
composi¢ao (Avula et al., 2008). Assim, a intensa procura, em contraposi¢do a
escassa oferta, criou um cenario em que a adulteragdo de produtos por outras
espécies como Opuntia ficus, ¢ mesmo outras espécies do género Hoodia,
tornou-se uma possibilidade real (Avula et al., 2007, 2008; Rader et al., 2007;
Heerden et al., 2008).

2.3.4 Composi¢io quimica dos extratos de Hoodia

Varios componentes ativos foram isolados pelos pesquisadores do CSIR
e tém sido revelados em recentes patentes (Heerden et al., 2004; Bronner, 2005;
Rifkin, 2005; Gardiner & Heuer, 2006; MacLean, 2006; Raskin et al., 2007;
Verdegem et al., 2008). Porém, o suposto componente ativo presente nos
extratos de H. gordonii é um glicosideo esteroidal trirabinosideo, 14-OH, 12-
tigloilpregnano (PM = 1.008), denominado P57 (Figura 2), responsavel pela
supressdo do apetite (MacLean & Luo, 2004).
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FIGURA 2 Estrutura do glicosideo P57.
Glicosideo esteroidal trirabinosideo, 14-OH, 12-tigloilpregnano
(Janssen et al., 2008).

O glicosideo P-57 apresenta, em sua estrutura, um esqueleto esteroidal
homoélogo ao dos glicosideos cardiacos, particularmente com relagdo a
substitui¢do 14-OH (MacLean & Luo, 2004). O glicosideo nao ¢ exclusivo da H.
gordonii, sendo também encontrado em outras espécies do género, como
H.currori, H.macranth, H.parviflora, H.pilifera e H. ruschii (Avula et al., 2007,
2008; Heerden et al., 2007).

Recentemente, dez novos derivados C(21)-esteroidais, denominados
gordonisideos, foram isolados a partir de extratos cloroférmicos obtidos da parte
aérea de H. gordonii. Os novos compostos sdo baseados no 3-beta,l14-beta-
dihidroxi-pregn-5-en-17-betaona (Dall'acqua & Innocenti, 2007).

Também da parte aérea, foram isolados onze novos oxipregnanos,
glicosideos com estrutura basica 12-O-beta-tigloil isoramanona, denominados
hoodigosideos. Suas estruturas foram determinadas por evidéncias quimicas e
ressonancia magnética nuclear (Pawar et al., 2007).

Informagdes relacionadas a constituicdo quimica (proteinas,

carboidratos, lipideos, vitaminas, fibras, polifendis, nitrato, acido oxalico,
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lectinas, saponinas e inibidores de enzimas digestivas eventualmente presentes
na H. Gordonii) sdo escassas e, em alguns casos, inexistentes. Considerando a
importancia nutricional e os efeitos benéficos de proteinas, carboidratos,
lipideos, vitaminas e fibras, além de eventuais efeitos deletérios como
complexacdo e indisponibilizagdo de proteinas (polifendis), potencial
carcinogénico (nitrato), diminui¢do da disponibilidade de minerais (&cido
oxalico), ligagdo aos enterocitos provocando interferéncia na absor¢do e
utiliza¢do de nutrientes (lectinas), hemolise (saponinas) e digestao ineficiente de
proteinas (inibidores de tripsina) atribuidos aos citados antinutrientes, justifica-

se a investigagdo da constitui¢do quimica do p6 de H. gordonii.

2.3.5 Efeitos farmacologicos de extratos de Hoodia gordonii

Ensaios biologicos de longo prazo ndo publicados pela empresas
Phytopharm e Pfizer, com extratos secos da seiva da planta, que continham ndo
apenas o P57, mas também multiplos componentes, foram realizados com ratos
Zucker obesos diabéticos. Os resultados demonstraram atividade anoréxica e
reversdo do diabetes, mantidos durante o periodo de administragdo das doses.
Outros ensaios revelaram que a inibicdo da alimentagdo ¢ a perda de peso sdo
independentes do conteudo de nutrientes da dieta e também ocorrem em animais
superalimentados com uma dieta altamente palatavel. Em adigdo, a Phytopharm
divulgou estudos de curto prazo em humanos, durante os quais o extrato de H.
gordonii foi bem tolerado (MacLean & Luo, 2004).

Larvas de Trichoplusia ni alimentadas com dieta contendo latex de H.
gordonii (1.000 ppm) ndo apresentaram nenhuma inibi¢do do crescimento e
mantiveram reprodu¢do inalterada em relacdo as larvas tratadas com dieta
controle (Chow et al., 2005).

Injecdes intracerebroventriculares do glicosideo esteroidal P57AS3

(P57), isolado e purificado de extratos de H. gordonii em ratos, demonstraram
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que o composto apresenta um provavel mecanismo de agdo no sistema nervoso
central. Os resultados revelaram que o composto aumentou o conteudo de ATP
nos neurdnios hipotalamicos em até 150% e, nas 24 horas subsequentes, houve
reducdo da ingestdo de alimentos em até 60% (MacLean & Luo, 2004).

Trabalhos utilizando ratos demonstraram que o tratamento com extratos
purificados de H. gordonii contendo glicosideos ativos administrados na ragio
ou por gavagem foram eficazes na diminui¢ao do peso (Tulp et al., 2001, 2002;
Heerden et al., 2007).

Estudos com mamiferos, incluindo seres humanos revelaram que o
composto P57 foi capaz de reduzir a secregdo gastrica de acido, possibilitando
seu uso em formulagdes para tratamento de desordens e enfermidades
relacionadas a secregdo gastrica exacerbada (Hakkinen et al., 2004).

Por outro lado, a suplementacao da ragdo de frangos de corte com pé de
H. Gordonii, em concentragdes de 0 a 500 mg/animal/dia, ndo revelou qualquer
alteracdo no consumo de ragdo, durante 30 dias de experimento (Mohlapo et al.,
2009).

Segundo Holt (2006), formula¢des contendo H. gordonii e outros
fitoterapicos sdo habeis no controle da obesidade e na inibicdo do apetite, além
do auxilio no tratamento de desordens do metabolismo associadas a obesidade.

O povo San, ha milhares de anos, consome H. Gordonii, devido aos

supostos efeitos de inibigdo da fome e da sede (WHO, 2006).

2.3.6 Pesquisas cientificas

Apesar do grande interesse comercial pela H. gordonii, evidenciado pelo
grande consumo na forma de capsulas, existem poucos relatos cientificos sobre a
planta. Alguns buscaram a elucida¢do dos componentes ativos (Dall'Acqua &

Innocenti, 2007; Pawar et al., 2007; Shukla et al., 2009), enquanto outros
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dedicaram-se a compreensdo do mecanismo de supressdo do apetite (MacLean
& Luo, 2004).

Atualmente, em funcdo da grande possibilidade de fraudes e
adulteragdes de produtos comercializados como H. gordonii, a maioria dos
estudos estdo voltados para o desenvolvimento de métodos analiticos, utilizando,
principalmente, cromatografia liquida de alta eficiéncia, para a identificacdo de
glicosideos caracteristicos e confirmagdo da autenticidade de amostras
comericiais (Avula et al., 2006, 2007, 2008; Janssen et al., 2008).

No que se refere aos efeitos colaterais e cronicos decorrentes da ingestdo
de H. gordonii, ndo existem relatos na literatura. Tal fato levou a proibigdo da
propaganda e manipulagdo do produto no Brasil (ANVISA, 2007).

Nos estudos a que foi submetida a planta Hoodia gordonii ndo foi
constatada sua eficicia e seguranga. Por isso, o produto ndo possui registro como
medicamento em nenhum pais do mundo. Nao ha como assegurar a acdo do
produto, tampouco a auséncia de riscos para quem consumir o vegetal

(ANVISA, 2007).
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CAPITULO 2

CONSTITUINTES QUIMICOS DO PO COMERCIAL DE HOODIA
GORDONII

1 RESUMO

Hoodia gordonii (Masson) Sweet ex Decne é uma planta suculenta
nativa de regides aridas do continente africano, consumida ha séculos por tribos
de nativos, devido as suas supostas propriedades de supressdo da fome e da sede.
A possibilidade de um agente antiobesidade natural tem despertado grande
interesse da populagdo e de empresas no mundo todo, a despeito da escassa
literatura cientifica insuficiente para sustentar seu uso. Objetivou-se, com este
estudo, determinar os constituintes quimicos de pos comerciais de H. gordonii
(PHG) para fornecer informagdes até agora desconhecidas, a respeito da
presenca desses constituintes nessas amostras. Para tanto, duas amostras de PHG
adquiridas em farmacias de manipulagdo foram submetidas a andlises de
composi¢do centesimal, amido, vitamina C, B-caroteno e antinutrientes. Na
composi¢ao centesimal, destacaram-se os elevados teores de ENN (acima de 90
g 100 g MS) confirmados pela dosagem de amido que revelou teores em torno
de 50 g 100 g MS, semelhantes aos encontrados no seu principal adulterante.
Entre os antinutrientes analisados foram detectados apenas polifenéis e nitratos,
mas, em niveis considerados seguros para o consumo. Os teores de ENN e
amido sdo sugestivos, mas insuficientes para afirmar que as amostras foram
adulteradas, o que deve ser investigado por analises cromatograficas para
determinagdo da presencga do glicosideo ativo P57. Em algumas analises, houve
variagdes entre as duas amostras, reforcando a necessidade de fiscalizacdo e
padronizacdo desse fitoterapico, para garantir a uniformidade no consumo
independente do local, fornecedor ou época de comercializagao.

Palavras-chave: Hoodia, nutriente, antinutriente.
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CHEMICAL CONSTITUENTS OF THE HOODIA GORDONII
COMMERCIAL POWDER

2 ABSTRACT

Hoodia gordonii (Masson) Sweet ex Decne is a succulent native plant
from arid regions of Africa has been consumed for centuries by tribes of natives
because of its supposed properties to suppress hunger and thirst. The possibility
of a natural anti-obesity agent has aroused great interest of the people and
companies worldwide, despite the scarce scientific literature insufficient to
support its use. This study aimed to determine the chemical constituents of
commercial powders of H. gordonii (PHG) to provide information unknown so
far about the presence of these constituents in these samples. For this, two
samples of PHG purchased in dispensing pharmacies were analyzed for
proximate composition, starch, vitamin C, B-carotene and anti-nutrients. In the
proximate composition the high levels of ENN (above 90 g 100 g' DM)
confirmed by measuring levels of starch content revealed that around 50 g 100 g’
' DM, similar to those found in the main adulterant . Among the anti-nutrients
analyzed were detected only polyphenols and nitrates, but at levels considered
safe for consumption. The contents of ENN and starch are suggestive but not
enough to say that the samples were adultered, which should be investigated by
chromatographic analysis to determine the presence of active glycoside P57. In
some analyzes there were variation between the samples, reinforcing the need
for supervision and standardization of herbal medicine to ensure uniformity in
the consumption regardless of local, supplier or time marketing.

Key words: Hoodia, nutrient, anti-nutrient.

35



3 INTRODUCAO

A Hoodia gordonii (Masson) Sweet ex Decne ¢ uma planta suculenta
nativa de regides aridas do continente africano (Janssen et al., 2008). Ha séculos,
tribos de nativos do deserto de Kalahari, no sul da Africa, conhecidos como
Bushmen consomem a H. gordonii in natura durante longas cacadas e
caminhadas para suprimir a fome ¢ a sede (MacLean & Luo, 2004). Tais efeitos
despertaram o interesse de cientistas ¢ pesquisas realizadas pelo Council of
Scientific and Industrial Research (CSIR), na Africa do Sul, levaram ao
isolamento de um glicosideo denominado P57, que foi imediatamente
patenteado devido a sua agao supressora do apetite (Heerden et al., 1998).

A perspectiva de um agente supressor de apetite natural e seguro tem
despertado grande interesse na populagdo em geral e em empresas comerciais de
todo o mundo. Atualmente, existem mais de 20 pedidos de patentes
internacionais com H. gordonii e muitas preparagdes comerciais contendo a
planta estdo disponiveis no mercado (Heerden, 2008). A demanda por produtos
para perda de peso contendo H. gordonii aumenta acentuadamente ¢ dados
recentes indicam que existem mais de 100 produtos comercializados somente
nos Estados Unidos em diversas apresentacdes como tabletes, capsulas, géis,
biscoitos, sucos, pos, “shakes” proteicos, chas e cafés (Avula et al., 2008).

Apesar disso, até 0 momento, existem poucas informagdes a respeito da
composi¢ao quimica da H. gordonii (Rader et al., 2007), as quais limitam-se ao
isolamento de glicosideos ativos (Dall’Acqua & Innocenti, 2007; Heerden et al.,
2007; Pawar et al., 2007; Shukla et al., 2009). Em adi¢do, a possibilidade de
adulteragdo de produtos comercializados como H. gordonii é significante e
fundamenta-se na incompatibilidade entre limitado suprimento ¢ aumento da

demanda internacional pela planta (Avula et al., 2008; Rader et al., 2007), além
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da falta de referéncias para comparagdo, ja que nao existem estudos sobre a
composi¢do quimica de qualquer uma das treze espécies ja descritas do género
Hoodia.

No Brasil, produtos a base de H. gordonii foram comercializados
livremente, sem a necessidade de prescrigdo médica, em farmacias de
manipulagdo, drogarias, lojas de suplementos dietéticos e, até mesmo, pela
internet durante alguns anos até que, finalmente, em 2007, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria proibiu sua comercializa¢do, manipula¢do e consumo por
falta de regulamentagdo ¢ informagdes cientificas que garantissem sua eficacia e
seguranga (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2004).

Diante do exposto, fica clara a necessidade de estudos cientificos para a
elucidagdo da composicdo quimica de extratos de H. gordonii, visando a
obtengdo de informagdes que subsidiem a avaliagdo de sua qualidade,
procedéncia e regulamentagdo junto aos 6rgaos oficiais de controle.

Dessa forma, o presente estudo foi realizado com o objetivo de
determinar os constituintes quimicos de p6s comerciais de H. gordonii (PHG),
para fornecer informagdes até agora desconhecidas a respeito desses

constituintes nessas amostras.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengio do po comercial de Hoodia gordonii (PHG)

Duas amostras comerciais do p6 de Hoodia gordonii (denominadas HA
¢ HB) foram adquiridas em farmécias de manipula¢do dos municipios de Lavras
¢ Juiz de Fora, ambos em Minas Gerais, acompanhadas de laudos de analises de
controle de qualidade realizadas por fornecedores de matérias-primas nacionais,

porém de procedéncia informada da China.

4.2 Analises
4.2.1 Composicao centesimal

As umidades das amostras foram determinadas por dessecagdo em
estufa, a 105°C, até peso constante. O extrato etéreo foi determinado utilizando-
se extrator continuo tipo Soxhlet. A proteina bruta foi dosada pelo método
Kjeldahl, utilizando-se o fator de conversdo 6,25 (N x 6,25). A fibra alimentar
segundo Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2000). A cinza,
residuo mineral fixo, foi obtida pela incineragdo (550°C) em forno tipo mufla, de
uma quantidade definida do PHG, determinando-se a porcentagem do residuo
(AOAC, 2000). O extrato ndo nitrogenado foi calculado pela diferenga de cem

menos o somatorio dos demais constituintes.

4.2.2 Acucares totais

Os acucares soluveis totais foram extraidos pelo método de Lane-Enyon
(AOAC, 2000) e determinados pelo método de Somogy adaptado por Nelson
(1944), no qual a reducdo de ions cobre em meio alcalino por agucares redutores

leva a formagdo de um produto azul com absorbancia em 510 nm, cuja
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intensidade da coloragdo ¢ proporcional a quantidade de agucares redutores

presentes na amostra.

4.2.3 Amido
O amido foi determinado pelo método de Somogy adaptado por Nelson
(1944) que consiste na hidrolise dcida do amido e posterior dosagem de aguicares

redutores.

4.2.4 Vitamina C
A extragdo da amostra foi realizada de acordo com Strohecker &
Henning (1967) e a determinagao por CLAE segundo Silva et al. (2009),

utilizando uma curva padrdo de acido ascorbico e detector UV.

4.2.5 p-caroteno

Para a determinacdo de B-caroteno, o PHG foi homogeneizado com uma
mistura de acetona e hexano (4:6) e levado para leitura de absorbancia em
espectrofotometro a quatro comprimentos de onda: 453; 505; 645 e 663 nm
(Nagata & Yamashita, 1992). O teor de B-caroteno em mg/100 mL foi, entéo,

calculado segundo a férmula:

(0,216 x Abs 663) — (1,22 x Abs 645)— (0,304 x Abs 505) + (0,452 x Abs 453)

4.2.6 Lectinas

A atividade de hemaglutinagado foi realizada nos extratos dissolvidos em
solucdo salina tamponada segundo metodologia descrita por Calderon de La
Barca et al. (1985), empregando placa de microtitulagdo para diluigdes

sucessivas da amostra com salina tamponada seguidas de incubagdo com solugdo
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de hemacias a 2%. A leitura foi realizada apds 60 e 120 minutos, para a deteccdo

de aglutinacdo visivel.

4.2.7 Nitratos

O teor de nitrato foi obtido segundo Cataldo et al. (1975), empregando-
se KNO; como padrao. Um complexo formado pela nitracdo do &cido salicilico,
lido em 410 nm apresenta absorbancia proporcional a quantidade de nitrato na

amostra.

4.2.8 Polifendis

Foram dosados segundo metodologia descrita por Goldstein & Swain
(1963), utilizando 4cido tanico como padrao. O método colorimétrico baseia-se
na medida espectrofotométrica em 760 nm da intensidade da cor azul produzida

na redugdo do reagente de Folin-Denis por polifendis presentes na amostra.

4.2.9 Saponinas

Segundo Baccou et al. (1977), utilizando como padrdo a digitonina. A
saponina extraida com etanol por agitagdo continua ¢ determinada pela reagao
com anisaldeido em meio acido, produzindo um composto vermelho com

absorbancia maxima em 430 nm.
4.2.10 Acido oxalico

Segundo Loures & Jokl (1990), utilizando titulagdo do extrato de acido

oxalico com permanganato de potassio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do centesimal (Tabela 1) dos PHG estudados revelou
diferencas entre as amostras em todos os constituintes analisados, exceto para o

extrato etéreo.

TABELA 1 Composigio centesimal em g 100 g de matéria seca' (MS) de duas
amostras do p6 comercial de Hoodia gordonii.

Fibra alimentar

Amostra’  Extrato  Proteinas  Solivel  Insolivel Cinza ENN?
etéreo

HA 0,24+0,03  1,7240,18 1,03+0,26 2,8+0,08  2,76+0,08 91,45+0,30

HB 0,21+0,03  1,21+0,16 0,90+0,12 0,5+0,05  1,94+0,03 95,24+0,20

'Dados sdo a média de triplicatas+desvio padrio.
’Umidade, em g 100 g'lz amostra HA = 5,07+0,57; amostra HB = 0,95+0,09.
*ENN: extrato ndo nitrogenado.

Os niveis dos constituintes da composi¢ao centesimal dos PHG para as
duas amostras foram baixos, a exce¢do do extrato ndo nitrogenado (ENN) que se
mostrou elevado. Considerando que o ENN corresponde, em sua maior parte,
aos carboidratos totais (Cecchi, 2003), os teores encontrados para os PHG sdo
proximos aos presentes no cactus Opuntia ficus (palma forrageira), cujos teores
variaram de 77,89 a 87,96 g 100 g'l MS (Wanderley et al., 2002; Silva et al.,
2005; Tosto et al., 2008;). Ja para o cacto do género Pereskia (ora-pro-nobis), os
niveis situam-se em torno de 30 a 40 g 100 g' MS (Rocha et al., 2008). Vale
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ressaltar aqui que das 13 espécies descritas do género Hoodia (Muller & Albers,
2002) ndo existem relatos a respeito da composicdo centesimal.

Na Tabela 2 sdo apresentados os niveis de agucares ¢ amido no PHG de
duas amostras comerciais do p6 de H. gordonii. Observa-se que, para ambas, 0s

teores sao muito proximos.

TABELA 2 Teores de agucares e de amido em g 100 g' MS', de duas amostras
do pd comercial de H. gordonii.

Acucares
Amostra’ Totais Redutores  Nao-redutores Amido
HA 6,31+0,59 4,61+0,41 2,14+030 48,25+0,75
HB 6,90+0,40 4,37+0,33 2,32+40,26 49,19+0,44

'Dados sdo a média de triplicatas+desvio padrio.
*Umidade, em g 100 g'lz amostra HA = 5,07+0,57; amostra HB = 0,95+0,09.

A dosagem de agucares ¢ amido nos PHG foi realizada em fung@o dos
elevados teores de ENN que sdo, a principio, controversos, por se tratar de um
extrato com suposta a¢do auxiliar no emagrecimento. No entanto, considerando
a dose recomendada diariamente do PHG de 1.600 mg/adulto 70 kg, os teores de
acucares presentes nessa dose ndo representam quantidades significantes em
termos caldricos.

A andlise de amido dos PHG também revelou teores semelhantes aos
descritos na literatura para O. ficus em torno de 50 a 60 g 100 g' MS
(Wanderley et al., 2002; Silva et al., 2005; Tosto et al., 2008).

A pouca disponibilidade de plantas nativas e a escassez do cultivo
comercial aliadas a recente popularidade mundial da H. gordonii como

suplemento dietético tornaram a adulteracdo dos extratos comercializados um
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grande problema (Heerden, 2008). A limitada oferta e a crescente demanda pela
planta aumentam significativamente a possibilidade de adultera¢éo dos produtos
comercializados como H. gordonii, configurando-se o género Opuntia como um
dos principais e possiveis adulterantes (Rader et al., 2007).

Outra hipotese a ser considerada com relagdo ao amido ¢ a investigagao
de sua presenga no PHG como constituinte natural do extrato ou como
ingrediente inativo adicionado no momento do preparo e manipulacdo do
extrato, com a fun¢do de complementar o volume das cépsulas.

Tal possibilidade fundamenta-se no fato de que, comumente, sdo
utilizados na producdo de medicamentos (industrializados ou manipulados) os
chamados excipientes ou ingredientes inativos que sao substancias destituidas de
poder terapéutico, utilizadas para assegurar a estabilidade e as propriedades
fisico-quimicas e organolépticas dos produtos farmacéuticos (Oliveira &
Storpirtis, 1999). Dessa forma, o amido, a lactose, a celulose, o talco e outras
substancias atuam como diluentes em formula¢des farmacéuticas.

Assim, o desenvolvimento e a utilizagdo de técnicas analiticas para
analises quantitativas do principio ativo P57 s@o cruciais para o monitoramento
da composicdo e seguranca de uso de produtos que contenham H. gordonii, bem
como essenciais na prevencao e detecgdo de possiveis adulteragdes (Rader et al.,
2007; Heerden, 2008).

Adicionalmente, foram realizadas analises de vitamina C e B-caroteno,
ndo sendo detectada a presenga de ambos.

Os resultados encontrados s3o sugestivos, porém, insuficientes para
afirmar que as amostras analisadas estdo em desacordo com as indicagoes
terap&uticas propostas ou, mesmo, que se tratam de casos de adulteracdes. Tais
hipéteses devem ser investigadas e esclarecidas, com o auxilio de técnicas
analiticas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), capazes de

determinar a presenca do principio ativo nas amostras em questao.
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Por outro lado, foram realizadas analises de antinutrientes para
investigar a presenga dessas substancias potencialmente deletérias nas amostras

comerciais de H. gordonii. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 Antinutrientes' de duas amostras do p6 comercial de H. gordonii.

Acido
Polifenéis Nitratos Lectinas Saponinas oxalico
ng
Amostra’ mg 100g™ g kg' MS UH digitonina g 100g™
MS MS
HA 0,100,004 2,14+0,08 ND ND ND
HB 0,08+0,003 2,34+0,12 ND ND ND

'Dados sdo a média de triplicatas+desvio padrio.
?Umidade, em g 100 g'lz amostra HA = 5,07+0,57; amostra HB = 0,95+0,09.
’ND = Nio detectada.

Observa-se que as duas amostras analisadas revelaram quantidades ndo
detectadas de lectinas, saponinas e acido oxalico e baixos teores de polifenois
que corrigidos e expressos em mg 100g” de matéria integral, correspondem a
0,09 e 0,07, respectivamente. Esses teores sdo muito menores que O0s
encontrados por Faller & Fialho (2009) na mesma unidade, em frutas como
abacaxi (85,1), manga (110,5), laranja (114,6) e tangerina (134,1) e hortaligas,
como cenoura (45,1), repolho (66,9) e brocolis (68,0). Dessa forma, pode-se
dizer que as amostras de H. gordonii ndo apresentam os potenciais efeitos
prejudiciais de interagdo com proteinas alimentares (Deshpande et al., 1986)
relacionados aos polifenois.

Com relagdo aos nitratos, os niveis encontrados estdo proximos aos

citados por Aratjo (1995) em alimentos reconhecidamente ricos nesse
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antinutriente como espinafre (2,50 g/kg) e rabanete (2,60 g/kg). No entanto,
considerando a dose diaria usual de H. gordonii (1.600 mg/dia), o peso corporal
médio de um adulto (70 kg) e os niveis médios de nitratos encontrados (em torno
de 2 g kg'), a ingestdo diaria de nitratos provenientes da H. gordonii por um
individuo adulto seria em torno de 0,05 mg/kg peso corporal, valor cem vezes
menor que o maximo recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude

(Sgarbieri, 1987) para o nitrato diariamente.
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6 CONCLUSAO

Os valores de ENN e amido sdo sugestivos, mas insuficientes para
afirmar que as amostras foram adulteradas ou sdo desprovidas do efeito
terapéutico proposto. Tais hipoteses devem ser investigadas com auxilio de
ensaios para a determinagdo da presenga do principio ativo P57 por CLAE e
ensaios bioldgicos para avaliacdo da toxicidade e eficacia apds uso cronico dos
extratos. Com relagdo aos antinutrientes, os teores detectados ndo representam
risco para o consumo.

Os resultados encontrados indicam diferengas entre as amostras
comerciais de PHG em algumas das analises realizadas e, apesar de se tratarem
de apenas dois fornecedores, tais diferencas podem ser ainda maiores
considerando o grande universo de fornecedores que comercializavam o produto
antes da sua proibicdo. Além disso, reforcam a necessidade de fiscalizagdo e
padronizacdo de medicamentos fitoterapicos, de acordo com a legislagdo
especifica (ANVISA, 2009) para impedir adulteracdes e garantir que pacientes
submetidos ao uso continuo consumam sempre o mesmo produto independente
do local de comercializa¢do (farmacia, drogaria, lojas de suplemento) ou da

origem da matéria- prima.
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CAPITULO 3

INIBICAO DE ENZIMAS DIGESTIVAS POR EXTRATOS DE PO
COMERCIAL DE HOODIA GORDONII

1 RESUMO

Evidéncias etnofarmacoldgicas sustentam o efeito inibidor do apetite e
emagrecedor da Hoodia gordonii comercializada para o tratamento da
obesidade. Porém, tais efeitos foram demonstrados apenas pelo seu principio
ativo, o glicosideo purificado P57. Nao hé estudos relacionados a presenca de
outros compostos como inibidores enzimaticos, em amostras comerciais da
planta que eventualmente podem participar ou, até mesmo, ser responsaveis
pelos efeitos propostos. Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de se
proceder a ensaios de inibicdo de enzimas digestivas com duas amostras
comerciais do p6 de H. gordonii (PHG). Foram realizadas analises de inibicdo
das enzimas a-amilase, o e B-glicosidases, lipase e tripsina, na presenga e na
auséncia de um fluido gastrico simulado. Foram detectadas inibigdes (expressas
em unidades de enzima inibida, UEI) apenas das o e [ glicosidases, com
diferencas entre as amostras. Para a-glicosidase, a inibicao foi maior na presencga
(50,5 e 29,8) que na auséncia (10,4 ¢ 16,7) do fluido gastrico, para as amostras
HA e HB, respectivamente. Ja para B-glicosidase, a inibigdo sé foi detectada
(25,5 e 12,9) na auséncia do fluido géastrico, para ambas as amostras. Os
resultados encontrados indicam que as amostras de PHG analisadas sdo capazes
de inibir somente as enzimas digestivas o e [ glicosidases em niveis
considerados satisfatorios, segundo a literatura, especialmente para a primeira. A
presenca dessa atividade inibitoria pode explicar, portanto, parte do efeito
emagrecedor dos PHG, até entdo atribuido somente a a¢do do glicosideo ativo
P57. Por outro lado, apesar de os ensaios de inibigdo terem mostrado
qualitativamente as mesmas respostas para as duas amostras, quantitativamente,
diferencas sdo encontradas, levantando questionamentos quanto a padronizacao
dos extratos comerciais.

Palavras-chave: Hoodia, inibigdo enzimatica, glicosidase.

51



INHIBITION OF DIGESTIVE ENZYMES BY COMMERCIAL
POWDER EXTRACTS OF HOODIA GORDONII

2 ABSTRACT

Ethnopharmacological evidence supporting the inhibitory effect of
appetite and weight loss Hoodia gordonii commercialized for the treatment of
obesity. However, such effects have been demonstrated only by its active
ingredient, the glycoside purified P57. There are no studies related to the
presence of other compounds such as enzyme inhibitors, in commercial samples
of the plant, which may eventually participate or even be responsible for the
proposed effects. Therefore, the objective of this study was to test the inhibition
of digestive enzymes with two commercial samples of H. gordonii powder
(PHG). Analysis was performed, inhibition of the enzymes a-amylase, o and -
glycosidases, lipase and trypsin in the presence and absence of a simulated
gastric fluid. Inhibitions were detected (expressed in units of enzyme inhibited,
UE]) only the a and B glucosidases, with differences between samples. For a-
glycosidase inhibition was greater in the presence (50.5 and 29.8) in the absence
(10.4 and 16.7) of gastric fluid samples for HA and HB, respectively. As for -
glycosidase inhibition was not detected (25.5 and 12.9) in the absence of gastric
fluid, for both samples. The results indicate that the samples analyzed PHG are
only able to inhibit the digestive enzymes o and [ glycosides in satisfactory
levels according to the literature, especially for the first one. The presence of this
inhibitory activity may therefore explain part of the slimming effect of the PHG,
attributed so far only the action of the active glycoside P57. On the other hand,
despite the inhibition assays have shown the same answers qualitatively for the
two samples, quantitative differences are found, raising questions about the
standardization of commercial extracts.

Keywords: Hoodia, enzyme inhibition, glycosidase.
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3 INTRODUCAO

A obesidade vem crescendo acentuadamente ao redor do mundo nos
ultimos anos e os potenciais riscos de sua prevaléncia e progressdo envolvem as
dislipidemias, hipertensdo, doengas coronarianas e diabetes, entre outras (Mosca
et al., 2008; Organizagdo Pan-Americana da Satde - OPAS, 2003; Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia - SBEM, 2009). Uma das formas de
combater essa epidemia ¢ com tratamento medicamentoso. Atualmente, estdo
disponiveis diversos produtos para o controle do peso, incluindo preparagdes
farmacologicas e suplementos dietéticos, que objetivam restringir a absor¢ao de
energia e promover a perda de peso, sendo a maioria constituida de extratos
vegetais (Boniglia et al., 2008).

A prospeccdo de alternativas terapéuticas, principalmente de origem
vegetal, apresenta-se como opc¢do promissora para a descoberta de novos
fitoterapicos e fitomedicamentos, visto que a grande diversidade de espécies
vegetais ainda sem estudos representa um vasto campo de moléculas a serem
descobertas (Foglio et al., 2006). Os produtos naturais vém recuperando espaco
e importancia na indistria farmacé€utica, seja per-se, seja como fonte inspiradora
de novos padrdes moleculares bioativos (Viegas Junior et al., 2006). Nesse
contexto, alvos moleculares como enzimas e receptores tém sido estudados para
a busca de medicamentos baseados no mecanismo de inibi¢do enzimatica que
ocasiona alteragdes benéficas no metabolismo ¢ o uso no tratamento de doengas
(Montanari & Bonzani, 2001; Yunes et al., 2001; Viegas Junior et al., 2006).

As enzimas amilase e glicosidases s3o responsaveis pelo processamento
de carboidratos provenientes da dieta, atuando na quebra do amido e na absor¢ao
de monossacarideos pelos enterocitos (Guyton & Hall, 2002). Dessa forma,

inibidores dessas enzimas, presentes em plantas oferecem uma estratégia
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promissora para o controle da hiperglicemia associada ao diabetes tipo 2,
obesidade e hipertensdo por meio da reducdo da quebra do amido e da absorcdo
da glicose no intestino (Kwon et al., 2006).

Adicionalmente, a lipase envolvida no metabolismo de lipideos
apresenta-se também como interessante alvo de inibidores, uma vez que sua
inibicdo promove redugdo na absorcao de triglicerideos da dieta, ocasionando
diminui¢do do aproveitamento calérico e perda de peso. Por outro lado, a
inibi¢ao de tripsina envolvida na digestdo de proteinas, ao contrario das demais
inibi¢des, configura-se como efeito maléfico (Friedman & Brandon, 2001), pois
impede a completa absor¢do de aminoacidos presentes nos alimentos e de
fundamental importancia para o organismo.

Diversos estudos demonstram a eficacia, a importancia e o potencial de
uso de inibidores de amilases (Tormo et al., 2004; Boniglia et al., 2008; Obiro et
al., 2008; Udani et al., 2009), glicosidases (Kwon et al., 2006; Melo & Carvalho,
2006) e lipases (Mancini & Halpern, 2002; Souza, 2009) no tratamento da
obesidade e comorbidades associadas e refor¢am a necessidade da busca por
novas fontes desses inibidores.

Evidéncias etnofarmacoldgicas sustentam o efeito inibidor do apetite e
emagrecedor da Hoodia gordonii (Heerden, 2008). Porém, tais efeitos foram
demonstrados apenas pelo seu principio ativo, o glicosideo purificado P57
(MacLean & Luo, 2004; Heerden et al., 2007). Nao ha estudos relacionados a
presenca de outros compostos como inibidores enzimaticos em amostras
comerciais da planta que, eventualmente, podem participar ou, até mesmo, ser
responsaveis pelos efeitos propostos.

Diante do exposto, neste trabalho, o objetivo foi realizar ensaios de
inibi¢do de enzimas digestivas com amostras comerciais do p6é de H. gordonii
(PHG), visando detectar a atividade de inibidores, aos quais poderia também ser

atribuida participag@o no suposto efeito emagrecedor da planta.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao das amostras do p6é comercial de H. gordonii (PHG) e preparo
dos extratos
Duas amostras comerciais do p6 de H. gordonii (denominadas HA e

HB) foram adquiridas em farmacias de manipulagdo dos municipios de Lavras e
Juiz de Fora, ambos em Minas Gerais, acompanhadas de laudos de analises de
controle de qualidade realizadas por fornecedores de matérias-primas nacionais,
porém, de procedéncia informada da China.

As amostras foram misturadas com agua destilada nas proporgoes 1:5 e
1:10 (p/v) e colocadas em agitador horizontal a temperatura ambiente durante 1
hora. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 15 minutos a 2.500 x g. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante obtido foi congelado para a

realizagdo das analises.

4.2 Obtencao das enzimas

Foram utilizadas nos ensaios a enzima o-amilase pancreatica suina do
tipo VI (SIGMA) e as enzimas tripsina pancreatica suina e lipase suina tipo II
(MERCK). As a e B-glicosidases foram obtidas a partir de duodeno suino fresco
cedido pelo Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras. O
tecido foi triturado em liquidificador com tampao Tris-HCI 0,5 mol L™, pH 8,0 a
4°C, para extragdo das enzimas das membranas dos enterdcitos e processado em
mixer até completa homogeneizagdo. O homogeneizado foi filtrado em malha de
nailon e centrifugado por 10 minutos, a 2.500 x g, a 4°C. O sobrenadante foi

recolhido e utilizado como extrato enzimatico.
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4.3 Atividade das enzimas digestivas
4.3.1 Atividade de a-amilase

A atividade de a-amilase foi determinada segundo a metodologia
proposta por Noelting & Bernfeld (1948); 50 uL da amostra e 50 pL. de enzima
a-amilase foram pré-incubados, por 20 minutos, em banho-maria a 37°C. O
substrato foi o amido 1% preparado em tampdo Tris 0,05 mol L', pH 7,0
acrescido de NaCl 38 mmol L e CaCl, 0,1 mmol L™, Apés adi¢io de 100 puL do
substrato, a mistura foi incubada por quatro periodos de tempo. A reagdo foi
interrompida adicionando-se 200 uL do reagente acido 3,5 dinitrosalicilico € o

produto lido em espectrofotometro a 540 nm.

4.3.2 Atividade de a-glicosidase

A atividade de o-glicosidase foi determinada segundo Kwon et al.
(2006), utilizando p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo 5 mmol L™ em tampio
citrato-fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 como substrato. No ensaio, 50 pL da amostra e
100 pL de enzima foram incubados em banho-maria, a 37°C, por quatro
periodos de tempo, apds adi¢dao de 50 pL. do substrato. A reagdo foi interrompida
adicionando-se 1 mL de NaOH 0,05 mol L' e a leitura do produto feita em

espectrofotdmetro, a 410 nm.

4.3.3 Atividade de p-glicosidase

A atividade de PB-glicosidase foi determinada segundo Kwon et al.
(2006), utilizando p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo 5 mmol L' em tampio
citrato-fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 como substrato. No ensaio, 50 uL da amostra e
100 pL de enzima foram incubados em banho-maria, a 37°C, por quatro
periodos de tempo, apds adicdo de 50 uL do substrato. A reacao foi interrompida
adicionando-se 1 mL de NaOH 0,05 mol L' e o produto lido em

espectrofotometro a 410 nm.
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4.3.4 Atividade de lipase

Em cada analise, a mistura de 100 pL de lipase, 50 pulL de extrato da
amostra e 50 pL de substrato p-nitrofenilpalmitato 8 mmol L™ em tampdo Tris-
HCI 0,05 mmol L™ pH 8,0 contendo 0,1% Triton-X100 foram incubada por
quatro periodos de tempo. A reagdo foi paralisada, transferindo-se os tubos para
um banho de gelo e adicionando-se 1.000 uL de tampéo Tris-HCI 0,05 mmol L™
pH 8,0. O p-nitrofenol (produto da acdo da lipase sobre o p-nitrofenilpalmitato)

de coloracdo amarela foi lido em espectrofotometro a 410 nm (Souza, 2009).

4.3.5 Atividade de tripsina

A atividade de tripsina foi determinada segundo a metodologia
proposta por Erlanger (1961); 200 pL. da amostra e 200 pL de enzima foram
incubados em banho-maria, a 37°C, por quatro periodos de tempo, apds adicdo
de 800 pL do substrato p-benzoil-D-L arginina p-nitroanilida (BApNA)
preparado em tampdo TRIS (trihidroximetilaminometano) 0,05 mol L™, pH 8,2.
A reacdo foi interrompida adicionando-se 200 uL de acido acético 30% e o

produto lido em espectrofotometro a 410 nm.

4.4 Determinacio da inibicao

A inibicdo das enzimas foi obtida a partir da determinagdo das
inclinacGes das retas (absorbancia x tempo) dos ensaios de atividade das
enzimas controle (sem amostra) e enzimas + inibidor (com amostra). A
inclinacao da reta ¢ decorrente da velocidade de formagado de produto por minuto
de reacdo e a presenca do inibidor ocasiona uma diminui¢do nessa inclinagdo. A
partir dessa inclinagdo, os valores de absorbancia foram convertidos em pmol de
produto por meio de uma curva padrdo de glicose para a amilase e de p-

nitrofenol para as glicosidases e¢ para lipase, enquanto, para a tripsina, foi
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utilizado o coeficiente de extingdo molar do BApNA determinado por Erlanger

(1961).

4.5 Preparo do fluido gastrico simulado

Com o objetivo de simular o processo de digestdo no estdbmago in
vitro, foram também realizados os ensaios de atividades enzimaticas na presenga
de um fluido gastrico simulado. Para tal, os extratos foram incubados com o
fluido gastrico simulado preparado segundo a The United States Pharmacopeia -
USP (1995), por 1 hora em banho-maria, a 37°C. Apos esse periodo, foram
neutralizados com o sal bicarbonato de sodio até pH fisiologico e s6 entdo

realizados os ensaios de atividade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de inibigdo enzimatica dos extratos de PHG sdo

apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 Inibi¢do das enzimas digestivas em unidades de enzima inibida
(UEI') por extratos do pd comercial de duas amostras de H.
gordonii, antes e ap6s exposi¢do ao fluido gastrico simulado.

Amostra’
HA HB
Sem Apos Sem ApoOs
Enzima Extrato fluido fluido fluido fluido
gastrico gastrico gastrico  gastrico
Amilase 1:5 nd’ nd nd nd
1:10 nd nd nd nd
Alfa-glicosidases 1:5 10,4+1,3 50,5+2,8 16,7+1,4 29,842,5
1:10 nd nd nd nd
Beta-glicosidases 1:5 25,5+¢1,9 nd 12,9+1,1 nd
1:10 nd nd nd nd
Lipase 1:5 nd nd nd nd
1:10 nd nd nd nd
Tripsina 1:5 nd nd nd nd
1:10 nd nd nd nd

'Unidades de enzima inibida em pmol min™" g amostra.
Dados sdo a média de triplicatastdesvio padrio.
*nd = inibi¢do ndo detectada.
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Os extratos do PHG demonstraram inibicdo apenas das enzimas
glicosidases envolvidas no metabolismo de carboidratos, no extrato 1:5. Nao foi
detectada inibigdo das enzimas lipase e tripsina, envolvidas nos metabolismos
lipidico e proteico, respectivamente.

Para a alfa-glicosidase, HB foi cerca de 60% mais efetiva que a HA
antes da exposicdo ao fluido gastrico, mas, apo6s a exposicdo, a situacdo
inverteu-se. No entanto, para ambas, a exposi¢cdo ao fluido gastrico simulado
ocasionou aumento da inibi¢do, indicando que o inibidor sofre potencializa¢ao
ap6s a alteracdo do pH, provavelmente por ionizagdo de grupos ativos.
Expressando a inibig¢ao de alfa-glicosidase em porcentagem verifica-se para HA,
16,67% e 57,47% e para HB, 26,83% e 33,91%, antes e ap6s a exposicao ao
fluido gastrico, respectivamente. Tais percentuais - em especial aqueles obtidos
para ambas apds a exposicdo ao fluido gastrico - estdo dentro da faixa
considerada como um bom perfil inibitéorio de enzimas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos como a alfa-glicosidase (Kwon et al., 2006).

Ja para a beta-glicosidase, a inibi¢do aparece somente na auséncia do
fluido gastrico simulado, desaparecendo completamente apds a exposi¢do ao
mesmo. Porém, HA apresenta o dobro de atividade inibitoria em relagdo a HB
que, a exemplo do que ocorreu com a alfa-glicosidase, demonstra diferengas
entre as amostras que, em tese, deveriam ser proximas.

Na dieta humana normal, existem apenas trés fontes principais de
carboidratos, representadas pelos dissacarideos sacarose e lactose e o
polissacarideo amido (Guyton & Hall, 2002). Considerando que, nos trés casos,
o tipo de ligagao glicosidica entre os residuos de monossacarideos ¢ uma ligacao
do tipo a, o consumo humano de PHG devera apresentar maior repercussao na
inibicao da alfa-glicosidase, ja que a beta-glicosidase tem pouca importancia no

metabolismo energético de carboidratos em humanos.
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Os inibidores de enzimas envolvidas no metabolismo glucidico,
amplamente distribuidos em plantas (Silano et al., 1975), induzem tolerancia aos
carboidratos, saciedade, perda de peso e retardamento do esvaziamento gastrico,
que podem ser uteis no tratamento da obesidade e diabetes mellitus ndo insulino-
dependente (tipo 2) (Boniglia et al., 2008; Chen et al., 2008; Mosca et al., 2008;
Udani et al., 2009). Inibidores de glicosidases sdo agentes de grande interesse
teraputico, uma vez que apresentam atividade contra virus, crescimento
tumoral, metastases e diabetes, entre outros (Melo & Carvalho, 2006). Uma forte
inibi¢ao de alfa-glicosidase e pouca ou nenhuma inibi¢ao de alfa-amilase podem
ser potencialmente utilizadas como uma terapia complementar efetiva para
hiperglicemia poés-prandial, com a vantagem de apresentar menos efeitos
colaterais como aqueles decorrentes da excessiva inibicdo de alfa-amilase
pancreatica, que resulta em fermentagao bacteriana anormal de carboidratos ndo
digeridos no colon (Kwon et al., 2006).

Assim, positivamente, os PHG podem apresentar efeito na diminuigdo
da absor¢do de carboidratos in vivo por inibi¢do de enzimas envolvidas na
digestdao. A presenca dessa atividade inibitdria pode explicar, portanto, parte do
efeito emagrecedor dos PHG até entdo atribuido somente a agdo do glicosideo
ativo P57. Considerando ainda a necessidade de analises complementares como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a detec¢do da presenca do
glicosideo ativo em amostras de PHG, tais inibidores podem, eventualmente,
assumir o papel central de responsaveis pelo suposto efeito emagrecedor desses
PHG.

Por outro lado, apesar de os ensaios de inibigdo terem mostrado
qualitativamente as mesmas respostas para as duas amostras, quantitativamente
observam-se variagdes entre as amostras analisadas, levantando questionamentos
quanto & padronizacdo, ao controle de qualidade e a procedéncia dos extratos

comerciais desse fitoterapico.
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6 CONCLUSAO

As amostras de PHG analisadas sdo capazes de inibir somente as
enzimas alfa e beta glicosidases em niveis considerados satisfatorios, segundo a
literatura.

Entre as glicosidases, a inibigdo de alfa-glicosidase ¢ considerada mais
importante, do ponto de vista energético, credenciando, dessa forma, o PHG
como potencial auxiliar na redu¢do de hiperglicemia pos-prandial.
Adicionalmente, a inibicdo de beta-glicosidase deve ser considerada para outras

possiveis aplicacdes referidas na literatura.
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CAPITULO 4

EFICACIA E TOXICIDADE DO PO COMERCIAL DE HOODIA
GORDONII UTILIZADO NO COMBATE A OBESIDADE

1 RESUMO

A obesidade ¢, atualmente, o principal problema de satde em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Diversos tratamentos tém sido
empregados para o combate da obesidade, destacando-se os fitoterapicos,
consagrados pelo conhecimento popular. Nesse contexto, Hoodia gordonii tem
despertado grande interesse em todo o mundo, principalmente pelas recentes
descobertas e comprovagdes cientificas da inibi¢do do apetite e da sede, pelo
glicosideo ativo P57 isolado de espécies da planta. Apesar disso, tais efeitos
ainda ndo foram avaliados e comprovados em amostras comerciais do pé de H.
gordonii (PHG), ndo existindo provas cientificas que garantam a sua eficacia e
seguranca. Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de realizar
ensaios biologicos com ratos para avaliar a atividade farmacoldgica e a
toxicidade de amostras comerciais do p6 de H. gordonii. Para isso, as amostras
foram administradas, por gavagem, em doses equivalentes a 20 vezes as
recomendadas para humanos, em ratas Wistar, durante 4 semanas, tendo sido
avaliados os parametros indicadores do efeito terapéutico. Apds as 4 semanas, 0s
animais foram sacrificados e amostras de sangue e 6rgdos foram coletados e
submetidos a avaliacdo dos indicadores metabolicos, enddcrinos, hematologicos
e histopatoldgicos. Os resultados demonstraram que, para todos os pardmetros
avaliados, ndo houve diferencas significativas entre o grupo controle, que
recebeu somente solucdo salina estéril e os grupos tratados com PHG. Isso
indica que os mesmos, apesar de nao apresentarem quaisquer indicios de
toxicidade, sdo incapazes de produzir os supostos efeitos de inibi¢do de apetite e
0 consequente combate a obesidade.

Palavras-chave: Hoodia, eficacia, toxicidade, obesidade.
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EFFICACY AND TOXICITY OF HOODIA GORDONII COMMERCIAL
POWDER USED TO COMBAT OBESITY

2 ABSTRACT

Obesity is currently the main health problem in developed countries and
developing countries. Several treatments have been used to combat obesity,
especially herbal medicines, highlighted for popular knowledge. In this context
the Hoodia gordonii plant has currently aroused great interest worldwide,
especially for recent discoveries and scientific proof of the inhibition of appetite
and thirst for active glycoside P57 isolated from plant species. Nevertheless,
such effects have not been evaluated and proven in commercial samples of H.
gordonii powders (PHG), with no scientific evidence to ensure its effectiveness
and safety. Therefore, the objective of this study was to conduct biological tests
with rats to evaluate the pharmacological activity and toxicity of commercial
samples of H. gordonii commercial powders. Thus, the samples that were
managed by gavage, at doses equivalent to 20 times as those recommended for
humans, in female Wistar rats for 4 weeks being evaluated the parameters
indicators of therapeutic efficacy. After 4 weeks, the animals were sacrificed and
blood samples and organs were collected and submitted to the evaluation of
metabolic indicators, endocrinology, hematology and histopathology. The results
showed that for all parameters no significant differences between the control
group that only received sterile saline and the groups treated with PHG,
indicating that the same, although presenting no evidence of toxicity, are unable
to produce the alleged effects of inhibition of appetite and subsequent combat to
obesity.

Keywords: Hoodia, efficacy, toxicity, obesity.
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3 INTRODUCAO

O sobrepeso e a obesidade sdao definidos como o peso que esta acima do
que ¢ considerado saudavel para uma altura especifica (Centers for Disease
Control and Prevention - CDC, 2008), avaliado por parametros como o indice de
massa corporal (IMC), circunferéncia abdominal e outros (Organizagdo Mundial
da Saude - OMS, 2010). A obesidade estd associada a varios problemas
médicos, como diabetes mellitus, doengas biliares, osteoartrites, doengas do
coracdo e alguns tipos de cancer (Bray, 2004; Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia - SBEM, 2009) e ¢, atualmente, o principal
problema de saude em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Heerden,
2008).

Diversos tratamentos tém sido empregados para o combate a obesidade,
destacando-se, no entanto, os fitoterapicos, consagrados pelo conhecimento
popular e utilizados em grande escala pela populagdo como primeiro recurso
terapéutico, devido a facil acesso, baixo custo, ndo necessidade de prescrigdo
médica e crenca na auséncia de efeitos colaterais. Nesse contexto, a planta
Hoodia gordonii tem despertado, recentemente, grande interesse mundial.

A planta H. gordonii ¢ utilizada, ha milhares de anos, por tribos do sul
do continente africano, que atribuem a planta a capacidade de inibir o apetite ¢ a
sede (Wise, 2003; Heerden et al., 2007; Rader et al., 2007). As recentes
descobertas e comprovagdes de inibicdo do apetite pelo glicosideo ativo P57
isolado de espécies de Hoodia (MacLean & Luo, 2004; Heerden et al., 2007)
provocaram grande interesse na populacdo, pesquisadores e grandes empresas,
existindo, atualmente, mais de 20 patentes internacionais de produtos comerciais

contendo a planta (Heerden et al., 2008).

68



Estudos envolvendo extratos purificados ou, até mesmo, os glicosideos
ativos isolados da planta foram realizados (MacLean & Luo, 2004; Tulp et al.,
2001; Heerden et al., 2007), comprovando seus efeitos farmacoldgicos de
inibicdo do apetite ¢ da sede e suportando seu potencial uso no combate a
obesidade. No entanto, ensaios bioldgicos para avaliagdo dos efeitos a partir da
ingestdo da planta in natura, sem procedimentos de purificagdo prévios, sdo
raros (Heerden, 2008), havendo apenas um trabalho com frangos (Mohlapo et
al., 2009). Experimentos semelhantes envolvendo outras espécies, como ratos,
sdo, até o momento, inexistentes.

Apesar das evidéncias cientificas da atividade supressora do apetite
demonstrada por extratos purificados de H. gordonii que continham o glicosideo
ativo P57, tais efeitos ainda ndo foram avaliados e comprovados em amostras
comerciais do p6é de H. gordonii. Além disso, ainda ndo existem provas
cientificas que atestem sua autenticidade, que sustentem que os mesmos se
tratam de extratos purificados e que garantam a auséncia de efeitos deletérios e a
seguranca do uso.

Portanto, neste trabalho foram realizados ensaios bioldgicos com ratos
para avaliar a atividade farmacoldgica e a toxicidade de amostras comerciais do
p6 de H. gordonii, decorrentes da ingestdo diaria e continua do produto. Além
disso, foi investigada a influéncia da ingestdo do p6 comercial sobre os niveis
sanguineos dos hormonios leptina e insulina, envolvidos na regulacdo

neuroendocrina do apetite e da saciedade.
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4 MATERIAL E METODOS

A avaliagdo da eficacia e da toxicidade das amostras comerciais do po
de Hoodia gordonii foi realizada por meio de ensaios bioldgicos com ratos,
conduzidos no Laboratério de Biofarmicia da Faculdade de Farmacia e
Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (FFB/UFJF) e no
Laboratorio de Neurociéncias do Departamento ¢ no Instituto de Psiquiatria,

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP).

4.1 Material
Equipamentos

As leituras espectrométricas das analises enzimaticas foram realizadas
com os equipamentos: Sistema Delfia - Wallac (PerkinElmer) com 4 modulos
(1296-026 Delfia Platewash 1296-041, Delfia Plate Dispense 1296-043, Delfia
Dispenser unit 1234, Delfia Fluorometer) e leitora de microplacas Spectracount

— Packard.

Reagentes

Para as analises de glicose, colesterol total, colesterol HDL, triglicérides
e Gama-GT foram utilizados kits comerciais Labtest® (Brasil). Para analise de
leptina foi empregado kit enzimatico Elisa Millipore® (Missouri, EUA) e, para

insulina, kit AutoDELFIA® (PerkinElmer do Brasil).

4.2 Obtencio do po comercial de H. gordonii (PHG)
Duas amostras comerciais do p6 de Hoodia gordonii (denominadas HA
¢ HB) foram adquiridas em farmécias de manipulagdo em Lavras e Juiz de Fora,

MG, acompanhadas de laudos de analises de controle de qualidade realizadas
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por fornecedores de matérias-primas nacionais, porém, de procedéncia

informada da China.

4.3 Animais

Foram utilizadas, no experimento, 30 ratas Wistar (Rattus norvegicus),
com idade aproximada de 1 més e peso entre 80 ¢ 100 g, adquiridas junto ao
Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO/ICB/UFMG). Previamente ao inicio dos
ensaios, os animais passaram por um periodo de 96 horas de ambientacdo as
condi¢des experimentais que envolveram temperatura variando entre 22° a
26°C, umidade relativa do ar entre 80% e 90%, ritmo de luz e penumbra num
fotoperiodo de 12/12 horas, recebendo racdo propria para a espécie (Nuvilab
CR1®) e 4gua ad libitum, em ambiente exclusivo para roedores ¢ com baixo
nivel de ruido externo. Durante todo o experimento, os animais permaneceram
em gaiolas de polietileno (60 x 50 x 22 cm) com cama de maravalha, sempre em
nimero maximo de dez animais por gaiola. Os cuidados de higienizagdo e
alimentagdo foram diarios e realizados por tratador unico.

O projeto foi submetido a avaliagdo prévia da Comissdo de Bioética da
Pro-Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Lavras, sendo, a seguir,

considerado aprovado sob o protocolo N° 047/2009.

4.4 Estudo de eficacia e toxicidade

Foi realizado ensaio bioldgico, durante 28 dias, para avaliacdo da
toxicidade subcronica das amostras de PHG em animais no Laboratério de
Biofarmacia, na Faculdade de Farmacia e Bioquimica (FFB) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF). No planejamento e execugdo da pesquisa, foram
obedecidas as recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal

(COBEA) e a Resolugdo RE n® 90 da Anvisa, de 16 de margo de 2004, que
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determina a publicagdo do guia para a realizagdo de estudos de toxidade pré-
clinica de fitoterapicos.

Cada amostra foi administrada diariamente, diluida em solucdo salina
estéril por gavagem nos animais do respectivo grupo tratado em doses
equivalentes a 20 vezes a dose recomendada para humanos.

Para o calculo da dose, foram considerados a dose maxima sugerida para
humanos (1.600 mg/adulto 70 kg/dia), a dose maxima aproximada
correspondente para o animal (2,5 mg/animal 100 g/dia), o volume maximo
recomendado para o procedimento de gavagem (ImL) e a maxima solubilidade
dos pdés no volume recomendado de solugdo salina estéril. A partir desses
calculos, foi selecionada a dose correspondente a 20 vezes a dose recomendada
para humanos, equivalente a 0,5 mg g' peso corporal do animal. Para tanto,
foram preparadas diariamente solu¢des das amostras HA e HB na concentragao
de 100 mg mL™', cujos volumes foram calculados de acordo com o peso total dos
animais do grupo. Dessa forma, a cada animal foi administrado, por gavagem,
um volume de solugdo da amostra correspondente a dose calculada em fungdo
do seu peso corporal aferido no dia. O mesmo procedimento foi realizado para o

grupo controle ao qual foi administrada apenas solucao salina estéril.

4.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Apds o periodo de adaptagdo, os animais foram pesados e distribuidos
em trés grupos de dez animais cada um, discriminados de acordo com o
tratamento a ser administrado por gavagem: Grupo 1 (controle) — solugdo salina
estéril; Grupo 2 — vinte vezes a dose usual para humanos em mg g peso
corporal da amostra HA e Grupo 3 - vinte vezes a dose usual para humanos em
mg g peso corporal da amostra HB. A administragio foi realizada diariamente
por gavagem, utilizando canula de aco inoxidavel e seringa esterilizados, no

mesmo horario, pelo mesmo individuo, respeitando-se o volume maximo de 1
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mL. Os pesos dos animais, bem como os consumos de ragdo e agua (diferenga
entre a quantidade oferecida e a quantidade restante depois de 24 horas), foram
anotados diariamente para avaliacdo de parametros, como ganho de peso, curva
de crescimento e inibigdo do apetite ¢ da sede.

No ultimo dia, os animais foram submetidos a jejum ¢ a restri¢cao hidrica
nas 12 horas anteriores ao sacrificio, que foi realizado com anestesia prévia, em
ambiente fechado saturado com vapor de éter etilico, seguida por deslocamento
cervical, incisdo ventral e exsanguinacgdo por coleta de sangue do coragdo. Apos
o sacrificio, foi realizada também necropsia com retirada de 6rgdos internos
(coragdo, figado e rins), para a preparacao de laminas histologicas.

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia, utilizando-se o

software SISVAR (Ferreira, 2000).

4.6 Crescimento e desenvolvimento

O peso corporal de cada animal foi aferido em balanga de precisdo e
anotado diariamente, durante todo o experimento, para a avaliacdo da curva de
crescimento ¢ desenvolvimento dos animais, ganho de peso, bem como

parametro de analise do efeito sobre o apetite.

4.7 Analises laboratoriais do sangue

Utilizando-se o sangue coletado do coracdo, foram realizadas dosagens
laboratoriais para avaliacdo de parametros bioquimicos ou metabdlicos (glicose,
colesterol total, colesterol HDL, triglicérides ¢ Gama-GT), hematologicos
(esfregagco sanguineo) e endocrinos (insulina e leptina). Para as analises de
parametros bioquimicos e endocrinos, foram utilizados kits enzimaticos
comerciais enquanto os esfregagos sanguineos foram analisados em microscopio
e, a seguir, confirmados por analisador automatico. Todas as andlises foram

realizadas no Laboratorio de Biofarmacia na Faculdade de Farmacia e
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Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (FFB/UFJF), a excegdo da
analise de insulina, que foi realizada no Laboratério de Neurociéncias na

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP).

4.8 Histopatologia

Para as analises histopatoldgicas de 6rgdos internos, foram preparadas
laminas histoldgicas a partir de fragmentos dos 6rgaos retirados na necropsia.
No processamento histoldgico, os oOrgdos foram seccionados em pequenos
fragmentos, fixados com formalina tamponada nas primeiras 24 horas e, depois,
armazenados em alcool 70% para conservagdo, até o procedimento de inclusao.
Posteriormente, os fragmentos foram processados para inclusdo em blocos de
parafina que, a seguir, foram submetidos & microtomia, resultando em cortes de
cerca de 3 pm de espessura. Os cortes obtidos foram, entdo, corados pelo
método da hematoxilina-eosina (HE) e montados em laminas/laminulas de vidro,

para avaliag@o histopatoldgica com microscopio optico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Indicadores bioquimicos
Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados de alguns indicadores

bioquimicos dosados no sangue dos animais em estudo.

TABELA 1 Niveis sanguineos médios' de glicose e lipideos e atividade de
gama-GT, nos trés grupos de tratamento.

Glicose Triglicérides Colesterol HDL Gama-GT
Grupo (mg dL™") (mg dL™") (mgdL") (mgdL™) (UL
Controle 135,9425,1 76,7+14,4 95,9£12,5 61,8449 957425
HA 134,27+20,1 70,1+13,3 83,9+13,8  61,1£54 98245
HB 138,3+£25,2 75,1%15,1 84,4119  564+57  96,7+1,7

'Dados sdo a média+desvio padrio.
U L = atividade da enzima em unidades, proporcionais a quantidade do produto p-
nitroanilina liberado na reacdo enzimatica e lido em 405 nm, por litro de amostra.

A determinacdo da glicemia € o parametro inicial para detec¢do de
alteracdes e disturbios do metabolismo glucidico, como o diabetes tipo 2,
normalmente associado a obesidade (Motta, 2009; SBEM, 2009). Os niveis de
glicose encontrados revelaram ndo haver diferencas significativas entre os
grupos tratados (HA e HB) e o grupo controle, indicando que as amostras de
PHG nao exercem qualquer efeito na glicemia (Tabela 1 do Anexo).

A dosagem sanguinea de lipideos e enzimas hepaticas fornece
importantes pardmetros na determinagdo da seguranga de ingredientes funcionais
ou de produtos finais derivados de plantas submetidos a ensaios de toxicidade

(Patel et al., 2008). Os niveis elevados de colesterol total e triglicérides estdo
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diretamente associados ao progndstico de risco de aterosclerose coronariana,
doenga cardiaca isquémica e infarto, enquanto o colesterol HDL tem efeito
protetor contra esses distarbios. A gama-GT, por sua vez, tem aplicacdo
principal no estudo de desordens hepato-biliares, apresentando maior
especificidade que outras enzimas hepaticas, como a fosfatase alcalina e as
transaminases (Motta, 2009).

Os resultados das dosagens de colesterol total, triglicérides e colesterol
HDL foram estatisticamente iguais para os grupos tratados e controle ¢ indicam
que o PHG ndo interfere no metabolismo lipidico, sendo desprovido de
quaisquer efeitos relacionados a alteracdes das taxas de lipideos sanguineos,
sejam eles benéficos ou deletérios. Em adicdo, os resultados de gama-GT
sugerem, positivamente, que o PHG ndo tem efeito hepatotoxico (Tabela 1 do

Anexo).

5.2 Indicadores endécrinos

Na Tabela 2, estdo apresentados os niveis sanguineos dos hormonios
leptina e insulina envolvidos na regulagdo neuroendocrina da ingestdo de
alimentos. Observaram-se niveis sanguineos estatisticamente iguais para os dois

hormonios entre os grupos estudados (Tabela 2 do Anexo).

TABELA 2 Niveis médios' sanguineos de leptina e insulina nos trés grupos de

tratamento.
Leptina Insulina
Grupo (ng mL™) (WU mL™")
Controle 1,68+0,25 16,69+1,23
HA 1,59+0,21 17,56+1,11
HB 1,61+0,22 17,04+1,14

1 ~ 1 P ~
Dados sdo a média + desvio padréo.
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A leptina ¢ uma proteina produzida, principalmente, no tecido adiposo
que atua no sistema nervoso central (hipotalamo), promovendo a regulagdo da
fung¢do neuroenddcrina e o metabolismo da glicose e gorduras (Friedman et al.,
1998; Reseland et al., 2001). A ingestdo alimentar e o gasto energético sdo
regulados pela leptina, sendo seus niveis circulantes proporcionais a massa de
gordura corporal total (Frederich et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995; Morton
et al., 20006).

Alguns autores (Spanswick et al., 1997; Bays, 2004) demonstraram que
a leptina inibe neurdnios hipotalamicos por ativagao de canais de potassio ATP-
dependentes, o mesmo local relatado por MacLean & Luo (2004) como sendo o
alvo da acdo inibidora do apetite pelo glicosideo ativo P57 presente em H.
gordonii.

Baixos niveis de leptina induzem alteragdes metabodlicas no sentido de
preservar as reservas de energia existentes €, a0 mesmo tempo, provocam
alteracOes cerebrais, de tal forma que a aquisi¢do ¢ o consumo de alimentos
tornam-se extremamente importantes (Berthoud & Morrison, 2008; Morrison,
2008). Em oposigdo, niveis aumentados podem indicar uma leptina-resisténcia
que ¢ descrita como um estado similar a insulino-resisténcia, no qual a elevada
leptinemia ocorre simultaneamente a hiperfagia e a obesidade (Myers et al.,
2008).

Os resultados de leptina encontrados ndo confirmaram a hipotese da
influéncia do PHG sobre o hormdnio, evidenciado pelos seus niveis sanguineos
inalterados em relagdo ao grupo controle. No entanto, deve-se ressaltar que, no
presente estudo, foram utilizadas amostras comerciais da planta de autenticidade
ndo confirmada, e ndo o glicosideo P57 purificado utilizado em outros estudos.

A insulina, por sua vez, estd envolvida no metabolismo glucidico,
tomando parte, principalmente, na redugdo dos niveis glicémicos. Entretanto, a

exemplo da leptina, foi atribuida a insulina, nos ultimos anos, atividade no
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sistema nervoso central, gragas a descoberta de receptores para o horménio no
cérebro (Hallschmid & Schultes, 2009). Agentes que aumentem a sensibilidade e
diminuam os niveis sanguineos de insulina podem ser promissores no tratamento
da obesidade, particularmente em pacientes com diabetes tipo 2 (Bays, 2004).
Contudo, os resultados de insulina obtidos neste trabalho indicam que o pd

comercial de H. gordonii ndo afeta os niveis sanguineos do hormdnio.

5.3 Indicadores hematolégicos
A partir de uma gota de sangue de cada animal foi realizado esfregago
sanguineo para contagem de células. Os resultados s2o apresentados na Tabela

3.

TABELA 3 Contagem de glébulos brancos™ para os trés grupos de tratamento.

Grupo
Controle HA HB
Neutrofilos 14,0+£3.,4 15,0£3,6 14,0+4,1
Linfocitos 79,0+£6,9 78,0+6,1 81,0+4,8
Mondcitos 6,0+1,3 6,0+1,8 5,0+1,6
Eosinofilos 1,0+0,7 1,0+0,9 1,0+0,5

Basofilos - - -

* Os dados representam as médias+desvio padrdo de cada tipo celular avaliado em
esfregaco sanguineo com microscopio optico e confirmado por analisador automatico.

Os resultados das contagens celulares revelaram nédo haver diferencas

significativas entre os grupos analisados (Tabela 3 do Anexo), evidenciando

78



apenas o padrdo leucocitario normal de inversdo entre o nimero de linfocitos e

neutr6filos em relagdo a humanos e tipico de ratos.

5.4 Indicadores do efeito terapéutico: inibicao do apetite e da sede
No grafico da Figura 1 pode-se observar a curva de crescimento dos

animais tratados e controle, semanalmente, durante todo o periodo do

experimento.
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FIGURA 1 Curva de crescimento dos ratos, durante os 28 dias de experimento
de cada tratamento.
Os pontos representam as médias =desvio padrio do peso médio dos
grupos em cada semana do experimento. Nao houve diferenga
significativa entre os grupos em todas as semanas avaliadas.
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Verificou-se que a tendéncia de crescimento entre os grupos foi
semelhante, indicando que o PHG ndo influenciou no ganho de peso dos animais
tratados (Tabela 4 do Anexo).

No grafico da Figura 2 sdo apresentados os valores de ganho de peso
médio dos grupos, calculados pela diferenca entre o peso inicial e o peso final

dos animais.
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FIGURA 2 Ganho de peso médio, durante os 28 dias de experimento, para os
trés grupos de tratamento.

Os resultados de ganho de peso médio durante o periodo do experimento
revelaram que ndo houve diferencas significativas (Tabela 5 do Anexo) entre os

grupos tratados (92,92 g para HA e 93,80 g para HB) e o grupo controle (94,
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71g), evidenciando que as amostras de PHG ndo afetaram o apetite e,
consequentemente, o ganho de peso dos animais tratados.

Resultados de diminui¢do do peso foram encontrados em ratos tratados
com extratos purificados contendo glicosideos de H. gordonii (Tulp et al., 2001,
2002; Heerden et al., 2007). No entanto, a administragdo de p6 de H. gordonii,
adicionado a ragdo em concentragdes de 0 a 500 mg/animal/dia, ndo demonstrou
efeito na diminuigdo do peso em frangos (Mohlapo et al., 2009). Neste estudo,
porém, o teor relatado do glicosideo ativo P57 (13,95 mg kg de matéria seca)
indica que, na dose maxima de H. gordonii utilizada (500 mg), havia cerca de 7
x 10° g deste, valor cerca de dez vezes menor (7 x 10° g de P57) que o
necessario para inibir 50% do apetite de ratos, quando injetado diretamente no
cérebro, segundo MacLean & Luo (2004), e que pode explicar, em parte, o
resultado encontrado.

Levantamentos etnofarmacologicos sugerem que a H. gordonii ¢ capaz
de inibir a fome ¢ a sede (Bruyns, 1993; Wise, 2003; Heerden, 2008). No intuito
de investigar esses efeitos, foram avaliados os consumos médios de ragdo e agua

dos grupos, durante todo periodo do experimento (Tabela 4).

TABELA 4 Consumo médio por animal de ragdo e agua por dia, durante os 28
dias de experimento, para os trés grupos de tratamento.

Consumo médio’ Consumo médio’
Grupo de raciio (g dia™) de agua (mL dia™)
Controle 15,34+2,51 24,7+7,8
HA 16,09+2,50 26,4+7,5
HB 15,33+3,47 22,4+7 .3

'Consumo médio por animal.
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Verificou-se que ndo houve diferencas significativas (Tabela 5 do
Anexo) nos consumos médios de ragdo e agua entre os grupos tratados e
controle, indicando que, mesmo em doses equivalentes a 20 vezes a dose
recomendada para humanos, as amostras comerciais do p6 de H. gordonii nio
sdo capazes de provocar qualquer inibi¢ao do apetite ou da sede.

Adicionalmente, observam-se, na Figura 3, as relagdes de consumo de
ragdo e agua por peso médio dos animais. Os resultados refletem percentuais de
relagdo consumo de ragdo/peso animal (11,68%, 12,06% e 11,81%) e relagdo
consumo de agua/peso animal (18,0%, 18,4% e 17,3%) estatisticamente iguais
(Tabela 5 do Anexo) entre os grupos controle, HA e HB, respectivamente.

Em ensaios bioldgicos utilizando preparagdes semipurificadas de quatro
espécies de Hoodia adicionadas na racdo de ratos Wistar, durante 3 semanas, foi
demonstrado que houve supressdo do apetite dos animais tratados, sendo
necessarios, aproximadamente, 2,5 mg de H. gordonii/g peso animal para a
obtencao da DEs (dose efetiva capaz de provocar a atividade esperada em 50%
dos animais testados) (Tulp et al., 2001). Resultados semelhantes foram obtidos
com ratos obesos tratados, durante trés semanas, com um homogeneizado obtido
de Hoodia previamente desidratada (Tulp et al., 2002). Extratos purificados de
H. gordonii e H. pilifera contendo glicosideos ativos administrados por gavagem
em ratas Wistar, em propor¢des de 6,25 a 50,00 mg kg'dia”, durante oito dias,
foram efetivos na diminuigdo do consumo de ragdo (Heerden et al., 2007).
Adicionalmente, foi demonstrado, em ratos, que injegoes
intracerebroventriculares do glicosideo ativo P57 isolado de H. gordonii
reduziram a ingestdo alimentar entre 40% e 60%, nas 24 horas subsequentes a

administragao (MacLean & Luo, 2004).
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FIGURA 3 Relagdes do consumo de ragao/peso animal e consumo de agua/peso
animal, durante os 28 dias de experimento, para os trés grupos de
tratamento.

Por outro lado, a suplementacdo de ragdo de frangos de corte com péd de
H. gordonii, em propor¢des de 0 a 500 mg/dia/animal, durante 30 dias, ndo
revelou qualquer alteracdo no consumo de ra¢do dos grupos tratados em relacao
ao grupo controle (Mohlapo et al., 2009). Em humanos, estudos iniciais nao
publicados pela companhia Phytopharm revelaram que, apds 15 dias de ingestdo
de H. gordonii, 19 individuos com obesidade morbida tiveram sua ingestdo

calorica reduzida em quase 50% (Mangold, 2003; MacLean & Luo, 2004).
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Os resultados encontrados para as duas amostras comerciais de PHG ndo
revelaram nenhum efeito na inibi¢do do apetite ¢ da sede nos animais
submetidos ao tratamento com doses equivalentes a vinte vezes aquelas
recomendadas para humanos. Entretanto, convém ressaltar que, diferentemente
da maioria dos autores citados, neste estudo, as amostras utilizadas ndo foram
submetidas a qualquer procedimento de purificagdo para a obtengdo de
principios ativos, tratando-se apenas de pos, comercializados como “extratos da
planta”. Essas descobertas permitem questionamentos quanto a autenticidade
dos pds comerciais da planta e quanto a presenca e quantidade nesses pds dos
glicosideos ativos, cujos efeitos ja foram cientificamente comprovados. Tais
preocupacdes tém sido demonstradas por diversos autores (Avula et al., 2008;
Dall’Acqua & Innocenti, 2007; Rader et al., 2007; Heerden, 2008) que revelam

apreensdo quanto a grande possibilidade de fraudes diante do crescente interesse

mundial, em contraposi¢do a pequena disponibilidade de plantas cultivadas.

5.5 Indicadores histopatologicos

Na Figura 4 sdo apresentadas imagens microscOpicas capturadas dos
orgios submetidos aos processamentos histologicos. Nao foram observadas
alteragdes macroscopicas, a dissecgdo, nos orgdos analisados, isto €, coragdo,
figado e rins. Os processamentos histologicos ocorreram de forma similar, em
todos os grupos. Para cada oOrgdo/animal/grupo, foi realizada uma
fotomicrografia de area mais significativa (aumento de 100x). Nao foi observada
nenhuma lesdo ou alteragdo microscopica significativa (hematoxilina-eosina,

HE) entre os tecidos animais avaliados dos diversos grupos estudados

(Fotomicrografias a, b e ¢).
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FIGURA 4 Fotomicrografias de coragdo, figado e rins (da esquerda para a
direita), utilizando coloragdo HE com aumento de 100x: (a)
controle; (b) HA; (c) HB. (...continua...)
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FIGURA 4, continua
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6 CONCLUSAO

As duas amostras comerciais do p6 de H. gordonii administradas em
ratas, em doses equivalentes a vinte vezes as recomendadas para humanos, ndo
provocam qualquer alteragdo nos parametros metabolicos (glicose, colesterol
total, colesterol HDL, triglicérides e gama-GT), hematologicos (esfregaco
sanguineo) e endocrinos (leptina e insulina), além de ndo exercerem nenhuma
influéncia no apetite ¢ na sede dos animais tratados. Adicionalmente, a avaliacao
de toxicidade revela que as amostras sdo desprovidas de efeitos deletérios,

considerando o periodo de 28 dias de tratamento.
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CAPITULO 5

CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA DO PO
COMERCIAL DE HOODIA GORDONII

1 RESUMO

Hoodia gordonii ¢ tradicionalmente utilizada pelo povo San, na Africa
do Sul, devido as suas propriedades de supressio do apetite ¢ da sede,
comprovadas cientificamente e atribuidas a presenca do glicosideo ativo P57. A
escassa oferta da planta, devido a dificuldade do cultivo, aliada & crescente
demanda por produtos para combate a obesidade a base de H. gordonii, criou um
cenario em que a adulteracdo do produto por outras espécies ou mesmo outros
géneros ¢ uma possibilidade real. Nesse contexto, o uso da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) apresenta-se como ferramenta fundamental para a
certificacdo da autenticidade de produtos comercializados como H. gordonii.
Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a autenticidade das
amostras comerciais do p6 de Hoodia gordonii por meio de andlises qualitativas
que confirmassem ou ndo a presenca do glicosideo ativo P57. As analises foram
realizadas em coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), empregando um gradiente
de eluicdo de agua e acetonitrila, ambos contendo 0,1% de acido acético e
utilizando geranil tiglato como padrdo. Analises qualitativas revelaram que as
amostras comerciais do p6 de Hoodia gordonii apresentam, em sua constitui¢ao,
espécies do género Hoodia, devido a confirmacdo da presenca do glicosideo
ativo P57 por ensaios de recuperagdo. No entanto, do ponto de vista quantitativo,
os teores do glicosideo ativo nas amostras estdo abaixo do limite de
quantificacdo do método, sugerindo, assim, que ndo sdo capazes de provocar
inibicao do apetite nas doses recomendadas para o consumo humano.

Palavras-chave: Hoodia, CLAE, p6 comercial.
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HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) OF
HOODIA GORDONII COMMERCIAL POWDER

2 ABSTRACT

Hoodia gordonii is traditionally used by the San people in South Africa
due to its properties of appetite suppression and thirst scientifically proven and
explained by the presence of active glycoside P57. The scarcity of the plant due
to the difficulty of cultivation coupled with the growing demand for products
antiobesity on H. gordonii, created a setting in which the adulteration of other
species or even other genera is a real possibility. In this context, the use of high
performance liquid chromatography (HPLC) is presented as a fundamental tool
to certify the authenticity of products sold as H. gordonii. The aim of this study
was to determine the authenticity of commercial samples of Hoodia gordonii
powder by means of qualitative analysis to confirm the presence or absence of
active glycoside P57 in the samples. The tests were performed on C18 column
(250 mm x 4.6 mm, 5um) using a gradient elution of water and acetonitrile, both
containing 0.1% acetic acid and using geranyl tiglate default. Qualitative
analysis showed that commercial samples of Hoodia gordonii powder present in
its constitution species of the genus Hoodia, due to confirmation of the active
glycoside P57 by recovery experiments. However, the quantitative point of
view, the contents of the active glycoside in the samples are below the limit of
quantification, suggesting that they are unable to produce inhibition of appetite
at the doses recommended for human consumption.

Keywords: Hoodia, HPLC, commercial powder.
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3 INTRODUCAO

Hoodia gordonii ¢ tradicionalmente utilizada pelo povo San, na Africa
do Sul, devido as suas propriedades de supressao do apetite. Existem cerca de 13
espécies, descritas até o momento (H. alstonii, H. currorii, H. dregei, H. flava,
H. gordonii, H. juttae, H. mossamedensis, H. officinalis, H. parviflora, H.
pedicellata, H. pilifera, H. ruschii e H. triebneri), como pertencentes ao género
Hoodia. Contudo, devido a comprovada atividade anorexigena atribuida ao
glicosideo ativo P57 (MacLean & Luo, 2004), H. gordonii ¢ a espécie que tem
despertado maior interesse para comercializagcdo (Avula et al., 2006; Heerden et
al., 2007).

No entanto, sendo a H. gordoni uma espécie nativa do deserto de
Kalahari, no sul do continente africano, seu crescimento fora do ambiente
natural é extremamente dificil. Devido a limitada area de cultivo e ao seu lento
ciclo de maturagdo, o suprimento de H. gordonii torna-se bastante limitado
(Avula et al.,, 2006). Por isso, ela é atualmente listada como uma espécie
ameacada de extingdo e sua exportagdo ¢é rigorosamente controlada pelo governo
da Africa do Sul e pela Convengio sobre o Comércio Internacional de Espécies
da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo (CITES'') (Avula et al.,
2008).

1CITES ¢ um dos acordos ambientais internacionais mais importantes para a preservagdo das
espécies, tendo a maioria dos paises do mundo como signatérios, inclusive o Brasil, que aderiu a
convengdo em 1975. Ele regulamenta a exportacéo, a importagdo e a reexportagdo de animais e
plantas, suas partes e derivados, por meio de um sistema de emissdo de licengas e certificados que
sdo expedidos quando se cumprem determinados requisitos. Um desses requisitos para expedigdo
de licencas ¢ determinar se determinado tipo de comércio prejudicara ou ndo a sobrevivéncia da
espécie (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA,
2000.).
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Ao mesmo tempo, a demanda por produtos para perda de peso contendo
H. gordonii tem crescido de forma expressiva nos tltimos anos. No mercado
norte-amerciano, atualmente, existem mais cem produtos comercializados, sob
diversas formas de apresentagdo (Avula et al., 2007, 2008).

Dessa forma, configura-se um cenario de grande desequilibrio entre a
oferta e a demanda por produtos a base de H. gordonii, fazendo com que a
adulteragdo do produto por outras espécies ou, mesmo, outros géneros torne-se
uma possibilidade (Rader et al., 2007; Avula et al., 2008; Heerden et al., 2008).

Dessa forma, o desenvolvimento e ou a otimiza¢do de técnicas, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para analises rapidas de
produtos comercializados como H. gordonii, sdo cruciais para a determinagdo de
sua autenticidade e seguranga para o consumo humano (Avula et al., 2006, 2007;
Avula et al., 2008).

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a
autenticidade das amostras comerciais do p6é de H. gordonii, por meio de
analises qualitativas e quantitativas que confirmem ou ndo a presenga do
glicosideo ativo P57, empregando para tanto, técnicas de CLAE descritas na

literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

As analises foram realizadas nos laboratorios de Bioquimica e Quimica
Organica, no Departamento de Quimica (DQI) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

4.1 Reagentes

O composto padrao geranil tiglato foi adquirido junto a Sigma-Aldrich e
gentilmente doado pelo Dr. Hans-Gerd Janssen, professor da University of
Amsterdam (Holanda) e pesquisador do Departamento de Pesquisa e
Desenvolvimento da Unilever Food and Health Research Institute (Vlaardingen,
Holanda).

Os reagentes metanol e acetonitrila grau HPLC foram adquiridos da
Merck, o acido acético glacial grau HPLC da Vetec e a agua ultrapura, obtida

pelo sistema Milli-Q.

4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As analises cromatograficas das amostras comerciais de H. gordonii
foram realizadas utilizando-se um cromatégrafo com detec¢do na regido UV em
220 nm, ap6s extracdo das amostras. Todas as medidas de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE-UV) foram feitas em um aparelho Shimadzu UFLC
equipado com duas bombas (LC 6AD), detector com arranjo de diodos (DAD)
(SPD M20A), injetor com auto amostrador (SIL 10AF) e registrador de dados
(CBM 20A). A separagao foi realizada em uma coluna analitica Nucleosil 120-5
C18 de 250 mm x 4,6 mm empacotada com particulas de 5 um (Macherey-
Nagel GmbH & Co., Alemanha), operada a temperatura ambiente. O volume de

injecao usado foi de 10 pL. Para elui¢do, foram utilizados acetonitrila e acido
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acético grau HPLC e agua ultrapura, segundo Avula et al. (2006) e Janssen et al.

(2008), com modificagdes, como apresentado na Tabela 1.

TABELA 1 Esquema de elui¢ao*.

Passo Tempo (min) Composicio Descricao
1 0,01 80% A +20%B Inicio
2 35 Crescente até 100% B~ Eluicéo por gradiente
3 40 100%B Eluigdo por gradiente
4 45 80% A +20%B Recondicionamento
5 50 Fim

* Segundo Avula et al. (2006) e Janssen et al. (2008), com modificagdes.
Condi¢des cromatograficas: fase movel: agua (A) e acetonitrila (B) (ambos com 0,1% de
4cido acético); detecgdo: 220 nm UV; fluxo: 0,8 mL min™.

4.3 Obtencio das amostras comerciais do p6 de H. gordonii

Duas amostras comerciais do p6 comercial de H. gordonii (PHG),
denominadas HA e HB, foram compradas em farmacias de manipula¢do dos
municipios de Lavras e Juiz de Fora, ambos em Minas Gerais e oriundas de
diferentes fornecedores de matérias-primas nacionais, acompanhadas de laudos
técnicos de analises realizadas pelos mesmos, mas procedentes originariamente

da China.

4.4 Preparo dos extratos do p6 comercial de H. gordonii

O método de extragdo do glicosideo ativo P57 foi realizado de acordo
com Janssen et al. (2008), com adaptacdes, utilizando as duas amostras
comerciais do po de H. gordonii. As duas amostras comerciais do PHG foram

extraidas sob refluxo com metanol na propor¢do 1:10, durante 1 hora, em um
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baldo de fundo redondo. Depois, a mistura foi deixada em repouso a temperatura
ambiente para resfriar sendo, em seguida, centrifugada a 2.500 x g por 10
minutos. O precipitado foi descartado ¢ o sobrenadante (extrato) utilizado nas
analises cromatograficas. Antes da inje¢do na coluna, um volume adequado do
extrato (2 mL) foi passado em microfiltro de 0,25 um Millipore; o primeiro 1,0
mL foi descartado ¢ o volume restante coletado em vial para CLAE. Cada

extrato foi injetado em triplicata nas analises.

4.5 Preparo da solu¢do padriao e determinac¢ao da curva analitica

O composto padrao geranil tiglato foi escolhido por sua semelhanca
estrutural com o substituinte 12-tigloilpregnano presente no glicosideo ativo
P57, apresentando, assim, caracteristicas cromatograficas, como recuperagao,
repetibilidade e linearidade que, segundo Janssen et al. (2008), o credenciam
como padrdo externo em analises de amostras de H. gordonii. Uma solugdo
estoque do padrdo geranil tiglato foi preparada, na concentragio de 2x10~ mol
L, equivalente a 470 ug mL"' em metanol, a partir da qual foram realizadas
diluigdes para o preparo das solugdes de uso. As curvas de calibragdo foram
preparadas com sete diferentes concentragdes do padrio no intervalo de 47-
1.120 ng mL", injetadas em duplicata. A partir dos resultados da curva analitica,
foram calculados os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) para o

meétodo.

4.6 Ensaios de recuperacio

Ensaios de recuperacdo foram realizados para identificacdo da presenga
(analise qualitativa) do glicosideo ativo P57 nas amostras, bem como para
confirmar a precisdo do método. Para tal, foram realizadas varias inje¢des da
solucdo padrdo e de preparagdes contendo as amostras HA e HB acrescidas de

quantidades conhecidas do padrdo (amostras fortificadas). Os valores de
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recuperagdo foram obtidos pela diferenca entre a area do pico da amostra
fortificada e a area do pico da amostra dividida pela area do pico do padrao, e

€Xpressos em porcentagem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao das condi¢oes cromatograficas

Inicialmente, foram injetadas solugdes do padrao geranil tiglato para a
determinagdo do tempo de retencdo e das concentragdes ideais. Na Figura 1
observa-se o cromatograma de uma solugdo padrdo na concentra¢do aproximada

de 2x10™ mol L™, equivalente a 47 pg mL™".

AL Max Intensity : 891,190
F22mm Arm (1 00) Tine 23483 THen 715308

33906

Padrao geranil tiglato

FIGURA 1 Cromatograma do padrdo geranil tiglato, na concentragio de 2x10™

mol L.

(Condigdes cromatograficas: coluna analitica de 250 x 4,6 mm, C18
(5 pm), Nucleosil 120-5 Macherey-Nagel; fluxo: 0,8 mL .min™; fase
movel: agua (A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,1% de acido
acético; eluigdo: iniciando com 80% de A ¢ 20% de B, crescendo
gradualmente até 100% B em 35 minutos e mantendo até 40
minutos; depois, houve recondicionamento da coluna, durante 5
minutos, nas condi¢des iniciais).
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Verifica-se um tempo de retencdo em torno de 33,9 minutos para o
padrdo geranil tiglato, proximo ao encontrado por Janssen et al. (2008), em
condi¢des semelhantes.

Determinado o tempo de retencdo do padrdo, foram realizadas injegdes
subsequentes das amostras HA e HB, para orientar a escolha da concentragdo
ideal do padrdo e a construgdo da curva analitica. Tais andlises revelaram que a
concentragdo ideal do padrdo a ser utilizada seria em torno de 2x10° mol L™,

equivalente a 0,47 pg mL™".

5.2 Curva analitica e parametros analiticos

Definidas as condi¢des cromatograficas ideais, foi, a seguir, preparada
uma curva analitica. Os sete pontos da curva analitica mostraram correlagao
linear entre a concentragdo e a area do pico (R* = 0,9985), indicando a
linearidade da resposta do detector para todas as concentragcdes do padrdo no
intervalo considerado.

Adicionalmente, foram calculados os limites de detec¢do (LD) e de

quantificagio (LQ), equivalentes a 75 ng mL'e 250 ng mL™', respectivamente.

5.3 Analise cromatografica das amostras do po comercial de H. gordonii
InjecBes preliminares das amostras HA e HB resultaram em picos de
pequena intensidade, com valores situados no intervalo entre os limites de
detecgdo e de quantificagdo, mas revelando qualitativamente a presenga do
glicosideo P-57 nas amostras. Segundo Avula et al. (2007), isso seria suficiente
para garantir a existéncia de espécies do género Hoodia em sua composicao.
Esses resultados qualitativos atestam que ambas as amostras comerciais
apresentam espécies do género Hoodia em sua composigdo. Além da H.
gordonii, outras espécies do género, como H. currorii, H. macranth, H.

parviflora e H. ruschii, também apresentam em sua constitui¢do o glicosideo P-
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57, que, por outro lado, ndo esta presente no principal adulterante de produtos a
base de H. gordonii, o cactus Opuntia ficus (Avula et al., 2006, 2007).
Adicionalmente, no intuito de confirmar a presenca do glicosideo ativo
nas amostras comerciais, bem como avaliar a precisdo do método, foram
realizados ensaios de recuperacdo. Nesses ensaios, quantidades conhecidas do
padrao foram adicionadas as amostras HA e HB, sendo essas preparagdes
(amostras fortificadas) e o padrdo puro injetados a seguir no aparelho. Na Figura
2, podem ser observados os cromatogramas dos ensaios de recuperagao.
Além disso, com o auxilio da curva analitica, foram realizados os calculos de
recuperagdo do padrdo nas amostras fortificadas (Tabela 2) que estiveram no
intervalo entre 97,0%-100,6% para o composto padrio geranil tiglato.
Observa-se, pela analise da Figura 2, que tanto o padrido puro quanto as
amostras HA e HB fortificadas apresentaram o mesmo perfil cromatografico
apos varias corridas (n = 12). Ensaios semelhantes utilizando a fortificagdo de
amostras de H. gordonii foram eficazes na confirmag¢do da presenca de
glicosideos ativos em produtos comercializados sob diversas apresentacdes
como capsulas, pds, extratos secos e outros (Avula et al., 2006, 2007, 2008;

Janssen et al., 2008).

(a)
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FIGURA 2 Cromatogramas dos ensaios de recuperagdo: (a) padrdo geranil
tiglato 2x10° mol L' equivalente a 0,47 ug mL™"; (b) amostra HA
fortificada com o padrdo geranil tiglato 2x10° mol L™'; (c) amostra
HB fortificada com o padréio geranil tiglato 2x10° mol L™

(Condigdes cromatograficas: coluna analitica de 250 x 4,6 mm, C18 (5um),

Nucleosil 120-5 Macherey-Nagel; fluxo: 0,8 mL.min-1; fase movel: agua (A) e
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acetonitrila (B), ambos contendo 0,1% de acido acético; eluicdo: iniciando com
80% de A e 20% de B, crescendo gradualmente até 100% B em 35 minutos e
mantendo até 40 minutos; depois, houve recondicionamento da coluna, durante 5

minutos, nas condi¢des iniciais.)

Em adicdo, verificou-se que as amostras HA e HB fortificadas
apresentaram valores de recuperacdo do padrdo de 97,0% e 99,3% (Tabela 2),
respectivamente. Esses percentuais de recuperacao sao muito proximos aos 99%
encontrados por Janssen et al. (2008), utilizando o padrio geranil tiglato em
analises de amostras comerciais de H. gordonii. Portanto, os resultados
encontrados para as amostras fortificadas HA e HB permitem confirmar
qualitativamente a presenca do glicosideo ativo P57 nas amostras comerciais
analisadas e corroboram para garantir a presenca de espécies do género Hoodia
em sua constituigao.

Analises qualitativas detalhadas para a diferenciacdo das espécies do
género Hoodia a partir de perfis cromatograficos de 11 glicosideos, inclusive o
P57, presentes nestas espécies ja estdo disponiveis (Avula et al., 2007),
necessitando, no entanto, da disponibilidade de padroes de todos os glicosideos.

Por outro lado, do ponto de vista quantitativo, os valores encontrados
para amostras HA e HB, apesar de detectados, encontram-se abaixo do limite de
quantificagio calculado de 250 ng mL™, o que impede a determinagio exata dos
percentuais do glicosideo ativo P57 nessas amostras comerciais. No entanto,
tomando por base o valor minimo quantificado que corresponderia a um teor de
2,5x10% do glicosideo ativo, podem ser feitas consideragdes a respeito do

potencial efeito inibidor de apetite das amostras.

TABELA 2 Recuperagdo do padrdo nas duas amostras fortificadas de H.
gordonii.
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Recuperacao* Tempo de retencio

n (%) (minutos)
Padrao 6 99,9+0,5 33,980+0,14
HA fortificada 6 97,0+0,5 33,994+0,17
HB fortificada 6 99,3+1,3 33,957+0,22

* Calculada pela diferenca entre a area do pico da amostra fortificada e a area do
pico da amostra, dividida pela area do pico do padrio.

Foi comprovado que aproximadamente 7x10” g do glicosideo ativo P57
purificado aplicados diretamente no cérebro de ratos foram eficazes na redugéo
de cerca de 50% na ingestao alimentar (MacLean & Luo, 2004). Levando-se em
conta a dose recomendada para adultos de, no maximo, 2 g/dia do p6 comercial,
pode-se calcular que, nessa quantidade ingerida, existem menos que 5x10° g do
glicosideo ativo (calculado a partir do valor equivalente ao LQ), que é cerca de
10 vezes menor que a quantidade necessaria para uma resposta efetiva em ratos.
Portanto, considerando, hipoteticamente, um teor de P57 no p6d comercial
(2,5x107%), a quantidade de P57 (5x10° g) contida na dose recomenda para
humanos (2 g/dia) e a dose efetiva de inibicdo de apetite em ratos (7x10° g do
glicosideo ativo) extrapolada para humanos (10~ g), conclui-se que seria
necessdria a ingestao de pelo menos 400 g/dia das amostras comerciais HA e HB
para uma resposta efetiva na inibigdo do apetite em um individuo adulto de 70
kg.

Obviamente, na pratica, esses valores de ingestdo deverdo ser maiores,
pois, no estudo citado, o efeito de inibicdo foi conseguido apds administragdo
direta intracerebral do glicosideo ativo purificado, ndo submetido ao processo de
digestdo que ocasiona perdas, demandando, dessa forma, maiores quantidades de

principio ativo. Conclui-se, portanto, que a dose maxima recomendada (2 g/dia)
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dos pdés comerciais analisados contém quantidades do glicosideo ativo P57
totalmente insuficientes para a obtencao do suposto efeito de inibi¢do do apetite.

Outra comparacdo pode ser realizada tomando como base ensaios de
ingestdo de H. gordonii por ratos, que demonstraram ser necessario 0 consumo
de cerca de 2 g da planta/kg de peso corporal para a obtencdo da DEsy (dose
efetiva para obtencdo de resposta em 50% dos animais estudados) de inibicao do
apetite (Tulp et al., 2001). Tal resultado encontrado com amostras auténticas da
planta sugere uma ingestdo para adultos de cerca de 140 g/dia da planta. No
estudo citado, no entanto, ndo foram realizadas analises do teor do principio
ativo nas amostras. Cabe, portanto, ressaltar a importancia de estudos com H.
gordonii que envolvam ensaios biologicos de ingestdo prolongada, associados a
determinacdo do teor de principio ativo nas amostras analisadas para
determinagdo da dose efetiva, que sdo, até o momento, inexistentes.

Apenas recentemente, estudos tém demonstrado os teores do glicosideo
P57 em diversas amostras comercializadas como H. gordonii, que incluem
extratos secos, capsulas, pos, tabletes, suplementos dietéticos e chas, entre
outros. Segundo Avula et al. (2006) e Avula et al. (2008), especificamente para
amostras auténticas de plantas do género Hoodia, os teores do glicosideo ativo
podem variar bastante com valores situados entre 0,0051% ¢ 0,218% de matéria
seca, dependendo da espécie. Analises por CLAE de amostras de plantas
revelaram teores de P57 de 0,047% e 0,0051%. Porém, de dez suplementos
dietéticos analisados (capsulas e tabletes), em apenas dois foi detectada a
presenca do glicosideo ativo com teores de 0,17% e 0,0048% (Avula et al.,
2006). Em ensaio semelhante, analisando 35 produtos comerciais em diversas
apresentagdes (capsulas, tabletes, pos, chas, géis, sucos, spray e barras), foi
demonstrado que, em 26 deles, ndo foi detectada a presenca do glicosideo,

enquanto nos outros 9, apenas em 4 foi possivel determinar os teores de P57 ja
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que nas outras 5 amostras os teores detectados ficaram abaixo do limite de
quantificagdo, permitindo apenas a identificacdo qualitativa (Avula et al., 2008).

Esses resultados sdo, portanto, semelhantes aos encontrados para as
amostras HA e¢ HB analisadas neste trabalho, em que foi possivel apenas a
determinagdo qualitativa do glicosideo ativo P57. Além disso, fica explicita,
pelos resultados deste trabalho e dos demais citados, a falta de padronizagao e
fiscalizagdo dos produtos comercializados como H.gordonii, sugerindo, assim, a
necessidade de andlises de controle de qualidade, antes que os mesmos sejam
liberados para o consumo. A implementagdo de protocolos de analises de
controle de qualidade para produtos comerciais a base de Hoodia justifica-se
devido a presenca do glicosideo ativo P57 em varias espécies do género (H.
currorii, H. macranth, H. parviflora e H. ruschii) e ndo somente em H. gordonii.
Assim, tais agdes devem visar a garantia de sua autenticidade e identidade, a
definicdo de teores minimos aceitaveis do glicosideo ativo P57 em amostras
comerciais e, a0 mesmo tempo, servir de pré-requisitos para a liberagdo para a
comercializa¢do e o consumo humano.

Esses dados da literatura, aliados aos teores de P57 encontrados neste
trabalho e a falta de informagdes por parte dos fornecedores quanto a origem e
ao preparo dos extratos, sugerem que as amostras comerciais analisadas HA e
HB, se consumidas nas doses recomendadas (2 g/dia), ndo sdo capazes de

provocar inibi¢do do apetite.
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6 CONCLUSAO

Analises qualitativas por CLAE revelam que as amostras comerciais do
p6 de H. gordonii apresentam, em sua constitui¢do, espécies do género Hoodia,
devido a confirmagao da presenca do glicosideo ativo P57. No entanto, do ponto
de vista quantitativo, os teores do glicosideo ativo nas amostras estdo abaixo do
limite de quantificacdo do método, sugerindo, assim, que, nas doses
recomendadas para o consumo humano, ndo sdo capazes de provocar inibi¢do do

apetite.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram, portanto, a necessidade de implantagdo de
procedimentos de padronizagao, fiscalizagdo e controle de produtos a base de H.
gordonii, antes que os mesmos possam ser novamente liberados para o consumo

humano. Tais procedimentos devem visar a certificagdo da autenticidade, a

[*H

determinagcdo dos teores de glicosideo ativo P57 e, principalmente,
padronizacdo das doses efetivas a serem utilizadas.

Os resultados sugerem, ainda, que eventuais efeitos farmacologicos de
inibi¢do do apetite e da sede e diminuigdo do peso supostamente atribuidos ao
consumo do p6 comercial de H. gordonii sdo, na realidade, puramente
psicoldgicos e/ou ilusorios. Esta afirmagdo fundamenta-se no fato de que, na
maioria dos casos, o inicio do consumo de produtos para emagrecimento,
normalmente, estd associado a uma mudanga de habitos do individuo, que
incluem dieta, reeducacdo alimentar, atividade fisica regular ¢ combate ao
sedentarismo, que sdo, de fato, os verdadeiros responsaveis pelos efeitos
benéficos atribuidos erroneamente ao simples consumo desses produtos.

Finalmente, fica evidenciada a importancia de comprovagdo cientifica
de produtos fitoterapicos empregados a partir de conhecimentos etnobotanicos e
etnofarmacologicos para o combate de diversas doencas e distirbios e, em
especial, a obesidade. Fundamenta-se, dessa forma, a preocupagido da Anvisa em
relagdo a regulamentacdo de fitoterapicos, visto que, na maioria absoluta dos
casos, esses produtos sdo consumidos indiscriminadamente pela populagdo em
geral como primeiro recurso terapéutico, devido ao facil acesso, ao baixo custo e
a crenga na auséncia de efeitos prejudiciais e sem necessidade de prescri¢ao

médica.
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PERSPECTIVAS

Realizar analises de constituintes quimicos, inibidores de enzimas
digestivas e cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando amostras
certificadas da planta H. gordonii, visando a comparagdo dos resultados com
aqueles obtidos para as amostras dos pds comerciais e esclarecimentos acerca da
autenticidade dos mesmos.

Realizar ensaios biologicos com ratos obesos, utilizando amostras
certificadas da planta H. gordonii e do glicosideo ativo P57 purificado, a fim de
avaliar os propostos efeitos de inibi¢do do apetite e da sede e reducdo do peso,
bem como buscar elucidagdoes sobre a hipotese de um mecanismo de agdo
relacionado aos hormoénios leptina, insulina e grelina.

Empregar cromatografia gasosa para analise qualitativa e quantitativa do
glicosideo P57 em amostras de pds comerciais e de plantas certificadas.

Realizar analises de CLAE visando a investigagdo de outros glicosideos
presentes no fitoterapico que possam também estar envolvidos nos supostos
efeitos de inibi¢do do apetite e da sede, até agora atribuidos somente ao

glicosideo P57.
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TABELA 1A Resumo da analise de varidncia dos niveis médios sanguineos de
indicadores bioquimicos, nos trés grupos de tratamento.

Quadrado médio

FV GL Glicose Triglicérides Colesterol @ HDL Gama-
GT

Grupo 2 31,8305 113,9226™  320,5973 53,8470  9,8188
NS NS NS NS

Residuo 25 558,9907 191,9538 259,7172 29,0012 8,9637

CV (%) 17,3 18,7 17,9 9,1 3,1
Média 136,3 74,1 89,9 59,3 96,8
geral

™ Teste F ndo significativo, a 5% de probabilidade.

TABELA 2A Resumo da analise de varidncia dos niveis médios sanguineos de
indicadores endocrinos nos trés grupos de tratamento.

Quadrado médio

FV GL Leptina Insulina
Grupo 2 0,0237™ 1,7957™
Residuo 25 0,0524 1,4188
CV (%) 14,0 6,9
Média 1,63 17,08
geral

NS Teste F ndo significativo, a 5% de probabilidade.

TABELA 3A Resumo da anélise de variancia da contagem de globulos brancos,
para os trés grupos de tratamento.

FV GL Neutrofilos Linfocitos Mondcitos Eosinofilos
Grupo 2 13,9043™  22,5115™  2,5392™  0,2543™
Residuo 25 8,6062 36,6262 1,3440 0,2582
CV (%) 20,9 7,6 21,5 52,73
Média 15,0 79,0 5,0 1,0
geral

NS Teste F ndo significativo, a 5% de probabilidade.
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TABELA 4A Resumo da analise de variancia da curva de crescimento dos ratos,
durante os 28 dias de experimento de cada tratamento.

Quadrado médio

FV GL Semana Semana Semana  Semana Semana

0 1 2 3 4
Grupo 2 51,6299 219,0012 193,6235 54,4961 107,2419

NS NS NS NS NS
Residuo 25 55,7487 195,0070 290,4519 234,0303 220,3159
CV (%) 8,8 12,8 12,6 9,3 8,0
Média 85,08 108,73 135,26 165,11 184,68
geral

™ Teste F ndo significativo, a 5% de probabilidade.

TABELA 5A Resumo da analise de varidncia dos niveis médios sanguineos de
indicadores do efeito terapéutico, nos trés grupos de tratamento.

Quadrado médio

Ganho de Consumo Consumo RCRP RCAP

peso médio de  médio de
FV GL médio racio dgua
Grupo 2 59926  50788™ 1058611  1,3844  5,9947
NS NS NS
Residuo 25 196,0162 8,2120 56,8525  1,1762  3,9590
CV (%) 14,9 18,4 30,8 9.1 11,1
Média 93,77 15,58 24,48 11,87 17,91

geral

NS Teste F ndo significativo, a 5% de probabilidade.
RCRP Relagdo consumo de ragdo/peso animal
RCAP Relagio consumo de agua/peso animal
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