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RESUMO GERAL

SOUZA, Stefania Priscilla. A¢fo inibitoria de extratos de plantas sobre lipase
pancreatica com énfase em Baccharis trimera (less.) DC. 2009. 84p.
Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."*

Obesidade é um problema de ordem mundial, a busca por agentes
antiobesidade ¢ cada vez mais crescente e a inibicdo de lipase pancreatica (LP) ¢
uma alternativa promissora. Investigou-se a potencial inibi¢ao de LP por extratos
metandlicos de plantas medicinais, com destaque para a carqueja. Foram
preparados extratos metanolicos de 19 plantas, dos quais 8 apresentaram
atividade inibitdria sobre a lipase. O extrato aquoso e o infuso de carqueja ndo
apresentaram atividade inibitdria, o etandlico inibiu 16% e o extrato metandlico
78%. O extrato metandlico de carqueja foi selecionado para continuidade dos
testes. Este extrato foi submetido a um fracionamento e apenas a fragdo
metandlica continuou inibindo a LP. Como o infuso de carqueja ¢ utilizado
popularmente como ferramenta no tratamento antiobesidade e ele ndo apresentou
atividade inibitoria sobre a lipase, avaliou-se, entdo, a inibi¢do do infuso e do
extrato metanolico sobre a atividade de glicosidases (o — glicosidase, a- amilase,
B — glicosidase). A a-amilase ndo foi inibida por ambos os extratos, a enzima o-
glicosidase foi inibida pelos dois extratos na mesma propor¢do (46,9+0,1), a B-
glicosidase foi inibida em 73% pelo extrato metandlico e em 65% pelo infuso.
Investigou-se, entdo, o efeito emagrecedor ¢ hipolipidémico do extrato
metandlico de carqueja (EMC) em ratos. Foram utilizados 21 ratos, distribuidos
aleatoriamente em trés grupos, com 7 animais por grupo. A administracdo do
extrato foi realizada via oral, durante 35 dias. O grupo A (controle) recebeu 1 mL
de agua/dia, o grupo B recebeu uma dose de 0,003g /dia (dose 1) e o grupo C a
dose de 0,1g /dia (dose 2). Os ratos tratados sofreram significativa reducdo de
peso em relagdo ao grupo controle, ndo diferindo entre as doses. Apesar de
apresentarem aumento nos niveis de colesterol, causado por indugdo da dieta, os
ratos que receberam as doses de EMC sofreram um aumento menor,
caracterizando um efeito hipocolesterolémico. Os niveis de LDL foram menores
no grupo que recebeu a dose de 0,1g/dia. O teor de lipidios totais no figado foi
maior no grupo controle. No figado de alguns animais foi observada leve
vacuolizacdo, ndo significativa. Em conclusdo, os resultados sugerem que o EMC

! Orientador: Custdodio Donizete dos Santos — UFLA
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tem agdo emagrecedora e hipolipidémica, possivelmente pela acdo inibidora da
lipase pancreatica.



GENERAL ABSTRACT

SOUZA, Stefania Priscilla. Inhibitory action of plant extracts on pancreatic
lipase with an emphasis on Baccharis trimera (less.) DC. 2009. 84 p.
Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.>*

Obesity is a problem of world order, and represents a serious health
problem for the individual, generates large expenditures for the country. The
search for anti-obesity agents is increasingly growing, and the inhibition of
lipase is a promising alternative, to act exclusively in the small intestine. This
study investigated the potential inhibition of lipase by methanol extracts of
medicinal plants with emphasis on the broom. Were prepared methanol extracts
of 19 plants, of these, 8 had an inhibitory activity on the lipase. Extract shrub
was selected for continued testing. The aqueous extract and tea shrub, showed
no inhibitory activity, the ethanol inhibited 16% and 78% methanol extract. The
methanol extract was subjected to a cleaning solvent with different polarity and
methanol fraction inhibited the lipase in 72%. As the tea shrub is commonly
used as a tool in anti-obesity treatment, and it did not show inhibitory activity on
the lipase, then evaluated the inhibition of tea and the methanol extract on the
activity of glycosidases (o - glucosidase, a - amylase, B - glucosidase). The a-
amylase was not inhibited by both extracts, the enzyme a-glucosidase was
inhibited by both extracts in the same proportion (46.9 + 0.1), the B-glucosidase
was inhibited by 73% methanol extract and 65 % for tea. We investigated then
the slimming effect and hypolipidemic methanol extract of broom (EMC) in
mice. We used 21 rats were randomly divided into three groups with 7 animals
per group. The administration of the extract was performed orally for 35 days.
Group A (control) received 1 mL of water / day, group B received a dose of
0.003 g/ day (dose 1) and group C at a dose of 0.1 g/ day (dose 2). Assessments
were made weekly levels of cholesterol and triglycerides. The treated mice
suffered significant weight reduction compared to the control group did not
differ between doses. Despite showing an increase in cholesterol levels caused
by induction diet rats given doses of EMC have risen less characterizing a
hypocholesterolemic effect. LDL levels were lower in the group receiving the
dose of 0.1 g / day. The content of total lipids in the liver was higher in the
control group. In the liver of some animals we observed a slight vacuolization,

2 Adviser: Custédio Donizete dos Santos - UFLA
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not significant. In conclusion the results suggest that EMC has weight loss and
hypolipidemic action, possibly by the inhibitory action of pancreatic lipase.
Given the absence of mortality and toxic effects are strong evidence that the
EMC can be used to aid the treatment of obesity and its side effects, as well as in
subjects with hypercholesterolemia.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O metabolismo lipidico ¢ mantido equilibrado para manter a homeostase.
Quando o equilibrio é perdido, desenvolve-se um quadro de obesidade ou
hiperlipidemia, levando a uma variedade de doengas graves, incluindo
aterosclerose, hipertensdo, diabetes e depressao funcional em determinados
orgdos (Oliveira et al., 2004). A obesidade ja ¢ considerada uma epidemia
mundial, independente de condigdes econdmicas e sociais. O Brasil ocupa o 6°
lugar no ranking mundial de paises com problemas com obesidade. Os gastos
diretos com esta doenga, 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 internag¢des (Gigante et al., 2009).

Portanto, o controle do metabolismo lipidico por drogas ¢ uma
alternativa que pode ser utilizada para prevenir ou tratar a obesidade. Um
numero crescente de enzimas envolvidas nas vias metabdlicas lipidicas esta
sendo identificado e representa um conjunto rico de alvos terapéuticos potenciais
para a obesidade e outros distirbios metabdlicos (Oliveira et al., 2001). Uma das
estratégias mais importantes no tratamento da obesidade inclui o
desenvolvimento de inibidores da digestdo e absor¢do de nutrientes, em uma
tentativa de reduzir a ingestdo de energia por meio de mecanismos
gastrintestinais, sem alterar qualquer mecanismo do sistema nervoso central. Os
lipidios da dieta representam a maior fonte de calorias indesejadas e sdo
compostos de, aproximadamente, 90% de trigliceridios. A enzima lipase
pancreatica € responsavel por sua hidrdlise, para sua posterior absor¢ao

(Almeida et al., 2009).



Uma nova abordagem para tratamentos de redugdo de peso ¢ inibir a
digestdio e a absor¢do de trigliceridios (inibindo a lipase pancreatica).
Fitoquimicos identificados a partir de plantas medicinais tradicionais
representam excelente oportunidade para o desenvolvimento de terapéuticas
antiobesidade (Birari & Bhutani, 2007).

No Brasil, o Ministério da Saude regulamentou, em 2006, a proposta de
Politica Nacional de Praticas Integrativas ¢ Complementares no SUS (PNPIC-
SUS), tendo como objetivos: estabelecer a relagdo nacional de medicamentos
fitoterapicos para atencao basica; incentivar a pesquisa ¢ o desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos a partir de plantas medicinais e resgatar, valorizar,
embasar cientificamente e validar o conhecimento, a producdo e o uso popular
de plantas medicinais. O objetivo desta politica ¢ garantir a populagdo brasileira
0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo a utilizagdo sustentavel da biodiversidade e o desenvolvimento da
cadeia produtiva e da industria nacional (Brasil, 2006).

A etnofarmacologia vem ao encontro desses objetivos, uma vez que tem
como finalidade basica, em estudos fitoquimicos e farmacologicos, conciliar as
informagdes adquiridas junto as comunidades locais que fazem uso da flora
medicinal, no intuito de fornecer dados para a pesquisa de medicamentos
economicamente acessiveis a populagdo mundial, especialmente de paises em
desenvolvimento.

Nesse contexto, plantas que sdo popularmente conhecidas como
auxiliares na perda de peso tornam-se alvo central de pesquisas que visam o
desenvolvimento de fitoterapicos que possam auxiliar no tratamento
antiobesidade. Baccharis trimera Less (DC), pertencente a familia Asteraceae,
conhecida popularmente como carqueja, ¢ uma delas, utilizada pela populacio

com diversas finalidades terapéuticas, incluindo as agdes redutoras de peso e



hipocolesterolémica. Porém, estudos que comprovem essa acdo nao foram ainda

realizados (Verdi et al., 2005; Biavatti et al., 2007; Agra et al., 2007, 2008).
Diante do exposto, objetivou-se realizar uma triagem da atividade

inibitoria da lipase pancreatica in vitro de plantas medicinais tradicionalmente

utilizadas para essa finalidade.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade e a saude publica

O processo de modernizagcdo, industrializacdo e globalizacdo das
sociedades tem possibilitado o desenvolvimento de diferentes padrdes de vida
que, associados a disponibilidade de servigos, ao sedentarismo e a grande opcao
de alimentos, de forma isolada ou combinada, contribui para o desenvolvimento
do sobrepeso e da obesidade entre os individuos (Matsudo et al., 2002; Carneiro
et al., 2003).

A obesidade ¢ um dos maiores problemas enfrentados pela saude
publica, na atualidade (Guzik et al., 2006). No Brasil, as mudancas
demograficas, sdcio-econdmicas e epidemioldgicas ao longo do tempo
permitiram que ocorresse a denominada transi¢do nos padrdes nutricionais, com
diminui¢do progressiva da desnutricdo e aumento da obesidade (Monteiro &
Trugo, 2005; Francisch et al., 2001). Isso se torna um problema, uma vez que as
consequéncias da obesidade para a saude sdo muitas e variam do risco
aumentado de morte prematura a graves doencas ndo letais, mas debilitantes que
afetam diretamente a qualidade de vida dos individuos. Assim, a obesidade ¢
considerada, em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, um importante
problema de satide publica e, para a Organizacdo Mundial de Satide (OMS), uma
epidemia.

Pesquisas realizadas pelo Ministério da Saude do Brasil mostram que a
obesidade tem aumentado entre os brasileiros. Atualmente (2009), 13% dos
adultos sdo obesos, sendo o indice maior entre as mulheres (13,6%) do que entre
os homens (12,4%). Em 2006, quando foi apresentada a primeira edi¢do do
estudo Vigilancia de fatores de risco e protegdo para doengas cronicas por

inquérito telefonico (VIGITEL), 11,4% dos brasileiros eram obesos. Em 2007,



esse indice subiu para 12,9% (Tabela 1) (Brasil, 2009). O excesso de peso ¢
diagnosticado a partir do indice de massa corporal (IMC), obtido pela razdo
entre o peso ¢ o quadrado da altura. Se esse indice alcanga valor igual ou
superior a 25 kg/m?, ha excesso de peso. A obesidade ¢ diagnosticada quando o

indice atinge ou supera os 30 kg/m?.

TABELA 1 Variagdes no percentual de individuos expostos a fatores de risco na
populagdo brasileira

2006 2007 2008

% % %o
Obesidade (total) 11,4 12,9 13,0
Excesso de peso (total) 43,0 434 433

Variaveis

Embora a redugdo da ingestdo calorica na dieta e o aumento do nivel de
atividades fisicas sejam atitudes bem conhecidas para se obter perda de peso,
utilizagdo de drogas para dieta e exercicios com suplemento estdo rapidamente
ganhando aceitacdo. O uso racional dos agentes antiobesidade é considerado,
atualmente, um coadjuvante indispensavel para um grande nimero de obesos,
quando ja existe um risco importante para a saide (Wadden, 1998).

O documento da International Obesity Task Force (IOTF) classifica os
agentes disponiveis em trés grupos: o primeiro reune os medicamentos com acao
exclusivamente central; o segundo é o de acdo periférica e o terceiro é o de acdo
periférica e central (Tabela 2). Destaca-se, em seguida, a informacdo sobre a
retirada da fenfluramina e da dexfenfluramina do mercado, em setembro de
1997. A fluoxetina e a sertralina sdo citadas como uteis no tratamento de estados

depressivos associados com a obesidade, mas adverte-se que ndo podem ser



consideradas agentes antiobesidade (International Obesity Task Force, IOTF,

2009).

Ao analisar a evolucdo da obesidade ao longo dos anos, é certo admitir

que o aumento no numero de casos determine importantes implicagdes para a

definicdo de prioridades e de estratégias de acdo de satide publica. Plantas que

sdo popularmente conhecidas como agentes auxiliares na redugdo de peso

tornam-se alvo central de pesquisas que visem o desenvolvimento de farmacos

para auxiliar nesse tratamento.

TABELA 2 Farmacos antiobesidade e seus mecanismos de agdo principais

Farmaco Mecanismo de acio principal
Acao central
Fentermina Noradrenérgica
Dexfenfluramina/fenfluramina  Serotoninérgica

Fenfluramina + fentermina

Sibutramina

Orlistat

Efedrina/cafeina

Serotoninérgica e noradrenérgica
Serotoninérgica e noradrenérgica
Acio periférica

Inibidor da lipase

Acio periférica e central

Termogénico e anorético

Nesse contexto, a inibicdo de enzimas digestivas ¢ uma promissora

alternativa, principalmente pelo fato de elas agirem exclusivamente no intestino

delgado, sem atuag¢do no sistema nervoso central como atuam os anorexigenos

geralmente utilizados.



O estudo da obesidade em humanos provavelmente responderia muitas
davidas correntes neste topico. No entanto, pesquisas com humanos tém obvias
limitagdes éticas e financeiras, além de os estudos em animais permitirem
grande quantidade de pesquisas em curto periodo de tempo. Além disso, animais
de laboratdério podem ser mantidos em condi¢des rigidamente controladas. O
fato de animais de laboratdrio também se tornarem obesos espontaneamente, se
alimentando de ragdo comercial ou por meio de outras manipulagdes, resultou na
utilizacdo de novas areas de pesquisa para estudar a obesidade. Estudos sobre as
causas e tratamentos da obesidade tém sido desenvolvidos em animais com
obesidade induzida por meio de lesdo neural, alteragcdes enddcrinas,

anormalidades genéticas e alteragdes alimentares (Pereira et al., 2003).

2.2 Trigliceridios e sua digestdo

Os lipideos sdo um grupo heterogéneo de compostos que, em geral, sdo
praticamente insoliveis na agua e soluveis em solventes organicos. Uma das
mais abundantes classes dos lipideos s@o os triacilglicerois (trigliceridios) (TGs).
As gorduras existem sobretudo no tecido adiposo, sdo os mais importantes
componentes lipidicos da dieta e sdo misturas de diferentes tipos de
trigliceridios. Um adulto ingere de 60 a 150g de lipidios por dia e cerca de 90%
sdo trigliceridios. Os trigliceridios sdo ésteres de acidos graxos e glicerol. Os
acidos graxos podem ser saturados ou insaturados (contendo duplas ligacdes
que, no caso dos lipideos naturais, estdo principalmente na configuragio Cis).

O processo de digestdo dos TGs inicia-se em pequenas quantidades no
estdmago, catalisada por uma lipase estavel em meio acido, que se origina de
glandulas na base da lingua (lipase lingual), principalmente TGs com &4cidos
graxos de cadeia curta ou média (menos de 12 carbonos), seguido pela hidrolise
estomacal pela lipase gastrica, que ¢ lenta e pouco eficiente e os trigliceridios

progridem praticamente intactos até o intestino delgado. No duodeno, entdo,



ocorre a liberagdo de agentes emulsificantes, os sais biliares que sdo derivados
do colesterol, sintetizados no figado e armazenados na vesicula biliar. A
emulsificagdo ocorre com a soma de dois mecanismos: o uso das propriedades
detergentes dos sais biliares e a mistura mecanica devido ao peristaltismo. Isso
aumenta a area da superficie das goticulas de lipidios hidrofobicos, permitindo
que a lipase pancreatica atue na interface da goticula e da solugdo aquosa que a
envolve (Figura 1).

A lipase pancredtica remove dacidos graxos preferencialmente dos
carbonos 1 e 3, liberando 4cidos graxos livres e 2-monoacilglicerol, que formam
micelas mistas e sdo absorvidos na borda em escova dos enterécitos. Os acidos
graxos sdo unidos novamente em trigliceridios.

Por dificuldades de solubilidade, o colesterol e os acidos graxos, depois
de absorvidos e ocorrer a resintese de TGs, ligam-se a proteinas, formando as
lipoproteinas, para serem transportados pelo organismo. As principais
lipoproteinas sdo os quilomicra, as lipoproteinas de baixa densidade (low density
lipoprotein ou LDL-colesterol, também chamado de "colesterol ruim") e as
lipoproteinas de alta densidade (high density lipoprotein ou HDL-colesterol,
também chamado de "colesterol bom"). O LDL transporta colesterol do figado
até os tecidos periféricos, enquanto o HDL captura colesterol dos tecidos e o
transporta até o figado, onde ¢ convertido a acidos biliares. Entre outras fungdes,
niveis altos de LDL colesterol estdo associados a aterosclerose, que ¢ o acumulo
de depositos gordurosos ricos em colesterol nas paredes das artérias. Ja o
excesso de HDL colesterol tem acdo contraria, reduzindo o acimulo de gordura
nas artérias (Ridker et al., 2009).

Os trigliceridios absorvidos na borda em escova dos enterdcitos,
portanto, agregam-se, formando os quilomicra. Os quilomicra se movem através

do sistema linfatico, onde entdo sdo despejados na circulacdo sanguinea para



serem armazenados ¢ ou oxidados nas diferentes partes do corpo (Davy et al.,
2002; Liu et al., 2003; Lima et al., 2004).
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Fonte: Birari & Bhutani (2007).

FIGURA 1 Papel fisiologico da lipase pancredtica na absor¢do de lipidios
*Gorduras sdo principalmente compostas por trigliceridios mistos
(90%) (TGs) e sdo necessariamente hidrolisados para a sua
absor¢do. Das varias lipases, LP ¢ responsavel pela hidrolise de
50%-70% das gorduras ingeridas na dieta aos seus respectivos
acidos graxos (FA) e monoglicerideos (MG). Os MGs ¢ FA formam
micelas mistas com os sais biliares, colesterol e sdo absorvidos nos
enterdcitos, ocorrendo a resintese de TGs que sdo armazenados nos
adipdcitos como principal fonte de energia



2.3 Lipases

A defini¢do classica de lipases descreve essas enzimas como
triacilglicerol lipase (E.C. 3.1.1.3), que atua sobre ligagdes ésteres presentes em
trigliceridios, liberando 4cidos graxos e glicerol (Jaeger & Reetz, 1998),
constituindo uma classe especial de carboxilesterases. As carboxilesterases (E.C.
3.1.1.1) s3o enzimas largamente distribuidas na natureza e sua atividade
enzimatica esta restrita a hidrolise de ligagdes ésteres em substratos soluveis em
agua. Sarda & Desnuelle (1958) definiram as lipases a partir de sua
caracteristica cinética: a propriedade de ativagdo na presen¢a de substratos
insoluveis em agua e emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface
lipideo/agua.

A determinacdo da estrutura tridimensional das lipases de Rhizomucor
miehei (Brady et al., 1990), Geotrichum candidum (Schrag et al., 1991) e da
lipase pancreatica humana (Winkler et al., 1990) propiciou uma explicagdo para
o fendmeno da ativagdo interfacial. O sitio ativo dessas enzimas é recoberto por
uma “tampa” hidrofébica, ou “lid”, que, ao interagir com a interface
lipideo/agua, sofre uma mudanga conformacional, expondo o sitio ativo. A
presenca da “tampa” na estrutura da enzima e a propriedade de ativacao
interfacial passam a ser fatores determinantes para a caracterizagdo de lipases.

As lipases tém sido definidas, nos trabalhos mais recentes, simplesmente
como carboxilesterases que hidrolisam trigliceridios de cadeia longa, ou seja,
com cadeia acila com mais de 10 atomos de carbono. As lipases pertencem a um
grupo de enzimas interessantes, ndo apenas pela capacidade de atuarem sobre
substratos insoluveis em agua, mas também pela capacidade de catalisarem
diferentes reacdes, como as de hidrolise, esterificacdo, interesterificagdo,
alcoolise, acidolise e amindlise (Mukherjee, 2003). A diversidade de
propriedades das lipases propicia a utilizagdo dessas enzimas em diferentes

campos de aplicacao.
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2.3.1 Lipase pancreatica

Lipase pancreatica (LP) é a principal enzima lipolitica sintetizada e
secretada pelo pancreas e desempenha papel fundamental na digestdo eficiente
dos trigliceridios. Ela remove os acidos graxos preferencialmente nas posigdes 1
e 3 dos trigliceridios ingeridos na dieta, liberando 2-monoacilglicerol e acidos
graxos de cadeia longa saturados e poli-insaturados como produtos lipoliticos
(Mukherjee, 2003; Shi & Burn, 2004).

A lipase pancredatica ¢ responsavel pela hidrolise de 50% a 70% do total
de gorduras ingeridas na dieta. A estrutura tridimensional de LP humana foi
determinada por cristalografia de raios X. A primeira estrutura da LP foi
estabelecida por andlise de clones de cDNAs isolados de pancreas humano
comparados com uma biblioteca de cDNAs e foi considerada uma glicoproteina
de cadeia tnica de 449 aminoécidos.

A proteina codificada mostra 86% e 68% de homologia com LP suina e
canina, respectivamente (Winkler et al., 1990). A cadeia polipeptidica ¢ dividida
em duas unidades, o maior dominio N-terminal inclui os aminoacidos 1-336
residuos e um dominio C terminal com os residuos 337-449 (Tilbeurgh, 1992).
O N-terminal é o dominio catalitico ¢ o C-terminal liga-se a colipase, um cofator
necessario para a atividade da LP. Na estrutura da LP humana, His-263, Asp-
176 e Ser-152 formam uma triade, analogo a de serinas proteases, representando
o sitio lipolitico. Atividade enzimatica mostrou-se diminuida ap6s modificacdes
quimicas da Ser 152, localizada no dominio N-terminal, parte da triade Asp-His-
Ser, indicando que Ser-152 ¢ essencial para a atividade catalitica.

Como foi descrito, a LP exige uma proteina pancreatica, a colipase,
como cofator para a sua atividade enzimatica. A colipase liga-se a LP, tornando-
se um intermediario que permite a formacdo do complexo lipase-substrato e
contribui para ancorar a lipase na superficie e estabiliza-la na conformagdo ativa

(Figura 2) (Brockman , 2000).
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Em conjunto com a colipase, a lipase pancredtica age na digestdo de
lipidios ingeridos na dieta, sendo auxiliada pela emulsificacdo gerada pelos sais

biliares (Howles & Hui, 1998).

FIGURA 2 Acao da colipase na atividade da lipase pancreatica. A: Na agua, o
acesso ao sitio ativo da lipase estd bloqueado por uma hélice; B:
Quando se liga a colipase na interface criada pelo seu substrato, a
hélice se move, permitindo que o substrato se ligue ao sitio ativo

A LP, portanto, pode limitar o impacto nutricional da absor¢do de
lipidios por meio da sua inibi¢do, que pode resultar da reducgdo
da sua atividade. A inibicdo da LP ¢ um dos mecanismos mais estudados para a
determinagdo da eficacia potencial de produtos naturais como agentes
antiobesidade. Orlistat, um dos dois medicamentos clinicamente aprovados para
o tratamento da obesidade, atua por meio da inibi¢do da LP. O sucesso do
orlistat tem estimulado muitas pesquisas para a identificagdo de novos inibidores

de LP.

2.3.2 Inibidores de lipase pancreatica
Agentes antilipase sdo inibidores de lipases digestivas, como as gastricas

e as pancreaticas. Como a hidrdlise dos triacilglicerois ingeridos na dieta
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alimentar ¢ essencial para a sua posterior absor¢do, agentes antilipase agem por
meio da redugdo ou do bloqueio da digestdo de gordura (calorias), impedindo
assimilagdo da mesma e, portanto, imitam o efeito da redu¢do da ingestdo de
alimentos.

Um dos primeiros inibidores potentes da lipase pancredtica a serem
descritos foi o lipstatina (Figura 3-A), isolado de Streptomyces toxytricini. A
estrutura beta lactona da lipstatina inibe a lipase pancredtica em uma
concentragdo inibitoria 50% de 0,14 pM. Tetrahidrolipstatina (Orlistat), um
analogo sintético da lipstatina (Figura 3-B), foi desenvolvido posteriormente e

encontra-se atualmente em uso clinico para o tratamento da obesidade.
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FIGURA 3 A Estrutura quimica da lipstatina. B - estrutura quimica da
tetrahidrolipstatina

O orlistat exerce sua atividade terapéutica no lumen do trato
gastrintestinal e ndo tem efeito inibitério significativo sobre outras enzimas
digestivas, tais como amilase, tripsina, quimiotripsina e fosfolipase (Guerciolini,
1997). Essa droga, ao inibir a lipase pancreatica, provoca uma queda de
absor¢do de cerca de 30% das gorduras de cadeias longas, eliminadas nas fezes,
causando esteatorreia (Rao et al., 2001). Em doses terapéuticas, o orlistat e seus

metabolitos sdo eliminados por excre¢do renal e biliar, sendo a via renal menor
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que 2% e a excre¢do completa (fecal e urinaria) se da dentro de 3 a 5 dias (Zhi et
al., 1996).

Em um estudo controlado para avaliar a eficacia e a tolerabilidade do
orlistat em promover a perda de peso e impedir a recuperacdo do peso em
pacientes obesos, o orlistat, ingerido com uma dieta adequada, promove,
clinicamente, significativa perda de peso e reduz a recuperagdo do peso em
pacientes obesos, durante um periodo de 2 anos (Sjostrom et al., 1998).

Quando adicionado a dieta de ratas, o medicamento reduziu a
atratividade da dieta. Portanto, ele pode ser efetivo na redugdo da absor¢do da
gordura ingerida, tanto pela inibicdo da lipase pancreatica quanto pela redugdo
do consumo (Ackroff & Sclafani, 1996).

E sabido que a droga exerce agdo topica no estdmago e no intestino
delgado, com absorcao sistémica reduzida, sendo considerada uma droga segura
e efetiva no tratamento da obesidade. Apesar disso, alguns efeitos adversos ja
foram descritos, dentre eles necrose hepatocelular, constipacdo, poliuria e
polidipsia (Lau & Chan, 2002; Packard et al., 2002).

Outros inibidores sintéticos da lipase t€m sido estudados, dentre esses 2-
oxo amida triacilglicerol analogos e derivados de a-ceto amida de cadeia longa
(Weibel et al., 1987, Haputman et al., 1992; Toplak & Marhardt, 1998;
Kotsovolou et al., 2001; Chiou et al., 2001).

Além dos compostos quimicos sintéticos, um extrato da erva Cassia
nomame L. apresentou capacidade de inibir a lipase pancreatica suina in vitro e
de causar reducdo do ganho de peso corporal sem afetar a ingestdo alimentar em
ratos alimentados com uma dieta rica em gordura (Yamamoto et al., 2000).

A procura por produtos naturais com ag¢ao inibitoria sobre a lipase tem
sido alvo de muitos estudos. Tém sido encontradas em plantas moléculas
inibidoras pertencentes a diversas classes de compostos, como saponinas,

polifendis e terpenos (Birari & Bhutani, 2007; Sharma et al., 2005).
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2.4 Plantas medicinais como fonte de recursos terapéuticos

Historicamente, a medicina e os produtos naturais t€ém sido associados
por meio do uso tradicional de medicamentos e po¢des naturais (Butler, 2004).
O uso de fontes naturais, predominantemente plantas, como medicamento,
desenvolveu-se a partir do inicio do século XIX, quando foram registrados os
primeiros estudos sobre plantas, ja entdo conhecidas por conterem principios
ativos eficazes, tais como morfina, pilocarpina, quinino e taxol, as quais, até
hoje, ainda sdo empregadas no tratamento de certas doengas.

A investigacdo desses conhecimentos milenares do uso de plantas com
finalidades medicinais, por determinados grupos étnicos, com o propdsito de
oferecer elementos praticos para outros investigadores, favorecendo a descoberta
de novos medicamentos, €, entre outros, um dos objetivos da etnobotanica
(Albuquerque, 2002).

Os resultados de pesquisas com plantas medicinais podem ter
desdobramentos em varios niveis. Em ambito individual, a descoberta de drogas
prototipo pode determinar a melhoria da qualidade de vida de pacientes com
doengas cronicas ou a propria sobrevivéncia do mesmo. Na esfera social, a
descoberta de fontes naturais de compostos quimicos que substituam os
importados e ou o desenvolvimento de fitoterapicos de fabricagdo nacional pode
ter efeitos econdmicos significativos, além de possibilitar a autonomia de cada
pais no gerenciamento de suas politicas de saude. Por parte do setor empresarial,
a industria farmacéutica movimenta importantes volumes de capital e a procura
por drogas protdtipo envolve milhdes de dolares. No aspecto ecologico, esse
crescimento do interesse medicinal aumenta a importancia da conservagdo da
biodiversidade, salvaguardando e perpetuando a dependéncia de plantas como
fonte de medicamentos (Elisabetsky & Costa-Campos, 1996).

O uso de plantas medicinais pela populagdo mundial tem sido muito

significativo nos ultimos tempos. Dados da OMS mostram que cerca de 80% da
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populagdo mundial fez uso de algum tipo de erva na busca de alivio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradavel. Desse total, pelo menos 30% deu-se
por indicacdo médica. A utilizacdo de plantas medicinais tem, inclusive,
recebido incentivos da propria OMS. S3ao muitos os fatores que vém
colaborando com o desenvolvimento de praticas de saude que incluem as plantas
medicinais, principalmente econdmicos e sociais.

Atualmente, os estudos realizados no intuito de descobrir novas
substancias naturais com atividades bioldgicas de interesse para o
desenvolvimento de farmacos sdo intensos. O Brasil ¢ um pais privilegiado, pois
conta com a maior biodiversidade genética vegetal do mundo, existindo mais de
55.000 espécies catalogadas. Porém, muitas plantas brasileiras, frequentemente
utilizadas pela populagdo, ainda ndo foram estudadas e os seus principios ativos
ainda ndo foram identificados para validad-las como medicamentos ou para

aproveita-las economicamente (Simoes et.al., 2003).

2.5 Baccharis trimera (Less) DC — carqueja

O género Baccharis, pertencente a familia Asteraceae, possui cerca de
500 espécies. No Brasil, estdo descritas cerca de 120, com a maior parte delas
localizada na regido sudeste do pais (Verdi et al., 2005). As espécies do gé€nero
Baccharis sdo tradicionalmente utilizadas como uma fonte terapéutica para o
tratamento de diversos distlrbios relacionados a saide do homem (Jakupovic et
al., 1990; Ruiz et al., 2008) e apresentam diversas utilidades. Cerca de 120
espécies deste género foram estudadas quimicamente e, entre estas, em torno de
30 apresentam estudos de atividade bioldgica. Flavonoides e terpenoides sdo
considerados os grupos de maior ocorréncia no género Baccharis. Nos estudos
de atividades biologicas destacam-se os efeitos alelopaticos, antimicrobianos,
citotoxicos e anti-inflamatorios. Entre as espécies mais pesquisadas quanto a

composi¢do quimica e/ou atividade biologica encontram-se B. megapotamica, B.
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incarum, B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B. coridifolia, B.
dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata (Spring, 2000; Baggio et al.,
2003; Verdi et al., 2005).

A carqueja (Figura 4), Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae),
pertence a familia Asteraceae e apresenta-se como um subarbusto ereto, ramoso
e glabro, com até 80 cm de altura. Originaria da América do Sul, é cultivada
principalmente no Brasil, na Argentina, no Paraguai e no Uruguai.

E uma espécie vegetal caracteristica de regides tropicais e possui como
sinénimos botanicos: Baccharis genistelloides var. trimera (Less.) Baker.,
Baccharis trimera Person, (= Molina trimera Less.) e outros nomes populares
dependendo da regido, como bacanta, bacarida, cacaia-amarga, cacalia-amarga,
cacalia-margosa, cacalia-doce, cuchi-cuchi, carque, carqueja-amarga, carqueja-
margosa, carqueja-do-mato, carquejinha, condamina, iguape, quina-de-
condomiana, tiririca-de-babado, tiririca-de-balaio, tiririca-de-bébado, trés-
espigas e vassoura.

Seu cha é popularmente utilizado para problemas do figado e vesicula
biliar, tlcera, gastrite, ma-digestao, diabetes, agindo na diminui¢ao dos agticares,
gripe, resfriados, diarreias, garganta inflamada, hipercolesterolemia, além de ser
também considerado eficaz para diminuir a pressdo ¢ como agente redutor de
peso (Verdi et al., 2005; Biavatti et al., 2007; Agra et al., 2007, 2008; Ruiz et al.,
2008).
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FIGURA 4 Parte aérea da planta carqueja - Baccharis trimera (Less) DC

Varios efeitos biologicos de extratos de carqueja tém sido relatados, tais
como gastroprotetor (Gonzales et al., 2000; Baggio et al., 2003), espasmolitico
(Weimann et al., 2002), antimicrobiano (Feresin et al., 2003), antivirais (Abad et
al., 1999; Sanchez-Palomino et al., 2002), antioxidante (Oliveira et al., 2003),
relaxante do musculo liso vascular (Torres et al., 2000), hepatoprotetor (Soicke
& Leng-Peschlow, 1987), anti-inflamatério (Gene et al., 1996), antimutagénico
(Nakasugi & Komai, 1998), antitilcera (Dias et al., 2009), hipoglicemiante
(Matos & Lorenzi, 2002; Barbosa-Filho et al., 2005) e antiartritico (Coelho et
al., 2004).

O principal efeito toxico relatado para B. trimera ¢ a indugdo de aborto,
relatada popularmente ¢ comprovada experimentalmente em animais, sendo
atribuida a uma acdo uterotonica (Gupta, 1995; Alonso, 1998). Esses relatos
reforcam a necessidade de um maior conhecimento sobre as plantas medicinais

utilizadas popularmente, ndo apenas para a confirmacao das atividades descritas
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pelo uso tradicional, mas também para que o uso seguro dessas plantas seja

estabelecido.

Tendo em vista o uso popular de carqueja como agente redutor de peso e
a disponibilidade do material vegetal na regido, a carqueja foi selecionada como

planta alvo deste estudo de atividade inibitéria sobre a lipase pancreatica.
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CAPITULO 2

PROSPECCAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DA LIPASE
PANCREATICA IN VITRO POR EXTRATOS VEGETAIS

1 RESUMO

Muitas plantas da flora brasileira sdo utilizadas pela populagdo como
emagrecedoras, porém, existem poucos estudos que comprovem tal fato.
Objetivou-se avaliar a atividade inibitoria de plantas tradicionalmente
conhecidas como agentes redutores de peso sobre a lipase pancreatica. Foram
preparados extratos metanolicos de dezenove plantas medicinais. Os extratos
foram concentrados e ressuspendidos em agua na propor¢do de 1:10 (p/v) e
testados como inibidores da lipase pancreatica in vitro. Foram realizados ensaios
cinéticos em quatro periodos de tempo com auséncia ¢ presenga do extrato
inibidor. Com os extratos que apresentaram maior inibigdo avaliou-se a a¢do do
fluido gastrico simulado sobre a atividade de inibicdo dos mesmos. Dos 19
extratos avaliados, 8 apresentaram atividade inibitoria sobre a lipase, sendo:
24,1% (114,7 ALI/g) - Malus communis Poir.; 17% (131,5 ALI/g) - Equisetum
arvense L.; 68,6% (142 ALI/g) - Cynara cardunculus subsp. scolymus; 53,2%
(145 ALI/g) - Coffea arabica L.; 85,4% (176 ALI/g) - Echinodorus grandiflorus
(Cham. & Schitdl.) Micheli; 40% (249 ALI/g) - Costus spicatus (Jacq.) S.W.;
82% (390 ALI/g) - Cymbopogon citratus (DC) Stapf; 78% (241 ALI/g) -
Baccharis trimera (Less.) DC. Apos o teste da ag¢do do fluido gastrico, o extrato
das folhas de Coffea arabica perdeu sua agdo inibitoria, os extratos de Cynara
cardunculus, Cymbopogon citratus ¢ Baccharis trimera sofreram redugdo na
atividade inibitéria, ndo deixando de ser significativas e a atividade inibitoria
dos extratos de Echinodorus grandiflorus e Costus spicatus ndo sofreu
alteracdes. Os extratos apresentam um potencial como adjuvante no tratamento
da obesidade e de dislipidemias, uma vez que inibem a lipase pancreatica antes e
apos a simulagdo da digestdo gastrica.

Palavras-chave: lipase, inibi¢do enzimatica, obesidade.



EXPLORATION OF THE INHIBITORY ACTIVITY OF PANCREATIC
LIPASE IN VITRO BY PLANT EXTRACTS

2 ABSTRACT

Many plants of the flora are used by the population as weight loss, but
there are few studies that prove this fact. Aimed to evaluate the inhibitory
activity of plants traditionally known as weight reducing agents on pancreatic
lipase. Methanol extracts were prepared from 19 medicinal plants. The extracts
were concentrated and resuspended in water at a ratio of 1:10 (w / v) and tested
as inhibitors of pancreatic lipase in vitro. Kinetic experiments were performed in
four periods with absence and presence of the inhibitor extract. With the extracts
that showed greater inhibition evaluated the action of simulated gastric fluid on
the activity of inhibiting them. Of the 19 extracts evaluated, 8 showed inhibitory
activity on the lipase was: 24.1% (114.7 ALI / g) - Malus communis Poir., 17%
(131.5 ALI / g) - Equisetum arvense L., 68, 6% (142 ALI / g) - Cynara
cardunculus subsp. scolymus; 53.2% (145 ALI / g) - Coffea arabica L.; 85.4%
(176 ALI / g) - Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli, 40% (249
ALI / g) - Costus spicatus (Jacq.) SW, 82% (390 ALI / g) - Cymbopogon
citratus (DC) Stapf, 78% (241 ALI / g) - Baccharis trimera (Less.) DC. After
testing the action of gastric fluid extract of the leaves of Coffea arabica lost their
inhibitory effect, extracts of Cynara cardunculus, Cymbopogon citratus and
Baccharis trimera had a reduction in inhibitory activity, it no longer significant
and the inhibitory activity of extracts from Echinodorus grandiflorus and Costus
spicatus unchanged. The extracts have potential as an adjunct in the treatment of
obesity and dyslipidemia, since they inhibit pancreatic lipase before and after
simulation of gastric digestion.

Key words: lipase, enzyme inhibition, obesity.
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3 INTRODUCAO

Para a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), o uso de plantas
medicinais ¢ uma importante alternativa para tratamento de doengcas,
principalmente nos paises em desenvolvimento, atendendo aos cuidados
primarios com a saude. Durante o periodo da industrializagdo e urbanizacio,
esse conhecimento tradicional, em nosso pais, foi deixado de lado, mas o
interesse pela fitoterapia novamente vem sendo despertado com as recentes
tendéncias globais, preocupadas com a biodiversidade e com o desenvolvimento
sustentavel (Simoes et al., 2002; Maciel et al., 2009).

Nos ultimos anos, tém sido realizados inumeros ensaios farmacologicos
e clinicos com extratos a base de plantas medicinais (Cunha, 2003). Hoje, a
fitoterapia deixou de se fundamentar no uso tradicional, passando a estar cada
vez mais apoiada nos aspectos da qualidade, eficacia e seguranca. A
etnofarmacologia vem ao encontro desse objetivo, uma vez que tem como
finalidade basica os estudos fitoquimicos, a formulagdo de hipoteses quanto as
atividades farmacoldgicas e as substancias ativas responsaveis pelas acdes
terapéuticas relatadas pelas popula¢des, no intuito de fornecer dados para a
produgdo de medicamentos economicamente acessiveis (Simoes et al., 2002).

O efeito da gordura ingerida na dieta sobre a hiperlipidemia é bem
conhecido (Grundy & Denke, 1990; Velasquez et al., 2006), uma vez que ela
esta diretamente ou indiretamente associada a diversas doencas, como
obesidade, diabetes, hipertensdo e problemas cardiovasculares (Kopelman,
2000). A eficiéncia da absor¢do dos trigliceridios € um dos principais fatores que
contribuem para o nivel destes no sangue e essa absor¢do s6 ¢ possivel apos a
hidrolise dos trigliceridios em acidos graxos livres e glicerol. Essa hidrolise é

realizada pela enzima lipase pancreatica [EC 3.1.1.3] (Verger, 1997). Assim, um
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inibidor da lipase pancredtica que ajuda a limitar a absor¢do intestinal de gordura
na fase inicial pode revelar-se Util como um medicamento para o tratamento da
hiperlipidemia e um promissor agente antiobesidade.

Atualmente, a mais comum das drogas antiobesidade disponiveis no
mercado é o Xenical ®, cujo principio ativo é o orlistat (tetra-hidrolipstatina),
um derivado da lipstatina hidrogenado obtido a partir de Streptomyces
toxitricini. E relatado como um potente inibidor das lipases gastricas e
pancreaticas (Hadvay et al., 1988) e revelou-se eficaz para o tratamento de
obesidade em humanos (Hauptman et al., 1992; Drent et al., 1995; Sjostrom et
al., 1998). A presenca de inibidores da enzima também foi relatada em algumas
fontes naturais, como algas marinhas (Bitou et al., 1999), Glycine max (L.) Merr.
(soja) (Gargouri et al., 1984; Satouchi et al., 1998), Triticum spp. (trigo) (Borel
et al., 1989; Tani et al., 1995), citros (Kawaguchi et al., 1997), Camellia sinensis
(L.) Kuntze (cha oolong) (Han et al., 2001) e extrato aquoso de algumas plantas
medicinais (Shimura et al., 1992).

No presente estudo, objetivou-se investigar a a¢do inibitoria de extratos

de plantas medicinais sob a lipase pancreatica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Seleciao das plantas medicinais

Foram selecionadas plantas medicinais com indicagdo de uso tradicional
como agentes redutores de peso e hipocolesterolémicas, com base em dados da
literatura (Albuquerque et al., 2007; Dickel et al., 2007; Mendes & Carlini,
2007; Brandao et al., 2008). Nas Tabelas 1 e 2 estdo relacionadas as plantas

selecionadas para o estudo e sintetizados os dados sobre elas.

4.2 Obtencao do material vegetal

Os materiais vegetais frescos das espécies Medicago sativa L.,
Equisetum arvense L., Cassia angustifolia Vahl., Cassia fistula L., Echinodorus
grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli., Arctium lappa, Petroselinum crispum
(Mill.) Nym., Coffea arabica L., Plectranthus barbatus (Andr.), Costus spicatus
(Jacq.) S.W., Cymbopogon citratus (DC) Stapf e Baccharis trimera (Less.) DC e
as informagdes etnobotanicas foram obtidos da colecdo do Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lavras (Tabela 1). As demais amostras
foram obtidas no comércio local na forma desidratada, constituindo drogas

vegetais pulverizadas (Tabela 2).

4.3 Preparo do extrato aquoso a frio

O material vegetal fresco (Tabela 1) foi lavado, fracionado em pedagos
de aproximadamente 1 cm” e triturado em grau de porcelana. Em seguida, foi
preparado um extrato aquoso por macera¢do dindmica na propor¢ao 1:10 (p/v).
Utilizou-se um agitador horizontal por 30 minutos, em banho de gelo. Em

seguida, a amostra foi centrifugada, a 1.700 x g, por 10 minutos, a 4°C. O
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sobrenadante foi recolhido e o extrato aquoso obtido foi utilizado nos ensaios de
inibi¢do da lipase pancreatica.

O material vegetal seco (Tabela 2) foi pesado, adicionou-se agua na
proporg¢do de 1:10 (p/v) e preparou-se o extrato aquoso por maceracao dinamica,

nas mesmas condi¢des ja descritas.

TABELA 1 Identificacdio do material vegetal obtido no Horto Medicinal ¢ a
parte da planta utilizada*

Nome cientifico Nome Pa.r.t ¢ Familia
popular utilizada

Arctium lappa L. Bardana Folhas Asteraceae

Baccharis trimera (Less.) DC Carqueja Hastes Asteraceae

Cassia angustifolia Vahl. Sene Folhas Fabaceae

Cassia fistula L Chuva-de- Folhas Fabaceae
ouro

Coffea arabica L. Café Folhas Rubiaceae

Cordia salicifolia Cham. Porangaba Inteira Boraginaceae

Costus spicatus (Jacq.) S.W. Cana-do-brejo  Folhas Zingiberaceas

Cymbopogon citratus (DC) Stapf ~ Capim-limdo  Folhas Poaceae

Cynara cardunculus subsp. Alcachofra Inteira Asteraceae

scolymus

Echinodorus grandiflorus (Cham.  Chapéu-de- Folhas Alismataceas

& Schitdl.) Micheli. couro

Equisetum arvense L. Cavalinha Inteira Equisetaceae

Medicago sativa L. Alfafa Inteira Fabaceae

Petroselinum crispum (Mill.) Salsa Inteira Apiaceae

Nym.

Plectranthus barbatus (Andr.) Boldo Folhas Monimiaceae

* material vegetal empregado na forma fresca.
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TABELA 2 Identificagdo do material vegetal obtido em comércio local e a parte
da planta utilizada*.

Nome cientifico Nome popular Parte utilizada Familia
Fucus vesiculosus L. Fucus Inteira Fucaceae
Malus communis Poir. Maga Casca Rosaceae
Polymnia sonchifolia Poepp. Yacon Raiz Fabaceae
Prosopis juliflora (Sw) DC ~ Algaroba Folhas Fabaceae
Humulus lupulus Luapulo Inteira Cannabaceae

*material vegetal empregado na forma desidratada.

4.4 Preparo do extrato metanélico

O material vegetal fresco foi lavado e fragmentado em pedagos de,
aproximadamente, 1 cm’. Em seguida, foi preparado um extrato metandlico por
maceragdo estatica, durante 24 horas. O extrato foi filtrado em malha de nailon
de 100um e deixado em banho-maria, a 45°C, até a completa evaporagdo do
solvente. Apds a evaporacdo do solvente, foi adicionada dgua ao residuo, na
proporg¢do 1:10 (p/v). Para as analises de inibicdo, alguns foram diluidos, devido
a intensa coloragdo do extrato. O extrato de Costus spicatus foi diluido cinco
vezes e os extratos de Coffea arabica e Cymbopogon citratus, diluidos trés
vezes. Esse extrato foi centrifugado, a 1.700 x ¢, por 10 minutos € o
sobrenadante utilizado como inibidor nas analises de atividade enzimatica
(Kwon et al., 2003). O material vegetal seco foi pesado e preparou-se o extrato

metandlico na propor¢do de 1:10 (p/v), nas mesmas condigdes ja descritas.

4.5 Ensaio de atividade da lipase pancreatica

A enzima lipase pancreatica suina (tipo II, SIGMA), na concentragdo de
10g L', foi preparada em tampdo Tris-HCI 0,05 mol L, pH 8,0 (contendo
CaCl, 0,010 mol L'e NaCl 0,025 mol L™). O p-nitrofenilpalmitato (substrato da
lipase) 0,008mol L™ foi dissolvido em Triton-X 100, 0,5% (p/v), a 37°C.
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Todas as analises foram feitas em triplicata. Em cada andlise, a mistura
de reagdo (100 puL de enzima, 50 uL de agua e 50 pL de substrato) foi incubada
por, pelo menos, quatro diferentes periodos de tempo. Controles sem enzima
(branco substrato) e sem substrato (branco enzima) foram incubados do mesmo
modo que os tubos experimentais. O p-nitrofenol (produto da acdo da lipase
sobre o p-nitrofenolpalmitato) de coloragdo amarela no pH do ensaio foi lido a
410nm. A inclinagdo da reta do grafico, absorbancia x tempo, foi calculada e
utilizada como referéncia para o calculo da % de inibi¢do e da atividade de

lipase inibida.

4.6 Ensaio de inibiciao da lipase pancreatica

Os extratos vegetais aquosos a frio e metanolico, preparados conforme
os itens 4.3 e 4.4, foram submetidos a ensaios de inibigdo da lipase. A inibicdo
foi obtida a partir da inclinagdo da reta do grafico absorbancia x tempo dos
ensaios na auséncia do extrato (A), na auséncia do extrato e da enzima (branco
substrato - a), na presenca do extrato, enzima e substrato (B) e na auséncia da
enzima (branco extrato + substrato - b) da mesma forma que o ensaio de
atividade da lipase (100 pL de enzima, 50 pL de extrato e 50 puL de substrato).
Em cada analise, os extratos foram pré-incubados com a enzima por 10 minutos
antes da adicdo do substrato e inicio da contagem do tempo. A porcentagem de
inibi¢do (I) foi calculada pela equacio:
(A-a)-(B-b)

(A-a)

1% = X100

A atividade de lipase inibida foi calculada a partir da diferenca entre as
inclinagdes na auséncia do inibidor (A-a) e na presenga do inibidor (B-b). Os
resultados foram expressos em atividade de lipase inibida por grama de planta
(ALI/g) que corresponde a 1 pmol de p-nitrofenol que deixou de ser produzido

por minuto, devido a presenga do inibidor nas condi¢des de ensaio.
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4.7 Simulac¢ao da digestao no estomago

Os extratos que apresentaram inibi¢ao significativa sobre a lipase foram
incubados com o fluido gastrico simulado preparado segundo a USP (1995), por
1 hora, em banho-maria, a 37°C. Apos esse periodo, foram neutralizados com
bicarbonato de sodio puro até pH 8 e a inibi¢do da enzima determinada

novamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhum dos dezenove extratos vegetais aquosos testados apresentou
atividade inibitéria sobre a lipase pancredtica. Por outro lado, das dezenove
espécies vegetais avaliadas, oito inibiram a atividade da lipase quando seus
extratos metanolicos foram avaliados (Tabela 3).

O resultado expresso em porcentagem de inibi¢do ¢ relativo a atividade
da enzima nas condi¢gdes do ensaio, por isso os resultados foram transformados
em atividade de lipase inibida por grama de planta (ALI/g), um resultado
absoluto.

Observou-se ativacao da enzima nas avaliagdes com 0s extratos aquosos.
Essa ativag@o tem sido descrita na literatura sem detalhar quais moléculas teriam
essa acao (Maggio, 1956; Kato & Tosa, 1983; Jahromi & Anil, 1993; Nagem et
al., 1994; Nagem et al., 1995).

Dentre as oito espécies que inibiram a lipase pancreatica citam-se Malus
communis Poir. — 114,7 ALI/g, Equisetum arvense L. — 131,5 ALIl/g, Cynara
cardunculus subsp. scolymus — 68,6 ALI/g, Coffea arabica L.- 145 ALIl/g,
Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli. — 176 ALI/g, Costus
spicatus (Jacq.) S.W. — 249 ALI/g, Cymbopogon citratus (DC) Stapf — 355
ALI/g e Baccharis trimera (Less.) DC. — 241 ALI/g.
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TABELA 3 Acgao dos extratos metanolicos das dezenove plantas estudadas sobre
a atividade da lipase pancreatica.

N° Nome cientifico %inibicio Atividade de lipase
o inibida (ALI/g)**
1 Arctium lappa L. 0 0
2 Baccharis trimera (Less.) DC 78+0,06 241+0,1
3 Cassia angustifolia Vahl. * 0
4  Cassia fistula L. * 0
5  Coffea arabica L. 53,2+0,2 145+0,4
6  Cordia salicifolia Cham. * 0
7  Costus spicatus (Jacq.) S.W. 40=+0,1 249+0,2
8  Cymbopogon citratus (DC) Stapf 8240,1 355+0,1
9 Cynara cardunculus  subsp. 68.6+:0.2 1420,09
scolymus
10  Echinodorus grandiflorus (Cham.
& Schltdl.) Micheli. 85,4+0,3 17606
11 Equisetum arvense L. 17+0,14 131,5+0,3
12 Fucus vesiculosus L. * 0
13 Humulus lupulus 0 0
14  Malus communis Poir. 24,1+0,08 114,7+0,1
15 Medicago sativa L. * 0
16 Petroselinum  crispum  (Mill.) 0 0
Nym.
17 Peumus boldus 0 0
18  Polymnia sonchifolia Poepp. * 0
19 Prosopis juliflora (Sw) DC * 0

*extratos que aumentaram a atividade da enzima; ** média de trés repeti¢des + desvio
padrio.
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Considerando a expressiva inibi¢cdo da enzima na presenga dos extratos
de Coffea arabica, Costus spicatus, Cynara cardunculus, Echinodorus
grandiflorus, Cymbopogon citratus e Baccharis trimera, estes foram submetidos
a um teste da possivel acdo do fluido géstrico sobre a atividade inibitoria dos
extratos (Tabela 4).

O extrato de Coffea arabica, apds a simulacdo, perdeu sua atividade, o
que indica que o inibidor presente ndo ¢é resistente a passagem pelo fluido
gastrico que pode acarretar modificacdes na molécula do inibidor em
decorréncia do pH 4cido do estdmago ou da presenga das proteinases,
inativando-o. A agdo inibitéria dos extratos de Cymbopogon citratus, Cynara
cardunculus e Baccharis trimera diminuiu apds a simulagdo da digestdo, ndo
deixando de serem significativas. Os inibidores presentes nos extratos de Costus
spicatus e Echinodorus grandiflorus mantiveram-se apd6s a simulagdo,

apresentando alta inibi¢do sob a atividade da lipase.

TABELA 4 Atividade da lipase pancreatica na presenga de extratos metanolicos
apos simulacdo da digestao

% inibicdo apés  Atividade de lipase inibida

Planta

simula¢ao* (ALI/g)*
Baccharis trimera 510,05 225+0,1
Coffea arabica 0 0
Costus spicatus 40+0,2 247+0,14
Cymbopogon citratus 65+0,3 297+0,4
Cynara cardunculus 400,07 88+0,2
Echinodorus grandiflorus 84+0,08 175+0,18

* média de 3 repeti¢des + desvio padrdo.
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Agbafor & Akubugwo (2007) investigaram a acdo hipocolesterolémica
do extrato etanolico de Cymbopogon citratus em ratos albinos € observaram que
os niveis de colesterol foram reduzidos nos animais tratados com o extrato.
Esses resultados concordam com os dados encontrados neste estudo, ja que a
inibi¢do da lipase pancredtica diminui a absor¢do de trigliceridios, podendo
reduzir também os niveis de colesterol.

Nao foram encontrados outros estudos cientificos que relatassem a
inibi¢do de lipase pancreatica pelas plantas descritas no presente estudo. Os
resultados de inibi¢do sugeriram que essas plantas (Baccharis trimera, Costus
spicatus, Cymbopogon citratus e Echinodorus grandiflorus) podem revelar uma
boa fonte de inibidores de lipase extraidos de produtos naturais, podendo ser
eficaz no auxilio do tratamento da obesidade causada por uma elevada taxa de
gordura na dieta. Estudos complementares serao realizados visando a purificacao
desses inibidores. A presenca de inibidores apds incubacdo com fluido gastrico

simulado ¢ forte evidéncia de que o resultado se repetira em ensaios in vivo.
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6 CONCLUSAO

Os extratos metandlicos de capim-limdo (Cymbopogon citratus),
alcachofra (Cynara cardunculus), cana-do-brejo (Costus spicatus), chapéu-de-
couro (Echinodorus grandiflorus) e carqueja (Baccharis trimera) apresentam
potencial como adjuvante no tratamento da obesidade e de dislipidemias, uma
vez que inibem a lipase pancreatica antes ¢ apds a simulacdo da digestdo

gastrica.
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CAPITULO 3

INIBICAO DE LIPASE PANCREATICA POR EXTRATOS DE Baccharis
trimera (CARQUEJA): AVALIACAO DE ANTINUTRIENTES E EFEITO
SOBRE GLICOSIDASES

1 RESUMO

A fim de comprovar o uso tradicional de carqueja (Baccharis trimera
Less (DC)) como agente redutor de peso, extratos da planta foram avaliados em
relagdo a atividade da lipase pancreatica (LP), enzima responsavel pela hidrolise
dos triacilglicerdis da dieta para sua posterior absor¢do. O extrato aquoso € o
infuso ndo apresentaram atividade inibitoria sobre a LP, o etandlico inibiu 16%
(66 ALI/g) e o extrato metandlico inibiu 78% (241 ALI/g). O extrato metanolico
de carqueja (EMC) foi submetido a uma lavagem com solventes com polaridade
decrescente (hexano, acetato de etila e metanol) e somente a fragdo metandlica
inibiu a lipase em 72% (230 ALI/g). Avaliou-se a atividade inibitoria do EMC e
do infuso sobre as enzimas a-amilase e o e B-glicosidases. A a-amilase ndo foi
inibida por ambos os extratos, a enzima o-glicosidase foi inibida pelos dois
extratos na mesma proporg¢ao (46,9 £+ 0,1) e a B-glicosidase foi inibida em 73%
pelo extrato metandlico e em 65% pelo infuso. Avaliou-se também a presenca de
antinutrientes nos mesmos. Foi detectada a presenca de saponinas, polifendis e
inibidores de tripsina nas duas amostras. Ensaios realizados in vivo poderao
avaliar em qual concentragdo terapéutica a presenca desses antinutrientes pode
ser prejudicial a saude.

Palavras-chave: obesidade, lipase pancreatica, Baccharis trimera,
antinutrientes.



INHIBITION OF PANCREATIC LIPASE BY EXTRACTS Baccharis
trimera (CARQUEJA): ASSESSMENT AND EFFECT ON
ANTINUTRIENTS GLUCOSIDASE

2 ABSTRACT

In order to confirm the traditional use of broom (Baccharis trimera Less
(DC)) for the reduction of weight, plant extracts were evaluated on the activity
of pancreatic lipase (LP), an enzyme responsible for hydrolysis of
triacylglycerols in the diet for its subsequent absorption . The aqueous extract
and infused did not show inhibitory activity on the LP, the ethanol inhibited
16% (66 ALI / g) and methanol extract inhibited 78% (241 ALI / g). The
methanol extract of broom (EMC) was subjected to a wash with decreasing
solvent polarity (hexane, ethyl acetate and methanol) and only the methanol
fraction inhibited the lipase in 72% (230 ALI / g). We evaluated the inhibitory
activity of EMC and infused on the enzymes a-amylase and o and B-
glycosidases. The a-amylase was not inhibited by both extracts, the enzyme a-
glucosidase was inhibited by both extracts in the same proportion (46.9 £+ 0.1)
and B-glucosidase was inhibited by 73% methanol extract and 65% by infused.
We also evaluated the presence of anti-nutrients in them. We detected the
presence of saponins, polyphenols and trypsin inhibitors in the two samples.
Tests performed in vivo able to assess which therapeutic concentration the
presence of anti-nutrients can be harmful to health.

Keywords: obesity, pancreatic lipase, Baccharis trimera, anti-nutrients.
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3 INTRODUCAO

O potencial das plantas como fonte de novas drogas oferece grande
campo para investigacdo cientifica, pois, das cerca de 250.000 a 500.000
espécies conhecidas, uma pequena porcentagem ja foi investigada
fitoquimicamente e apenas uma fracdo ja foi avaliada quanto ao potencial
farmacologico (Rates, 2001). Mesmo entre as plantas com uso medicinal
tradicional ainda ha um grande percentual que ndo foi objeto de estudo visando a
comprovagao da eficacia e da seguranca de seu uso (Cordell & Colvard, 2005).

Baccharis trimera Less (DC), popularmente conhecida como carqueja,
pertence a familia Asteraceae e apresenta-se como um subarbusto ereto, ramoso
e glabro, com até 80 cm de altura. Originaria da América do Sul, ¢ cultivada
principalmente no Brasil, na Argentina, no Paraguai e no Uruguai (Ruiz et al.,
2008). O cha ¢ utilizado popularmente no tratamento de problemas hepaticos,
digestivos, malaria, ulceras, diabetes, anemia, diarreia, inflamagdes urinarias,
amidalite, verminoses, mal de Hansen, reducdo do peso (Verdi et al., 2005;
Biavatti et al., 2007; Agra et al., 2007, 2008), hipercolesterolemia, disfungdo
erétil, infertilidade feminina e reumatismo (Alonso, 1998), além do uso como
agente abortivo (Matos & Lorenzi, 2002).

Ensaios bioldgicos objetivando atribuir a¢des farmacoldgicas para esta
espécie foram desenvolvidos, evidenciando efeito anti-inflamatorio e analgésico
(Gené et al., 1996), antimutagénico (Nakasugi & Komai, 1998), antitilcera (Dias
et al., 2009), vasorrelaxante da musculatura lisa (Torres et al., 2000),
hipoglicemiante (Matos & Lorenzi, 2002; Barbosa-Filho et al., 2005), antiviral
(Abad et al., 1999), gastroprotetor (Gonzales et al., 2000), hepatoprotetor
(Soicke & Leng-Peschlow, 1987) e antiartritico (Coelho et al., 2004).
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A obesidade estd se tornando uma das maiores ameagas para a saude
mundial neste milénio, com mais de 1 bilhdo de adultos com excesso de peso
(Harrold et al., 2003; Arbeeny, 2004). Descobertas na compreensdo dos
mecanismos moleculares que regulam o peso do corpo deram oportunidades
potenciais para intervencdo com fins terapéuticos e trouxeram esperanga
renovada para o desenvolvimento de drogas antiobesidade (Foster-Schubert &
Cummings 2006). O mercado desses medicamentos ¢ enorme e é responsavel
por 2% a 6% das despesas totais com a satide, em varios paises desenvolvidos.

Atualmente, o potencial de produtos naturais para o tratamento da
obesidade ¢ ainda largamente inexplorado e pode ser uma excelente alternativa
para o desenvolvimento seguro e eficaz de drogas antiobesidade (Bhutani et al.,
2007). Neste contexto, foi investigada a inibi¢do de lipase pancreatica, a-amilase
e o ¢ P-glicosidases por diferentes extratos de carqueja e a presenga de

antinutrientes nos mesmos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Hastes de Baccharis trimera Less (DC) (carqueja) foram coletadas no
municipio de Lavras (MG, Brasil) e conduzidas ao Laboratorio de Bioquimica
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde teve inicio o seu
processamento. Sua exsicata estd depositada no Herbario ESAL, do

Departamento de Biologia da UFLA, sob registro n° 873.

4.2 Preparo do extrato metandlico

O material vegetal fresco foi lavado e cortado em fragmentos de,
aproximadamente, 1 cm’. Em seguida, 1.238 g deste material foram macerados
em metanol, durante 48 horas. A mistura foi, entdo, filtrada em algodao,
resultando na obtenc¢do de uma fase liquida que foi seca em evaporador rotatorio
e liofilizador. Apos a liofilizagdo, obtiveram-se 105,78 g de um p6 verde-escuro,

que foi armazenado em freezer.

4.3 Preparo do extrato etandlico

O extrato etanolico (96,0°G) foi preparado como descrito no item 4.2,
porém, foram utilizados 10,16 g de material embebido em etanol durante 48
horas. Apos liofilizacdo, obtiveram-se 0,768 g de um p6 verde-claro, que foi

armazenado em freezer.

4.4 Preparo do extrato aquoso a frio
O material vegetal fresco foi lavado, fracionado em pedacos de
aproximadamente 1 cm’ e triturado em graal, com pistilo. Em seguida, foi

preparado um extrato aquoso na propor¢ao 1:10 (p/v), em banho de gelo,
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utilizando agitador horizontal por 30 minutos. Decorrido esse tempo, a amostra

foi centrifugada, a 1700 x g, por 10 minutos, a 4°C.

4.5 Preparo do infuso de carqueja

Hastes de carqueja fresca foram secas em estufa ventilada a 30°C,
moidas em moinho de facas tipo Wiley e armazenadas a temperatura ambiente.
Para o preparo do infuso, 2 g do pé foram pesados e colocados em infusdo com
50 mL de agua fervente, por 10 minutos (condigdes de uso pela populagdo).

Ap6s o resfriamento, o cha foi filtrado em tecido organza e armazenado a 4°C.

4.6 Obtencao das enzimas

As enzimas foram adquiridas na forma de padrdes industrializados:
lipase pancredtica suina tipo II, SIGMA; a-amilase pancreatica de porco tipo VI
B, SIGMA e tripsina pancreatica de porco, MERCK.

As o e B-glicosidases foram obtidas a partir de duodeno suino, cedido
pelo Departamento de Zootecnia, de animais destinados ao abate. O tecido foi
colocado em homogeneizador mecanico com agua, filtrado em malha de nailon
de 100 um e centrifugado, a 1700 x g, por 10 minutos, a 4°C. O sedimento foi

recolhido e utilizado como extrato enzimatico.

4.7 Ensaio de atividade da lipase

A enzima lipase pancreatica, na concentragio de 10 g L™, foi preparada
em tampao Tris-HCI 0,05 mol L, pH 8,0 (contendo CaCl, 0,010 mol L'e NaCl
0,025 mol L™"). O p-nitrofenilpalmitato (substrato da lipase) 0,008 mol L™ foi
dissolvido em Triton-X 100, 0,5% (m/v), a 37 °C.

Todas as analises foram feitas em triplicata. Em cada andlise, a mistura
de reagdo (100 puL de enzima, 50 uL de agua e 50 pL de substrato) foi incubada

por, pelo menos, quatro diferentes periodos de tempo. Controles sem enzima
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(branco substrato) e sem substrato (branco enzima) foram incubados do mesmo
modo que os tubos experimentais. O p-nitrofenol (produto da acdo da lipase
sobre o p-nitrofenilpalmitato) de coloragdo amarela no pH do ensaio foi lido a
410 nm, sem interrup¢ao da reagdo. A inclinagdo da reta do grafico, absorbancia
x tempo, foi calculada e utilizada como referéncia para o calculo da atividade da

lipase.

4.8 Ensaio de inibicio da lipase

Para o ensaio de inibicdo, foram testados os extratos metanodlico,
etandlico na proporcdo de lg de extrato/10mL de 4gua, o extrato aquoso
(1g/10mL) e o infuso de carqueja (0,4g/100mL). A inibi¢do da lipase foi obtida
a partir dos ensaios na auséncia dos extratos (atividade sem inibidor - A), na
auséncia dos extratos e da enzima (branco substrato - a), na presenga dos
extratos de carqueja, enzima e substrato (atividade com inibidor - B) e na
auséncia da enzima (branco inibidor + substrato - b), da mesma forma que o
ensaio de atividade da lipase (100 pL de enzima, 50 puL de extrato e 50 uL de
substrato). Em cada analise, os extratos foram pré-incubados com a enzima por
10 minutos, antes da adigdo do substrato e inicio da contagem do tempo.

A atividade de lipase inibida foi calculada a partir da diferenga entre a
inclinagdo de reta do grafico absorbancia x tempo do ensaio na auséncia do
inibidor (A-a) e na presenca do inibidor (B-b). Os resultados foram expressos
em atividade de lipase inibida por grama de planta (ALI/g), que corresponde a 1
umol de p-nitrofenol que deixou de ser produzido devido a presenca do inibidor.

A porcentagem de inibicdo (I) foi calculada pela equagao:

(A-a)-(B-b)
(A-a)

1% = X100

52



4.9 Fracionamento do extrato metandlico liofilizado

Em um erlenmeyer, colocaram-se 15,0 g do extrato metanolico e, em
seguida, adicionaram-se 100 mL de hexano. A mistura foi tampada com papel
aluminio e deixada sob constante agitacdo, por 30 minutos. Apos esse tempo,
colocou-se a mistura para decantacdo das particulas e o liquido sobrenadante
filtrou-se em algodao. Esse procedimento foi repetido por quatro vezes. A fragdo
solivel em hexano foi evaporada em um evaporador rotatdrio ¢ o residuo
liofilizado por trés dias. Ao residuo insoltivel em hexano adicionaram-se 100 mL
de acetato de etila e procedeu-se da mesma forma como para o hexano. Ao
residuo insolivel em acetato de etila adicionaram-se 100 mL de metanol e
realizou-se o mesmo procedimento utilizado com os demais solventes. As
massas obtidas em cada fracdo foram ressuspensas em agua, na propor¢ao lg

extrato/10mL agua, para a realizagdo dos ensaios de inibicdo da lipase (Figura

).

I 15,0 g do extrato |

1 hexano

Lliquido sobrenadante | “

la cetato de etila

| liquido sobrenadante | ”

lmetanol

|quuido sobrenadante | |torta |

‘ | ensaios de inibicdo da lipase.

massas obtidas |

FIGURA 1 Metodologia utilizada no fracionamento do extrato metanolico liofilizado.
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4.10 Inibicao da a-amilase e a e B-glicosidases
As analises de atividade enzimatica e inibi¢do foram realizadas de forma
analoga ao descrito nos itens 4.7 ¢ 4.8, com o extrato metandlico e o infuso de

carqueja.

4.10.1 Inibiciao de a-amilase

A inibigdo de a-amilase foi determinada utilizando-se amido 0,5% como
substrato. Os agucares redutores formados foram quantificados segundo
Noelting & Bernfeld (1948), utilizando como referéncia uma curva padrao de

glicose.

4.10.2 Inibicao de a-glicosidase e p-glicosidase

A inibicdo dessas enzimas foi determinada segundo o método proposto
por Kwon et al. (2006), com modificacdes: o substrato utilizado foi o p-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo 0,005 mol L™, preparado em tampdo citrato-
fosfato 0,1 mol L' pH 7,0. Na determinacdo da B-glicosidase, o substrato
utilizado foi o p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo. As atividades foram calculadas

a partir de uma curva padrao de p-nitrofenol.

4.11 Atividade hemolitica

As saponinas foram extraidas com uma solugdo salina (NaCl 0,85 g
100 mL™") tamponada com tampao fosfato pH 7,4, com agitagio, a temperatura
ambiente, por 3 horas. Utilizou-se uma placa de microtitulagdo, a qual se
adicionaram dilui¢des na base 2 do extrato. Em seguida, adicionou-se uma
suspensdo de eritrécitos a 2% de sangue humano tipo A Rh+. Apo6s 1 hora,
verificou-se qual a maior diluicdo capaz de promover a ocorréncia de hemolise

(Barca et al., 1985).
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4.12 Antinutrientes
4.12.1 Polifendis

A dosagem de polifenois do extrato metandlico e do infuso foi feita
segundo metodologia de Folin-Denis, utilizando 4cido tanico como padrdo
(Goldstein & Swain, 1963; Association of Official Analytical Chemists, AOAC,
2005).

4.12.2 Saponinas

As saponinas do extrato metandlico e do infuso de carqueja foram
extraidas com etanol, sob agitagdo, por 1 hora, a temperatura ambiente. O teor
de saponina foi determinado pela reagdo da saponina com o anisaldeido e a

digitonina usada como padrao (Baccou et al., 1977).

4.12.3 Inibicio de tripsina

A inibi¢do de tripsina foi determinada utilizando-se o N-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (BApNA), em tampdo Tris 0,05 mol L, pH 8,2, como
substrato. As atividades foram calculadas segundo Erlanger et al. (1961). A

inibicao foi calculada como descrito no item 2.8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato aquoso e o infuso de carqueja ndo inibiram a LP in vitro. O
extrato etanolico apresentou pequena inibigdo (16%). J4 o extrato metandlico
inibiu consideravelmente a atividade da LP, cuja porcentagem de inibigdo foi de

cerca de 78% (Tabela 1).

TABELA 1 Atividade da lipase pancreatica na presenga dos extratos de
carqueja.

o Atividade de lipase inibida
Extratos  %inibicao*

(ALI/g)*
Infuso 0 0
Aquoso 0 0
Etanolico 160,08 66+0,10
Metanolico 78+0,34 241+0,17

*média de 3 repeti¢des + desvio padrdo.

Diante desse resultado, o extrato metanolico foi selecionado para iniciar
os estudos de caracterizagdo do inibidor de lipase. O extrato metandlico foi
fracionado com hexano, acetato de etila ¢ metanol, para avaliar a caracteristica
de polaridade dos inibidores. A fracdo hexénica (3,9% da massa do extrato
metandlico) e a fracdo acetato de etila (42,6% da massa do extrato metanolico)
ndo apresentaram inibi¢do sobre a lipase, enquanto a fragdo metandlica (53,5%
da massa do extrato metandlico) (Tabela 2) inibiu a lipase na mesma ordem de

grandeza que o extrato sem fracionar (Tabela 1).
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Os trabalhos descritos na literatura mostram que, nos extratos alcoolicos
de plantas (principalmente metanol), tém-se isolado inibidores de lipase. Entre
esses trabalhos, pode-se citar o de Sharma et al. (2005), que estudaram extratos
metanolico de trés plantas, Eriochloa villosa (Thunb.) Kunth, Orix4 japonica
Thunb. ¢ Setaria italica (L.) Palib., que exibiram forte atividade antilipase in
vitro (acima de 80%). Além disso, uma molécula inibidora de lipase foi isolada
da fragdo metanolica de Salvia officinalis L. (Ninomiya et al., 2004) e um efeito
hipocolesterolémico foi verificado em ratos que receberam doses do extrato
etandlico de Cymbopogon citratus, evidenciando a presenca de inibidores de
lipase (Agbafor & Akubugwo, 2007). Do extrato metanodlico de llex
paraguariensis também foi isolado um inibidor de lipase (Sugimoto et al.,
2009). Esses trabalhos, bem como os resultados encontrados neste estudo,
sugerem que 0s compostos organicos soluveis em metanol apresentam alguma
caracteristica estrutural que tem a capacidade de ligar e inibir a lipase

pancreatica.

TABELA 2 Percentual de inibi¢ao da lipase apds fracionamento com solventes.

Fracio Massa obtida %inibicio* Atividade de lipase inibida
(2 (ALI/g)*
hexano 0,574 0 0
acetato de etila 6,226 0 0
metanol 7,826 72+0,05 230+0,2

* média de 3 repetigdes + desvio padrio.

Como o infuso de carqueja ¢ utilizado popularmente como ferramenta no
tratamento antiobesidade e o mesmo nao apresentou atividade inibitdria sobre a

lipase, avaliou-se, entdo, a inibi¢do do infuso e do extrato metanolico liofilizado
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sobre a atividade de glicosidases digestivas (a-amilase, o ¢ B-glicosidases). Os
resultados encontrados mostraram inibi¢do sobre a e B-glicosidases, enquanto a
amilase ndo foi inibida por nenhum dos extratos (Tabela 3). Essa inibigdo
causada pelo infuso de carqueja sugere que este pode, sim, ser um coadjuvante
no tratamento da obesidade, comprovando, desse modo, o uso popular dessa
planta.

Essa inibicdo enzimatica das glicosidases (o ¢ B) (Tabela 3) tem sido
relacionada com a presenga de compostos fendlicos nas plantas, devido a
caracteristica estrutural comum a todos eles que € a presenca de um anel
aromatico hidroxilado, que se assemelha a estrutura dos agucares, substratos
naturais das glicosidases (Kwon et al., 2006). O mesmo nao ocorre com amilase,
possivelmente por possuir um sitio de ligacdo mais especifico que as
glicosidases.

Oliveira et al. (2005) avaliaram o efeito dos extratos etanodlico,
butandlico ¢ aquoso de carqueja sobre a glicemia de ratos diabéticos e ndo
diabéticos e constataram que apenas a fragdo aquosa de Baccharis trimera (2000
mg/kg, duas vezes por dia) reduziu a glicemia ap6s um tratamento de sete dias.
Esses resultados podem ser explicados pela alta inibicdo das enzimas f-
glicosidase e a-glicosidase responsaveis pela digestdo final dos carboidratos,
impedindo que sejam absorvidos. No entanto, como mostrado neste trabalho, o
extrato aquoso € o extrato metandlico apresentaram inibi¢do sobre a o e f-
glicosidases (Tabela 3), porém, quando o extrato foi obtido utilizando como
solvente o metanol, a inibi¢do sobre as glicosidases continuou sendo observada,
além da alta inibigdo sobre a lipase pancreatica, aumentando muito a capacidade

do extrato metanolico na fungdo antiobesidade.
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TABELA 3 Percentual de inibi¢do causada pelo infuso e extrato metandlico de
carqueja sobre enzimas glicoliticas

% de inibicao*

Enzimas
Extrato metanolico Infuso
a-glicosidase 47,3+0,5 46,6+0,3
B-glicosidase 73+40,23 65+0,06
o-amilase 0 0

* média de trés repeti¢des + desvio padrao da média.

Considerando as diretrizes atuais referentes a qualidade, a eficacia e a
seguranca dos medicamentos fitoterapicos, ¢ imprescindivel a avaliagdo de
antinutrientes presentes no extrato (Tabela 4).

Foi verificada inibicdo da tripsina pelas duas amostras, extrato
metanolico e infuso (Tabela 4). A inibicdo da tripsina pode ocasionar uma
diminuicao da digestibilidade proteica. Essa inibi¢ao pode nio ser benéfica para

o organismo, sendo necessarios estudos in vivo para a determinagdo dessa agio.

TABELA 4 Teores de antinutrientes no extrato metanodlico € no infuso de

carqueja.
Antinutrientes’
Saponinas Tripsina Polifenéis (mg acido tanico/100g
Extrato
(g/100g MS) (%) MS)
Infuso 0,23+0,7 57+0,2 45,2540,6
Metanolico 0,75+0,3 71+0,7 42,75+0,4

"Médias de trés determinagdes + desvio padrio.
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O teor de polifenois foi semelhante entre ambos (Tabela 4); a principal
classe de metabdlitos secundarios encontrados nas espécies do género Baccharis
¢ a dos polifendis e muitos estudos tém considerado essas substidncias como
compostos bioativos porque, apesar de poderem provocar danos a saide, muitas
apresentam capacidade antioxidante ou terapéutica (Barcelos, 2004; Verdi et al.,
2005).

Saponinas foram encontradas em maior quantidade no extrato
metandlico. As saponinas possuem acao lipofilica, que facilita a complexagio
das saponinas com esteroides, proteinas e fosfolipideos das membranas
celulares, alterando sua permeabilidade ou causando sua destruigdo,
determinando manifestagdes sistémicas, entre as quais, a hemolise (Borella et
al., 2006). Nao foi detectada hemolise no ensaio realizado com o extrato
metandlico e o infuso, resultado que pode indicar baixa toxicidade das saponinas

presentes nas amostras.
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6 CONCLUSAO

Diante da comprovagéo in vitro da presenga de antinutrientes no extrato
metanolico e no infuso de carqueja, avaliagGes in Vivo serdo necessarias para que
a concentragdo terapéutica que venha a compor o fitoterapico seja insuficiente
para ocasionar danos a saude.

O extrato metandlico liofilizado, além de inibir as glicosidases, tem alta
acao inibitoria sobre a lipase pancreatica, sendo promissor na elabora¢do de um

medicamento fitoterapico auxiliar no tratamento da obesidade.
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CAPITULO 4

EFEITO DO EXTRATO METANOLICO DE Baccharis trimera EM
RATOS HIPERCOLESTEROLEMICOS

1 RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido para investigar o efeito emagrecedor
e hipolipidémico do extrato metanolico de carqueja (EMC). Foram utilizados 21
ratos machos da linhagem Wistar. Esses ratos foram distribuidos aleatoriamente
em trés grupos, com sete animais por grupo. A administracdo do extrato foi
realizada via oral, durante 35 dias. O grupo A (controle) recebeu 1 mL de
agua/dia; o grupo B recebeu uma dose de 0,002¢g /dia (dose 1) e o grupo C, a
dose de 0,1g/dia (dose 2). Foram feitas analises de lipideos do sangue, colesterol
total e fragdes e triglicérides no soro, ganho de peso, consumo alimentar,
analises de peso, extrato etéreo, colesterol total e estudo histopatologico do
figado, apos 35 dias. Procedeu-se a analise de varidncia (ANOVA) e utilizou-se
o teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os ratos tratados sofreram significativa
reducdo de peso em relacdo ao grupo controle, ndo diferindo entre as doses. Nao
foi observada modificagdo nos niveis de trigliceridios entre o grupo controle e os
grupos tratados com EMC. Apesar de apresentar um aumento nos niveis de
colesterol, causado por inducdo da dieta, os ratos que receberam as doses de
EMC sofreram um aumento menor, caracterizando um efeito
hipocolesterolemico. A dose de 0,1g/dia causou redu¢do dos niveis de HDL,
indicando que doses menores devem ser administradas. Em conclusdo, os
resultados sugerem que o EMC tem acdo emagrecedora e hipolipidémica,
possivelmente pela acdo inibidora da lipase pancredtica. Diante da auséncia de
mortalidade e de efeitos toxicos diretos, principalmente nos animais que
receberam a dose de 0,002g/dia, sdo fortes as evidéncias de que o EMC pode ser
utilizado como auxiliar no tratamento da obesidade suas complicagdes e seus
efeitos colaterais, bem como a hipercolesterolemia.

Palavras-chave: Baccharis trimera (Less.) DC, obesidade, hipocolesterolemia.



EFFECT OF THE METHANOL EXTRACT OF Baccharis trimera IN
HYPERCHOLESTEROLEMIC RATS

2 ABSTRACT

This study was designed to investigate the slimming effect and
hypolipidemic methanol extract of broom (EMC). We used 21 male rats Wistar.
These were randomized into three groups with 7 animals per group. The
administration of the extract was performed orally for 35 days. Group A
(control) received 1 mL of water / day, group B received a dose of 0.002 g/ day
(dose 1) and group C at a dose of 0.1 g/ day (dose 2). An analysis was made of
blood lipids, total cholesterol and triglyceride in serum triglycerides, weight
gain, food consumption, analysis of weight, lipids, total cholesterol and liver
histopathology after 35 days. There has been analysis of variance (ANOVA) and
used the Tukey test at 5% probability. The treated mice suffered significant
weight reduction compared to the control group did not differ between doses. No
change was observed in triglyceride levels between the control group and groups
treated with EMC. Despite showing an increase in cholesterol levels caused by
induction diet rats given doses of EMC have risen less characterizing a
hypocholesterolemic effect. The dose of 0.1 g / day caused decreased levels of
HDL, indicating that lower doses should be administered. In conclusion the
results suggest that EMC has weight loss and hypolipidemic action, possibly by
the inhibitory action of pancreatic lipase. Given the absence of mortality and
direct toxic effects, especially in animals that received the dose of 0.002 g / day
are strong evidence that the EMC can be used to aid and assist in the treatment
of obesity treatment complications and side effects, and hypercholesterolemia.

Keywords: Baccharis trimera Less (DC.), obesity, hipocolesterolémia.
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3 INTRODUCAO

A obesidade ¢, atualmente, um dos problemas mais graves da satde
publica. Sua prevaléncia cresceu acentuadamente nas ultimas décadas, inclusive
nos paises em vias de desenvolvimento, o que a elevou a categoria de epidemia
global. Dos estudos epidemiologicos realizados em populagdes latino-
americanas surgiram dados alarmantes. A medida que se consegue erradicar a
miséria nos setores mais pobres da populagdo, a obesidade aparece como um
problema mais frequente e grave que a desnutricdo. E o fendmeno da transigio
nutricional que sobrecarrega nosso sistema de saide com o aumento de demanda
de ateng¢do por doencas cronicas relacionadas com a obesidade, como o diabetes
tipo 2, a doenca coronariana, a hipertensdo arterial e diversos tipos de cancer
(Associagdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabolica,
ABESO, 2009).

O sucesso do tratamento da obesidade inclui melhora da dieta, exercicio
fisico, modificagdo no comportamento e terapéutica farmacolégica. Nesse
contexto, inibidores de enzimas digestivas, como o orlistat (120 mg/capsulas),
apresentam caracteristicas mais seguras no tratamento, por ndo agirem sobre o
sistema nervoso central como atuam os anorexigenos geralmente utilizados.

Muitas plantas sdo utilizadas pela populagdo como auxiliares no controle
de peso. A carqueja (Baccharis trimera (Less.) DC) é uma delas, porém, ainda
ndo foram realizados estudos que comprovem essa acdo (Verdi et al., 2005;
Biavatti et al., 2007; Agra et al., 2007; Agra et al., 2008). Testes laboratoriais
revelaram que o extrato metandlico de carqueja tem alta acdo inibitoria sobre a

lipase pancreatica.
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Neste trabalho, avaliou-se o efeito no ganho de peso e a agdo anti-
hipercolesterolémica do extrato metanolico de carqueja em ratos com dieta

hipercolesterolémica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Hastes de Baccharis trimera Less (DC) (carqueja) foram coletadas no
municipio de Lavras (MG, Brasil) e conduzidas ao Laboratorio de Bioquimica
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde teve inicio o seu
processamento. Sua exsicata estd depositada no Herbario ESAL, do

Departamento de Biologia da UFLA, sob registro n° 873.

4.2 Preparo do extrato metandlico

O material vegetal fresco foi lavado e cortado em fragmentos de
aproximadamente 1 cm’. Em seguida, 1.238 g deste material foram macerados
em metanol, durante 48 horas. A mistura foi, entdo, filtrada em algodao,
resultando na obtencdo de uma fase liquida que foi seca em evaporador rotatdrio
e liofilizador. Apos a liofilizagdo, obtiveram-se 105,78 g de um p6 verde-escuro,

que foi armazenado em freezer.

4.3 Bioensaio
4.3.1 Animais e condicdes do experimento

No planejamento e na execucdo da pesquisa, foram obedecidas as
recomendagdes da Comissdo de Bioética na utilizagdo de animais da
Universidade Federal de Lavras. Foram utilizados 21 ratos machos albinos
(Rattus norvrgicus), da linhagem Wistar, provenientes do Biotério do
Departamento de Medicina Veterindria da UFLA, em fase de crescimento e com
peso médio inicial de 129,3+8,87 g. Os animais foram mantidos em gaiolas indi-
viduais, em sala com temperatura de 254+3°C (ciclo claro/escuro 12 horas) e com

acesso a ragdo e agua ad libitum, por um periodo de 35 dias. A dieta
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experimental foi preparada de acordo com AIN-93G com modificacdes (Tabela
1), para indug¢do de hipercolesterolemia nos animais. Durante todo o
experimento, realizou-se, em dias intercalados, o controle do peso corporal e do
consumo de ragdo pelos animais para a elaboragdo da curva de crescimento e

acompanhamento do desenvolvimento.

TABELA 1 Composi¢do da dieta experimental

Componentes g/100g dieta

Amido de milho 52
Caseina 20
Celulose 5
Sacarose 10
Oleo de soja 7
Colesterol 1
Colato de soédio 0,25
Metionina 0,4
Colina 0,2
Mistura mineral * 3,5
Mistura vitaminica** 1
Vitamina E 0,01
Butil-hidroxitolueno (BHT) 0,01

*: Composicao, em mg/kg. Minerais essenciais: ferro, 35; célcio, 5000; fosforo, 1561;
potassio, 3600; enxofre, 300; sodio, 1019; cloro, 1571; magnésio, 507; zinco,30 ;
manganés,10; cobre, 6; iodo, 0,2; molibdénio, 0,15; selénio, 0,15. Minerais
potencialmente benéficos: silicio, 5; cromo, 1; fltor, 1; niquel,0,5; bério, 0,5; litio, 0,1;
vanadio, 0,1.

**: Composicdo, em mg/kg: acido nicotinico, 30; pantotenato, 15; piridoxina, 6; tiamina,
5; riboflavina, 6; acido folico, 2; composi¢do em mg: vitamina k, 750; D-biotina, 200;
vitamina B12, 25; vitamina A, 4000; vitamina D3, 1000; vitamina E, 75.

4.3.2 Administracao do extrato
Os animais foram pesados e distribuidos aleatoriamente em trés grupos
com sete animais cada. A administragdo do extrato foi realizada com auxilio de

uma canula orogastrica. O grupo A (controle) recebeu 1 mL de dgua/dia, o grupo
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B recebeu uma dose de 0,002 g/dia, que corresponde a 1 g/70 kg/dia (dose 1) e o
grupo C a dose de 0,1 g/dia, correspondente a 50g/70 kg/dia (dose 2). O extrato
foi pesado e dissolvido em 1 mL de 4gua, antes da administragdo, uma vez ao

dia, durante 35 dias.

4.3.3 Determinacio de lipidios plasmaticos

Foram coletadas amostras de sangue (200 plL) semanalmente, por meio
de incisdo na cauda dos animais, em tubos tipo Eppendorfes® com EDTA. As
amostras foram centrifugadas a 1.700 x g, por 20 minutos, para a obtencdo do
plasma, que foi usado para as andlises de colesterol total e trigliceridios

plasmaticos utilizando os kits Celm® e Labtest®, respectivamente.

4.3.4 Término do bioensaio

Ao término do experimento, os animais foram anestesiados com
tiopental sodico (35 mg/kg), o sangue foi retirado dos grandes vasos abdominais
e, em seguida, centrifugado para a obten¢do do soro. Avaliaram-se HDL, LDL,
colesterol total e trigliceridios plasmaticos por meio de ensaios colorimétricos
com kits Celm® e Labtest®. O figado foi retirado por meio de laparotomia
mediana, lavado em solugdo salina 0,9%, pesado e estocado, a -25°C, para
posteriores analises de peso, extrato etéreo, colesterol total e estudo

histopatologico.

4.4 Analises bioquimicas do figado

A andlise de extrato etéreo foi determinada utilizando-se a metodologia
proposta pela AOAC (6). Para a quantificagdo de colesterol total, as amostras de
figado liofilizados foram submetidas a extracdo lipidica com cloroférmio e
metanol (2:1), conforme Folch et al. (1957), e a dosagem foi feita pelo método

da colesterol oxidase, utilizando-se o kit enzimatico-colorimétrico Bioclin®.

72



4.5 Analise histologica do figado

Para o estudo histolégico, um fragmento de figado de cada rato foi
fixado em formalina tamponada a 10% e processados por métodos
convencionais para exames histologicos e corados por hematoxilina e eosina. A

avaliacdo foi realizada por microscopia Optica.

4.6 Analise estatistica
Procedeu-se a analise de varidancia (ANOVA) e utilizou-se o teste de

Tukey, a 5% e a 1 % de probabilidade, para comparagdo entre as médias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais consumiram, em média, 15,06+£8,65 g/dia de ragdo, no
periodo experimental. O consumo médio semanal de racdo pelos animais ¢
apresentado na Figura 1. Nao houve alteragdo significativa no consumo durante
o experimento, indicando que a administragdo das doses do EMC néo alterou o
consumo de alimento pelos animais. A curva de crescimento dos animais esta
demonstrada na Figura 2 e a comparag@o entre o peso inicial e o peso final dos
animais, observando o efeito redutor de peso das doses de EMC, na Figura 3. Os
ratos tratados sofreram significativa redu¢do de peso, ndo diferindo entre as

doses.

2] contrale
] dose 1 (0,002 gidia)
EEEE dose 2 (0 1g/dia)

7

a0

Caonsumo de racio (g)
s

//

' 1
1 z 3

Semanas

FIGURA 1 Consumo de ragdo de animais tratados com doses do EMC, por 35
dias.
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Os resultados do presente estudo mostraram que as doses do EMC
[1g/70 kg/dia (dose 1) e a dose de 50g/70 kg/dia (dose 2)], administradas por 35
dias, para ratos com uma dieta hipercolesterolémica, tiveram agdo anti-
hipercolesterolémica e causaram reducao de peso. As doses foram determinadas
com base na dose do extrato de carqueja usualmente ingerido para efeito de
perda de peso em humanos, que ¢ de 500 a 1000 mg/dia. Sendo assim, testou-se
uma dose de 1.000 mg e uma dose 50 vezes maior para avaliar possiveis agdes
toxicas (Londrina, 2006).

Os grupos que receberam doses do EMC tiveram reducdo do peso
(Figura 3). Em estudos anteriores, foi verificada inibi¢do in vitro da lipase
pancreatica, sendo um dos mecanismos que podem ter causado a reducdo do
peso pela menor absorgdo de trigliceridios, além da inibigdo in vitro das
glicosidases relatada no capitulo 3.

Os niveis de colesterol medidos durante o experimento estdo
demonstrados na Figura 4. Os animais estavam em fase de crescimento e
receberam uma dieta hipercolesterolémica para induzir aumento de niveis
lipidémicos. O aumento nos niveis de colesterol demonstrou que a dieta foi
eficiente na inducdo da hipercolesterolemia. Nos ratos que receberam as doses
de EMC, observou-se menor aumento nos niveis de colesterol, caracterizando

um efeito anti-hipercolesterolémico.
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FIGURA 4 Niveis de colesterol total do sangue de animais tratados com doses
do EMC, por 35 dias. * p <0,01 quando comparado ao grupo
controle,n =17

Existe relacdo direta entre quantidade de trigliceridios e colesterol.
Quanto maior a disponibilidade de Acetil-CoA, que ¢ obtido a partir de
trigliceridios e carboidratos em excesso convertidos em trigliceridios, maior a
sintese de colesterol. O colesterol ¢é sintetizado principalmente no figado e
distribuido para o organismo. Como era esperada acao inibitoria do EMC sobre
a lipase pancreatica, o menor teor de colesterol sérico dos animais que
receberam o EMC pode ser explicado por essa agdo inibitoria (Arslan et al.,
2005).

Ao final dos 35 dias de experimento, os niveis de triglicérides dos
animais foram de 23,114+4,67 no grupo controle, 23,03+5,12 no grupo que
recebeu a dose 1 (0,002g/dia) e 18,59+6,73 no grupo que recebeu a dose 2
(0,1g/dia). Os niveis de triglicérides entre o grupo controle e os grupos tratados
com EMC foram estatisticamente iguais. Os animais receberam ragdo sem

restricdes e € recomendado que a medicdo de trigliceridios no sangue seja feita
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ap6s um periodo minimo de trés horas de jejum, esse pode ser o motivo da
auséncia de alteragdes (Lima et al., 2002).

Os niveis séricos das lipoproteinas LDL-c + VLDL-¢c ¢ HDL-c foram
determinados no ultimo dia de experimento (Tabela 2). Os niveis de colesterol-
HDL (HDL-c) sofreram uma reducdo no grupo que recebeu a dose 2 e os niveis
de colesterol-LDL + colesterol-VLDL (LDL-c + VLDL-c) menor para os dois
grupos tratados em relagdo ao controle.

A dose maior (0,1g/dia) causou uma redugdo dos niveis da lipoproteina
HDL-c, resultado nao desejado, caracterizando essa dose como prejudicial a
sade. A diminuicdo da lipoproteina LDL-c foi observada nos dois grupos
tratados. Essas reducdes dos niveis das lipoproteinas LDL e HDL estdo,
possivelmente, relacionadas a menor absorcao de trigliceridios nos ratos tratados
com doses do extrato inibidor de lipase pancreatica (EMC). Em outros estudos,
nos quais foi observada reducdo dos niveis de colesterol, o0 mesmo ocorreu com
as lipoproteinas (Mertens & Holvoeti, 2001; Frank et al., 2002; Weggemans &
Trautwein, 2003).

TABELA 2 Niveis de HDL-c e LDL-c +VLDL-c do soro de animais tratados
com doses do EMC, por 35 dias. b p <0,05, quando comparado ao
grupo controle, n =7

Grupos HDL-cmg/dl LDL-¢+ VLDL-c mg/dL

Controle 118,10+£8,09a 126,48+10,4 a
Dose 1 98,96+7,07ba 48,55+8,56b
Dose2  70,43+532b  80,98+7,32b

*dose 1 =0,002¢g/dia; dose 2 = 0,1g/dia
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O peso do figado do grupo que recebeu a dose 1 foi menor em relacao

aos outros e o teor de lipidios totais maior no grupo controle (Tabela 3).

TABELA 3 Peso do figado, niveis de colesterol total e lipidios totais de animais
tratados com doses do EMC, por 35 dias. al p <0,05, quando
comparado ao grupo controle, n =7

Grupos Peso figado  Colesterol figado Lipidios totais figado (g/1g

(2 mg/g de figado)
Controle  6,79+2,1 a2 182,37+£3,2 al 0,30+0,06 a2
Dosel  5,83+1,3al 142,38+1,4 al 0,24+0,1 al
Dose2  6,73+1,8 a2 192,22+2.2 al 0,20+0,04 al

*dose 1 =0,002g/dia; dose 2 = 0,1g/dia

Para averiguar possiveis acdes toxicas no figado pelo EMC, foi feita a
avaliacdo histologica (Figura 5). Nos animais que receberam a dose 2 foi
observada uma leve vacuolizagdo no citoplasma dos hepatocitos, que pode ser
indicio do inicio de esteatose ou de maior acimulo de glicogénio no figado. O
figado desses animais também apresentou maior peso em relagdo ao grupo que
recebeu a dose 1. Como os animais receberam uma dieta hipercolesterolemica,
sugere-se que o figado esteja maior devido ao acimulo de colesterol (Kotronen
et al., 2009).

A chamada “doenga gordurosa do figado”, também conhecida como
esteatose ou esteato-hepatite, esta presente em individuos obesos, com colesterol
ou triglicérides elevados ou com diabetes (Sharma et al., 2003; Zhang et al.,
2009; Wang et al., 2009). Pode-se inferir que houve um inicio de acimulo de
gordura no figado. No grupo controle foram encontrados maiores niveis de

lipidios totais, reforcando a ideia que o EMC inibe a lipase pancreatica.
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FIGURA 5 Microfotografia de cortes de figado corados por hematoxilina e
eosina, 25x, de animais tratados com doses do EMC, por 35 dias.
(A= controle; B = dose 1; C = dose 2.) * leve vacuoliza¢do do
citoplasma dos hepatdcitos (seta)

A inibigdo de lipase foi verificada em ratos que receberam doses do
extrato de Cassia nomame pela observa¢do dos mesmos parametros analisados.
Inibicdo de lipase também foi verificada em ratos que receberam doses do
extrato de Paliurus cyclocarya e foram encontrados resultados semelhantes,
embasando as ideias propostas neste estudo (Yamamoto et al., 2000; Kurihara et
al., 2003).
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados sugerem que o EMC tem acdo
emagrecedora e hipolipidémica, possivelmente pela ag¢do inibidora da lipase
pancreatica. A dose de 0,1 g/dia causou reducdo dos niveis de HDL, indicando
que doses menores devem ser administradas. Diante da auséncia de mortalidade
e de efeitos toxicos, principalmente nos animais que receberam a dose de 0,002
g/dia, sdo fortes as evidéncias de que o EMC pode ser utilizado como auxiliar no

tratamento da obesidade e suas complicagdes, bem como a hipercolesterolemia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos metandlicos das plantas Echinodorus grandiflorus (Cham. &
Schltdl.) Micheli. (chapéu-de-couro), Costus spicatus (Jacq.) S.W. (cana-do-
brejo), Cymbopogon citratus (DC) Stapf (capim-limao), ¢ Baccharis trimera
(Less.) DC (carqueja) possuem alta acdo inibitdria sobre a enzima lipase
pancreatica e podem ser auxiliares no tratamento de perda de peso.

As plantas em questdo sdo naturais do Brasil, de facil plantio e facil
obtengdo. Tal fato diminui consideravelmente o custo do possivel medicamento
a ser produzido, ja que o unico produto existente para esse fim é importado e
vendido por um valor que o torna inacessivel para a maior parte da populagao.
Apesar de observarmos algumas patentes de compostos inibidores de lipase,
muitas ndo apresentam resultados de testes in Vivo e possuem processos
complicados de purificagdo da molécula inibidora.

Com o extrato metanolico de Baccharis trimera (Less.) DC (carqueja)
foram realizados ensaio bioldgico e testes de toxicidade. O presente estudo
apresenta resultados que podem levar a liberacdo do uso do extrato de carqueja

como agente fitoterapico com ag¢ao inibidora de lipase.
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