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RESUMO

A obesidade ¢ o resultado de diversas caracteristicas do individuo, entre as quais se
destacam os aspectos genéticos, ambientais e comportamentais. Sua ocorréncia &
devido ao acumulo anormal ou excessivo de gordura, que pode resultar em risco de
desenvolvimento de doencas graves e alteracdes lipidicas como dislipidemias e
hipercolesterolemia. Varios tratamentos terapéuticos séo utilizados para reducdo do
peso corporal. Medicamentos com agéo inibidora da lipase digetiva na regido do lumen
intestinal sao utilizados para controlar o metabolismo lipidico, que propicia a redugao
da absorgédo de gordura. As plantas tém sido amplamente estudadas como recurso
terapéutico, fundamentado no uso popular. Varias plantas apresentam acéo
antilipidémica comprovada, devido a presenga dos catecois. A Endopleura uchi,
conhecida popularmente como uxi amarelo, apresenta em seus extratos, derivados
fendlicos e flavonoidicos (catequinas). Este trabalho teve como objetivo, o estudo de
avaliagao da eficacia antilipidémica da casca de Endopleura uchi, empregando método
espectrofotométrico. A amostra de casca de E. uchi seca e triturada foi adquirida
comercialmente. A metodologia envolveu a obtencdo dos extratos; quantificacdo de
derivados flavonoidicos e derivados fendlicos totais; avaliagdo da atividade
antioxidante e determinacao do efeito inibidor dos extratos na atividade enzimatica da
lipase pancreatica. Foram preparados trés extratos em solventes com polaridades
diferentes, a partir de 200g de casca seca triturada de E. uchi. Para a determinagéo de
derivados flavonidicos foi utilizado o método com cloreto de aluminio em meio acido
na presenca de piridina e para derivados fendlicos totais 0 método com reagente de
Folin-Ciocalteau. A atividade antioxidante foi realizada pelo ensaio de reducido do
radical DPPH. O efeito antilipidémico dos extratos foi avaliado através da inibicdo
enzimatica da lipase pancreatica utilizando como substrato o p-nitrofenolpalmitato. Os
extratos obtidos apresentaram rendimento de 23,4 g (11,7%) para o extrato em agua,
34,29 (17,1%) de extrato em etanol 80% e 26,6 g (13,3%) de extrato em acetona 80%.
O conteudo de derivados flavonoidicos equivalente em quercetina por grama de
amostra foi de 1,35mg para extrato em agua, 1,80mg para extrato em etanol 80% e
2,13 mg para extrato em acetona 80%. O conteudo de derivados fendlicos expressos
em equivalente em acido tanico por grama de amostra foi de 0,639g para extrato em
agua, 0,950g para extrato em etanol 80% e 0,930g para extrato em acetona 80%. As
concentragdes efetivas 50% para o método de DPPH variaram de 12,4 ug/mL, 9,7
pg/mL e 7,9 ug/mL para os extratos em agua, etanol 80% e em acetona 80%
respectivamente. Foi encontrada forte correlacdo entre atividade antioxidante e o
conteudo de derivados fendlicos. O coeficiente de Pearson para os trés extratos foi r >
0,9. Na avaliagao dos extratos frente a inibicao da lipase pancreatica, o extrato aquoso
mostrou atividade inibidora de 47,54% (106,90 UIL/g), em etanol 80% (1:1) 36,88%
(96,06 UIL/g) e extrato em acetona 80% (1:1) 49,33% (112,14 UIL/g). Os resultados
obtidos mostraram a presenca das atividades antilipidémica e antioxidante dos
extratos de casca de E. uchi, importantes para o tratamento de reducdo de gordura
corporal.

Palavras-chave: Obesidade. Atividade antilipidémica, Método Espectrofotométrico.
Lipase Pancreatica. Palmitato de p-nitrofenol. Endopleura uchi.



ABSTRACT

Obesity is the result of various individual characteristics, among which stand out the
genetic, environmental and behavioral aspects. Its occurrence is due to abnormal or
excessive fat accumulation that may result in the risk of developing serious diseases
and lipid disorders such as dyslipidemia and hypercholesterolemia. Many therapeutic
treatments are used for reducing body weight. Drugs that inhibits the digestive lipase in
the intestinal lumen region are used to control lipid metabolism, which promotes the
reduction of fat absorption. Plants have been widely studied as a treatment method
based on the popular use. Several plants have proven, due to the presence of
catechols antilipemic action. The Endopleura uchi, popularly known as yellow uxi
presents in their extracts, phenolic derivatives and flavonoids (catechins). This work
aimed to study the efficacy assessment antilipemic bark Endopleura uchi, employing
spectrophotometric method. A sample of E. uchi bark was dried and crushed
commercially acquired. The methodology involved obtaining the extracts; quantification
of flavonoid compounds and phenolic derivatives; evaluation of antioxidant activity and
determination of the inhibitory effect of the extract on the enzymatic activity of
pancreatic lipase. Three extracts were prepared in solvents with different polarities
from 200g dry shredded bark of E. uchi. For the determination of the method flavonoid
derivative with aluminum chloride in an acid medium in the presence of pyridine and
phenolic derivatives with the method of Folin-Ciocalteau reagent was used. The
antioxidant activity assay was performed by reduction of DPPH. Antilipemic effect of
the extracts was assessed by enzymatic inhibition of pancreatic lipase using a
substrate of p-nitrofenylpalmitate. The extracts showed yield 23,4 g (11,7%) for the
water extract, 34,2 g (17.1%) of 80% ethanol extract and 26,6 g (13,3%) of 80%
acetone extract. The content of flavonoid compounds in quercetin equivalent of gram of
sample was 1,35 mg to water extract, 1,80 mg extract in 80% ethanol and 2,13 mg
80% extract acetone. The contents of phenolic derivatives expressed in equivalent of
gram of tannic acid was 0,639 g sample to extract in water to 0,950 g in 80% ethanol
extract and 0,930 g in 80% acetone extract. The effective concentration for 50% DPPH
assay ranged from 12,4 ug/mL, 9,7 pg/mL and 7,9 ug/mL for the extracts with water,
80% ethanol and 80% acetone, respectively. Strong correlation between antioxidant
activity and content of phenolic derivatives was found. The Pearson coefficient for the
three extracts was r > 0,9. In the evaluation of the extracts against pancreatic lipase
inhibition of the aqueous extract showed inhibitory activity of 47.54% (106,90 ALI/g) in
80% ethanol (1:1) 36,88% (96,06 ALI/g) and extract with 80% acetone (1:1) 49,33%
(112,14 ALl/g). The results showed the presence of antilipemic and antioxidant
activities of the extracts of bark of E. uchi, important for the treatment of body fat
reduction.

Keywords: Obesity, Antilipemic Activity, Spectrophotometric Method, p-nitrophenyl
palmitate, Pancreatic Lipase, Endopleura uchi.
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1. INTRODUGAO

Em uma escala global, a obesidade atingiu propor¢cbes de epidemia,
sendo um dos principais contribuintes para a elevada prevaléncia de doencas
cronicas e incapacidades atualmente (SOUZA et al., 2012).

Estima-se que nos dias de hoje haja mais de dois bilhdes de adultos
acima do peso no mundo, e destes, mais de 700 milhdes estejam clinicamente
obesos. No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, cerca de 60 milhdes
de brasileiros estdo acima do peso, aproximadamente 51% da populagéo, e 22
milhdes considerados obesos, quase 20% (BRASIL, 2013; BRASIL, 2014).

Uma alternativa para prevenir ou tratar o excesso de peso e a
obesidade, seria o controle do metabolismo lipidico por farmacos, ja que na
maioria das vezes, uma alteracdo ou perda do metabolismo lipidico,
balanceado para manter a homeostase, pode desencadear a obesidade
(PEREIRA et al., 2003; GUERRA et al., 2010; PEREIRA et al., 2011).

Alguns estudos citam que inibir a digestdo de lipidios constitui uma
abordagem para a reducdo da absor¢do de gordura e consequentemente
alteracdo no seu metabolismo. Com isto, haveria o controle de sérios
problemas de saude como aterosclerose, hiperlipidemia, colesterolemia,
hipertensao arterial, diabetes e depressé&o funcional de certos 6rgados causados
pela obesidade (CURIEL, 2011; DODEROS, et al., 2011; SOUZA et al., 2012).

Nos ultimos anos, o interesse da pesquisa cientifica nesta area tem
aumentado significativamente, principalmente relacionada a plantas e a
produtos naturais. Porém, grande parte das plantas nativas brasileiras ainda
nao tem estudos para permitir a elaboragdo de monografias completas e
atualizadas. Muitas espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo
cientifico quanto a eficacia e seguranga, o que demonstra que em um pais
como o Brasil, com enorme biodiversidade, existe uma enorme lacuna entre a
oferta de plantas e as poucas pesquisas (PIZZIOLO et al., 2011).

Uma planta pouco estudada para essa finalidade € a Endopleura uchi. A
espécie é conhecida popularmente como uchi amarelo e pode atingir até 30m

de altura, sendo tipica da América do Sul, ocorrendo no Brasil, principalmente
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no Norte do pais, especificamente nos estados do Para e do Amazonas
(NUNOMURA, et al., 2002).

As partes mais utilizadas da planta sédo a casca e o fruto (6leo). O cha
de suas cascas, segundo o uso popular, é utilizado no combate de varias
enfermidades, dentre elas na redugao do colesterol, fazendo dela amplamente
comercializada em feiras, mercados e até mesmo em farmacias de
manipulacéo (BILIERI, et al., 2011).

Diante da relevancia deste assunto para a saude publica, justificou-se o
presente trabalho ao avaliar a eficacia e a qualidade da Endopleura uchi como
alternativa terapéutica ao emagrecimento, através da analise de eficacia

antilipidémica dos extratos obtidos de sua casca frente a inibicdo da lipase

pancreatica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. EXCESSO DE PESO E OBESIDADE: CONCEITO E CONSIDERAGCOES GERAIS

Desde os primordios, a histéria da humanidade foi pautada pela luta
contra a fome. Contudo, existem varios relatos e inumeras figuras sobre
pessoas acima do peso e obesas. Em algumas sociedades, como na ocidental,
0 excesso de peso e a obesidade chegaram a ser considerados sinal de saude
e de beleza (SANTOS et al., 2013).

Entretanto, a partir de meados do século passado, comegou-se a
acumular evidéncias de que ambos poderiam prejudicar a saude das pessoas.
Atualmente a obesidade € considerada uma doenga crénica moderna nao
transmissivel, sendo uma das patologias de maior crescimento
(LOTTENGERG, 2009).

Um estudo recente divulgado nos Estados Unidos comprovou que o
numero de pessoas acima do peso ideal esta crescendo no planeta. Nos
ultimos 30 anos a populacédo obesa cresceu 255%, alcancando cerca de 610
mil pessoas e hoje é responsavel por mais de 70% do total de 6bitos (BRASIL,
2014).

Dados do International Obesity Task Force mostram e reforgam que, nos
ultimos anos, a sua prevaléncia tem aumentado significativamente n&o s6 nos
paises em desenvolvimento, mas em varias regides do mundo, sendo
responsavel, em grande parte, pelo aumento da mortalidade e morbidade com
implicagbes significativas no individuo, na familia, na comunidade e na
populagédo (BRASIL, 2010; CARVALHO et al., 2012).

No Brasil, segundo pesquisas do Ministério da Saude, pela primeira vez
em oito anos, conseguiu-se estabilizar as taxas de sobrepeso e obesidade.
Mas devido ao aumento progressivo do peso nessas ultimas trés décadas,
ainda 50,8% dos brasileiros estdo acima do peso ideal. Destes, 17,5% sao
obesos, e 54,7% dos homens contra 47,4% das mulheres se encontram com
sobrepeso (BRASIL, 201 3; BRASIL 2014).

Para a Organizagdao Mundial de Saude (OMS) talvez o maior desafio

contra 0 excesso de peso e a obesidade pode estar no efetivo enfrentamento
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dessa crescente epidemia mundial, ja que a obesidade é reconhecida como um
importante problema de saude publica, afetando criangas, adolescentes e
adultos (BALBINOT, et al., 2009).

Um ponto para tentar conter a sua prevaléncia, seria a monitorizagao da
sua evolugdo, permitindo avaliar a causa do problema, comparando varias
regides e ou paises e determinar a eficacia das intervencdes (medicamentosas
ou ndo) introduzidas para minimizar o problema. Mas para que isso acontecga, é
necessario uniformizar os conceitos de excesso de peso e obesidade para que
possam ser amplamente utilizados e distinguidos (VILARTA, 2007).

O excesso de peso, segundo a OMS, significa um aumento do peso
tendo como referéncia a altura do individuo. E definido por um IMC (indice de
Massa Corporal) em torno de 25 kg/m? enquanto a obesidade um IMC de 30
kg/m2. Todavia, os riscos do excesso de gordura corporal para a saude
aumentam a partir dos 20 a 22 kg/m? (BALBINOT et al., 2009; LOTTENGERG,
2009; BARBIERI, 2012).

Ja a obesidade reflete qualitativamente e quantitativamente, a propor¢ao
de tecido adiposo. E caracterizada pelo grau de armazenamento de gordura no
organismo associado a riscos para a saude, devido a sua relagdo com varias
complicagdes metabdlicas (SOUZA et al., 2007).

Hoje esta bem estabelecido que ela desencadeia o aumento do risco de
desenvolvimento de alteragdes lipidicas como dislipidemias,
hipercolesterolemia, aterosclerose. E como consequéncia pode levar a
doengas crbnicas tais como hipertensdo, diabetes tipo Il e problemas
cardiovasculares; além de cancer, acidente vascular cerebral (AVC) e
problemas respiratorios, sendo, portanto considerada uma doenca
plurimetabdlica (ALTERIO, et al., 2007; BRASIL, 2010).

Do ponto de vista fisiopatoléogico alguns autores argumentam e
investigam a causa da obesidade que ndo esta amplamente esclarecida.
Acredita-se que as principais razées para um individuo se tornar obeso esteja
relacionada a horménios e substancias reguladoras do metabolismo lipidico e
da saciedade; a alimentos em excesso, principalmente gorduras; a atividade
fisica com menor gasto de calorias; a tipos de alimentos e as interagbes entre
eles; a adipogénese, com niveis elevados de lipase lipoproteica; a oxidar

menos gorduras; a influéncia do peso ao nascer; ao tempo em frente a
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televisdo e a influéncia genética - mutagcbes genéticas (BERTOLAMI, 2004;
BORGES, 2008; SILVA et al., 2009; BARBIERI, 2012).

Socioeconomicamente, as alteracbes decorrentes da melhoria das
condigdes de vida da populagdo também sado objetos de estudos na
investigacao do que leva a obesidade. Muitos defendem que esse fato esta
associado a uma mudanca dos habitos de vida principalmente dos padroes
alimentares, devido ao aumento do consumo de comidas designadas fast food
e no sedentarismo (SOUZA et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos citados por Amaral e colaboradores em 2008
mostraram uma forte associacdo entre obesidade e as dietas inadequadas,
com o consumo excessivo de alimentos hipercaldricos, resultando em aumento
do peso corporal. De acordo com os estudos, as falhas nas dietas séo
frequentes e causadas por inumeros fatores, dentre os quais, a instabilidade
emocional, o desejo obsessivo de emagrecer, mas principalmente a ingestdo
de grandes quantidades de gorduras, o que acaba por contribuir para um
aumento da prevaléncia de ganho de peso e posteriormente obesidade.

Linhares et al (2012) destacam ainda, que o excesso de gordura
ingerido pode interferir diretamente nos riscos associados ao excesso de peso
e a sua distribuicdo no corpo. Segundo os autores, o excesso de gordura
abdominal representa maior risco do que o excesso de gordura corporal por si
s6; 0 que explica ser um dos fatores de risco mais importantes para outras
doencas crénicas e complicagdes ndo transmissiveis.

Uma dessas complicacdes esta relacionada as doencgas de alteragdes
no metabolismo lipidico, que normalmente comegam antes mesmo do
desenvolvimento de qualquer outra. O aumento de gordura (4cidos graxos
livres e triglicérides) circulante no sangue acarreta o aumento da formagéo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de muito baixa densidade (VLDL), ao
lado da reducédo dos niveis das lipoproteinas de alta densidade (HDL). E
quando considerada junto das alteragbes do HDL, LDL, triglicérides,
inflamatoérias e a presenga de aterosclerose na familia, pode ser um dos
grandes problemas frequentemente encontrados nos pacientes com sobrepeso
ou obesos (BERTOLAMI, 2004; BRASIL, 2010).

Diversos mecanismos sao propostos e descritos na literatura para

controlar o desenvolvimento de tais complicagdes, havendo varias opgdes de
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escolha e tratamentos, com a maioria deles focando principalmente o controle
do excesso de peso e da obesidade (SANTOS et al., 2013).

Porém, antes da escolha do tratamento ideal € necessario entender todo
0 processo, do ponto de vista do ganho de peso pelo consumo de gordura em
excesso, de como ocorre o metabolismo dos lipidios e gorduras, como séo
digeridos, absorvidos e sua distribuicdo no sangue, ja que a melhor escolha
deve ser baseada na gravidade do problema e na presenga de complicagdes
associadas, uma vez que, quanto maior o grau de excesso de peso, maior a
gravidade da doenga (BRASIL, 2010).

2.2. METABOLISMO LIPIDICO NO ORGANISMO HUMANO

2.2.1. CARACTERISTICAS DAS GORDURAS E LIPIDIOS DA ALIMENTAGAO

Os lipidios sdo misturas de diferentes tipos de gorduras como as
gorduras neutras (acilglicerois); os fosfolipidios (glicerofosfolipidios); o
colesterol; os colesteridios (ésteres do colesterol) dentre outras substancias.
No corpo humano, existem, sobretudo, no tecido adiposo e s&o os mais
abundantes componentes do organismo e da dieta totalizando mais de 90%
(BERTOLAMI, 2004; BRASIL, 2010; SIMAO et al., 2012).

Os fosfolipidios contem cadeias de acido graxo no interior de suas
moléculas e os ésteres de colesterol sdo combinagdes de colesterol livre e uma
molécula de acido graxo (GUERRA et al., 2010). Ja o colesterol € um composto
esterol que ndo contém acido graxo, mas exibe algumas das caracteristicas
fisicas e quimicas das gorduras, além de derivar delas e ser metabolizado da
mesma forma (GUYTON et al., 2006; SOUZA et al., 2007).

As gorduras neutras ou lipidios simples s&o combinagbes de trés
moléculas de acido graxo condensadas com uma unica molécula de glicerol -
nucleo de glicerol (Figura 1). Sao formados pela reacéo entre o alcool glicerol e
acidos graxos, por meio de uma reagao de esterificagdo, originando um éster
de acido graxo (HERNANDES et al., 2010).

Podem ser consideradas monoesteres, diesteres ou triesteres do glicerol
com acidos graxos, sendo denominados respectivamente, de monoacilglicerois,

diacilglicerois e triacilglicerois (trigliceridios). Na dieta sdo constituintes
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importantes dos alimentos de origem animal e vegetal (LU et al., 2009;
BEVILACQUA et al., 2007).

Os trigliceridios, do ponto de vista quimico, apresentam como
componentes lipidicos basicos os acidos graxos, que consistem simplesmente
em acidos organicos hidrocarbonatos de cadeia longa; e se considerar no
contexto geral da alimentacdo e o fato dos triacilglicerois possuirem em sua
estrutura trés moléculas de acido graxo, eles passam a ser os constituintes
mais importantes do alimento, sendo praticamente inexistentes na forma livre
(ALVIM, 2002; LU et al., 2009).
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Figura 1: Formagéo do Trigliceridio através da combinacado de uma molécula de glicerol e trés
moléculas de acido graxo.
Fonte: LEHNINGER et al., 2008.

Mesmo sendo considerados gorduras, esses diferentes tipos de lipidios
provenientes de diversos alimentos sao essenciais ao bom funcionamento do
organismo e no caso dos trigliceridios ainda fornecem energia aos diferentes
processos metabdlicos. Essa fungdo é quase igualmente partilhada com os
carboidratos (GUYTON et al., 2006; LOTTENBERG, 2009).

Todavia, alguns lipidios, em particular o colesterol, os fosfolipidios e
seus derivados sao utilizados em todo o organismo no desempenho de outras
fungdes celulares e de maneira geral estdo relacionadas com a obesidade
(ALVIM, 2002).

Quando consumidas nas proporgcdes recomendadas, nao excedendo os
30% do valor energético diario, as gorduras sdo bem toleradas e tém diversos
efeitos benéficos. Elas apresentam diversas fungées no organismo e apesar de
ser uma excelente fonte de calorias, sdo componentes estruturais das

membranas celulares e dos sistemas nervoso e circulatério e estdo envolvidos
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em uma grande variedade de fungdes hormonais, reguladoras e imunolégicas
em todos os animais (POZZAN et al., 2004; SIMAO et al., 2012).

Por outro lado, quando consumidas em excesso e desregradamente, os
efeitos prejudiciais sdo muitos e rapidamente se fazem sentir no estado de
saude. Podem contribuir para o depdsito de gordura corporal, excesso de peso,
dislipidemias, inflamacgoes, irritacées e disfungao fisiologica de alguns orgaos,
além de cancer (EHRICH et al., 2003; BEVILACQUA et al., 2007).

Alguns estudos preconizam porcentagens para a menor quantidade e o
menor consumo possivel desses acidos graxos. O ideal é que haja equilibrio
durante a alimentag&o, pois a gordura por si s6 nao €&, intrinsicamente,
prejudicial para a saude (LINHARES et al., 2012).

A partir do momento em que se conhece os diferentes tipos de gorduras,
quais as que se devem reduzir e as que se devem aumentar o consumo, entao
se consegue fazer escolhas que auxiliam a atingir um consumo diario saudavel.
Porém até o momento, n&do ha um consenso com relagéo a quantidade maxima

em gramas de gordura permitida na dieta (COLE et al., 2009).

2.2.2. DIGESTAO E ABSORCAO DE GORDURAS NO TRATO GASTROINTESTINAL

A grande maioria da gordura que chega até o organismo humano
consiste em trigliceridios e é proveniente da alimentagcdo. Apenas 5% ou
menos dessa gordura ndo sao absorvidos; o restante é normalmente absorvido
pelo organismo (SILVA et al., 1999).

Como as gorduras de que depende o organismo, ndo podem ser
absorvidas em suas formas naturais através da mucosa gastrintestinal e, por
esse motivo, sdo inuteis como nutrientes se nao forem submetidos ao processo
preliminar da digestao, € necessario que haja uma modificagdo quimica, sendo
quebradas em pequenas moléculas durante a digestdo (BORGES, 2008).

Ao serem ingeridas, as gorduras caem no trato gastrointestinal até o
estbmago, quase inalteradas, sofrendo pequena digestdo por enzimas
salivares e gastricas. Porém, o grau de digestao € tao pequeno que chega a
ser insignificante (HSU et al., 2008).
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Entdo, praticamente toda a digestdo das gorduras passa a ocorrer no
intestino delgado e no duodeno, que juntamente com o quimo, estimula a
secrecao da bile ocorrendo a emulsificagao lipidica (NEGREIRQOS, et al., 2011).

A primeira etapa da digestdo da gordura consiste em desdobrar os
glébulos de gordura em particulas de tamanho pequeno para que as enzimas
digestivas possam atuar sobre as superficies deles (CURIEL, 2011). Esse
processo € denominado emulsificagdo da gordura e é efetuado pela bile, que
contém grandes quantidades de sais biliares e o fosfolipidio lecitina sob a
forma de sais ionizados de sdodio, que sdo extremamente importantes para a
emulsificacao da gordura (GUYTON et al., 2006; DODEROS, et al., 2011).

No intestino delgado, a superficie da emulsificagdo lipidica é entédo
exposta por meio da agdo de enzimas - lipases gastricas e intestinais -
auxiliadas por outra proteina denominada colipase que reveste as goticulas
lipidicas da emulséo e as unem a lipase pancreatica, que é encontrada no suco
pancreatico em quantidades enormes, suficientes para digerir em poucos
minutos todos os trigliceridios com os quais entra em contato (BALBINOT ef al,,
2009; LINHARES, et al., 2012).

Por estar presente no intestino e ser hidrossoluvel, a lipase pancreatica
€ capaz de atacar os glébulos de gordura em suas superficies e através de
hidrolise quebrar sucessivamente os triglicerideos em &cidos graxos livres
(Figura 2) (VILARTA, 2007).

Porém, pequenas porgdes permanecem no estado de diacilglicerdis, ou
seja, ha desdobramento removendo dois de trés acidos graxos de cada
triacilglicerol, deixando o acido graxo central do trigliceridio original ligado a
cadeia de glicerol e liberando dois acidos graxos livres e um monoacilglicerol
(FERREIRA, 2010; SIMAO et al., 2012).
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Figura 2: Agao da lipase pancreatica sobre os triglicerideos.
Fonte: BROD, 2010.

Durante esse processo sdo removidas, também, moléculas de agua,
pois a digestdo dos trigliceridios consiste no processo inverso: as lipases
devolvem moléculas de agua a molécula de trigliceridio, clivando as moléculas
de acido graxo do glicerol. Essa hidrolise que ocorre com os trigliceridios € um
processo altamente reversivel (LOTTENBERG, 2009).

Ao mesmo tempo em que ocorre a hidrolise pelas lipases, ha também o
acumulo de monogliceridios e acidos graxos livres na vizinhanga de gorduras
em processo de digestdo, que acabam bloqueando rapidamente qualquer
digestdo subsequente. Dai, rapidamente surgem os sais biliares para remové-
los e formar micelas, que sdo pequenos glébulos esféricos. Esses globulos se
formam porque cada molécula de sal biliar € composta de um nucleo esterol,
cuja maior parte é altamente lipossoluvel, e de um grupo polar altamente
hidrossoluvel (AILHAUD et al., 2006; BORGES, 2008; FERNANDES, 2012).

Entdo, os nucleos esterdis das moléculas de sais biliares da micela
agregam-se para formar um pequeno glébulo de gordura no meio da micela.
Essa agregacgéao faz com que os grupos polares se projetem para fora, cobrindo
a superficie da micela (Figura 3). Como esses grupos polares possuem cargas
negativas, permitem que todo o glébulo da micela se dissolva na agua dos
liquidos digestivos e permanega em solugéo estavel, apesar do tamanho muito
grande da micela (THOMPSON, 1989; EHRICH et al., 2003; GUYTON et al.,
2006; COLE et al., 2009).
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Figura 3: Micela formada pela agdo dos sais biliares. Apresenta nucleo esterol altamente
lipossolivel e grupos polares projetados para fora.
Fonte:  THOMPSON, 1989.

Devido as dimensdes moleculares dessas micelas, e a sua alta carga na
porcao exterior, elas sdo soluveis no quimo, possibilitando atuar como meio de
transporte para os monogliceridios e os acidos graxos livres até as superficies
das microvilosidades das bordas em escova das células epiteliais, chegando a
penetrar nos recessos entre as microvilosidades em movimento uma vez que,
de outro modo, ambos seriam relativamente insoluveis (CARVALHO et al.,
2012; FERNANDES, 2012)

Na borda em escova, tanto os monogliceridios quanto os acidos graxos
livres sao absorvidos. Primeiro, nos liquidos locais e depois através da
membrana epitelial, visto serem tdo solluveis nessa membrana quanto nas
micelas (AILHAUD et al., 2006).

Ao liberar essas substancias na borda em escova, as micelas dos sais
biliares difundem-se de volta ao quimo e novamente absorvem monogliceridios
e acidos graxos e, da mesma forma, os transportam até as células epiteliais.
Assim, os acidos biliares desempenham uma funcéo de transporte, que é muito
importante para a absorg¢ao da gordura (GUERRA et al., 2010; CURIEL, 2011).

Apds penetrarem na célula epitelial, os &acidos graxos e o0s
monogliceridios sdo captados pelo reticulo endoplasmatico liso, onde sao
recombinados principalmente para a formag&o de novos trigliceridios. Alguns
dos monogliceridios sao posteriormente digeridos a glicerol e acidos graxos por
uma lipase da célula epitelial (GUYTON et al., 2006; HERNANDES et al.,
2010).
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Depois, esses acidos graxos livres sdo reconstituidos em trigliceridios
pelo reticulo endoplasmatico liso e agregam-se em glébulos, juntamente com o
colesterol e os fosfolipidios absorvidos e pequenas quantidades de colesterol e
fosfolipidios recém-sintetizados (VILARTA, 2007; DODEROQOS, et al., 2011).

Dessa maneira, o glébulo difunde-se para o lado da célula epitelial por
canais lacteais das vilosidades, sendo excretado pelo processo de exocitose
celular, para o espaco existente entre as células; dai passa para a linfa dos
vasos quiliferos centrais da vilosidade. (HERNANDES et al., 2010). Esses
glébulos sdo entdo chamados quilomicrons e também excretados por exocitose
celular realizado pela apoproteina, que cria um meio de fixar o glébulo
gorduroso a membrana celular antes de ser expelido (CURIEL, 2011).

Os quilomicrons sao entdo transportados pelos vasos linfaticos para
dentro do sistema venoso — corrente sanguinea — e seguem seu trajeto nos
vasos quiliferos centrais das vilosidades e, entdo, sdo propelidos juntamente
com a linfa, pela bomba linfatica para cima, através do duto toracico que
desagua nas grandes veias do pescogo (GUYTON et al., 2006; DODEROS, et
al., 2011).

A partir dai, sdo carregados para o figado onde os triglicerideos sdo
reagrupados em lipoproteinas e transportados principalmente para o tecido
adiposo para metabolismo e armazenamento (GRILLO et al., 2005).

Pequenas quantidades de acidos graxos de cadeia curta e média podem
ser absorvidas diretamente para dentro do sangue portal (sistémico), em vez
de serem convertidos em triglicerideos pelo reticulo endoplasmatico e
absorvidos pelos linfaticos. Estes acidos graxos sao mais hidrossoluveis
permitindo a sua difusao direta para dentro da corrente sanguinea, chegando
primeiro no tecido adiposo, muscular e outros tecidos antes de entrarem em
contato com o figado (FERREIRA, 2010; NEGREIROS, et al., 2011).

No transporte do colesterol livre, bem como das por¢des restantes das
moléculas de fosfolipidios digeridas, as micelas de sais biliares desempenham
0 mesmo papel de transporte desempenhado no transporte dos
monogliceridios e dos acidos graxos livres. Essa funcdo das micelas é
absolutamente essencial para a absorgao do colesterol, visto que praticamente
nenhum colesterol pode ser absorvido sem a funcao das micelas (ALVIM,
2002).
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As etapas do processo de digestdo e absor¢do das gorduras no
organismo podem ser vistas na Figura 4.
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Figura 4: Esquema da digestédo e absorgéo de gorduras no organismo. Inicia-se com a chegada
da gordura do alimento, sua passagem pelo intestino delgado e sistema linfatico
apos a absorgao.

Fonte: GUYTON et al., 2006
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2.2.3. LIPASE PANCREATICA: CONSIDERACOES GERAIS

As lipases sdo um grupo heterogéneo de proteinas encontradas em
inUmeras espécies de plantas, micro-organismos e animais, sendo descritas
como triacilglicerol lipase (E.C.3.1.1.3). Atuam diretamente sobre ligacdes
ésteres de trigliceridios, hidrolisando principalmente os de cadeia longa (cadeia
acila com mais de 10 atomos de carbono) liberando acidos graxos e glicerol
(MESSIAS et al., 2011).

Uma das mais conhecidas é a lipase pancreatica. Esta enzima é
considerada a peca chave na absorcéo de lipidios no corpo humano, sendo a
principal enzima lipolitica sintetizada e secretada pelo pancreas devido sua
importancia na eficiéncia da digestao de triacilglicerol (BROD, 2010).

Ela consegue remover acidos graxos do triacilglicerol que é ingerido na
dieta, produzindo monoacilglicerol e acidos graxos de cadeia longa saturada e
poli-insaturada como produto lipolitico. Assim, consegue hidrolisar de 50-70%
da gordura total da dieta (RASERA, 2012).

Tem como substratos naturais os 6leos e as gorduras que contem
triacilgliceréis com ligacdes ésteres triplice. E responsavel por catalisar a
hidrolise total ou parcial e a sintese desses triacilglicerois, dai conhecida como
triacilglicerol acil hidrolase e carboxil éster hidrolase (CURIEL, 2011).

Normalmente atua em meio aquoso, diretamente nas ligagdes éster das
carboxilas presentes em acilglicerois, agindo na interface entre o substrato
insoluvel e a agua (SALUM, 2010).

Quando atua na interface lipideo-agua de substratos micelares ou
emulsificados ha um drastico aumento de sua atividade, fenbmeno esse
denominado ativagao interfacial descrito por Michaelis-Menten. Esse
mecanismo é peculiar ao mecanismo de acdo das lipases, as quais podem se
apresentar sob as conformacgdes ativa (aberta) e/ou inativa (fechada) (COSTA-
SILVA, 2010)

Na presenca de agua e de um meio homogéneo essas formas se
mostram em equilibrio, entretanto esse equilibrio estd deslocado para a
conformacgéo inativa. Porém, esse comportamento cinético so é valido devido o
sistema ser homogéneo, e o0 substrato e a enzima estarem solubilizados
(MESSIAS et al., 2011).
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Na presenca de superficies hidrofdbicas como gorduras, dleos e micelas
a formagao do complexo enzima-substrato (ES) € precedida por uma adsorgéo
reversivel da lipase ao agregado de substrato movendo o equilibrio para a
conformacgao ativa. Isso considerando que o substrato n&o é soluvel no sistema
e a enzima atua na interface (SIMAO , 2013).

Neste caso a lipase e o substrato micelizado entram em contato para
que ocorra a catalise enzimatica, mas para isso alguns pontos do equilibrio
devem ser considerados (LIMA, 2004).

O primeiro é a interacdo da enzima (E) com a interface agua-micela
tornando-se ativa (E*). O segundo é a formacdo de um complexo enzima-
substrato (E*S) de forma rapida e reversivel, ou seja, uma molécula do
substrato (S) liga-se a uma regido especifica da enzima ativada (E*) chamada
de sitio ativo formada pela triade catalitica: residuos de serina, histidina e acido
aspartico ou glutdmico (Ser-His-Asp/Glu). E o terceiro € a reagdo da enzima,
com rompimento do complexo E*S mais lentamente, reaparecendo a enzima
livre (E) e a formagao do produto (P), como mostra a Figura 5 (SILVA, 2007;
CURIEL, 2011).

(E) (s) (E°S) ® O
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enzima substrato enzima e substrato enzima produto
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Figura 5: Modelo de interacdo enzima-substrato. Associacdo da enzima ativa (E*) com
substrato (S) formando o complexo (E*S). Apds reagao ha liberagcdo da enzima (E) e
do produto (P).

Fonte: COSTA et al., 1999.

Este modelo descrito € equivalente ao equilibrio classico (cinética
classica) de Michaelis-Menten, visto que, apds a formagdo do complexo E*S
para ocorrer a catalise ha a regeneragdo da enzima na forma ativa com
liberacdo do produto. Esse processo € mais lento, e acaba limitando a

velocidade de transformacgédo de reagente em produto, mas a velocidade de
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reagcao passa a ser proporcional ao aumento da concentragdo do substrato no
sistema, eventualmente ficando a enzima saturada a altas concentragdes de
substrato (SILVA, 2007; PEREIRA et al., 2010).

Neste sentido, esse parametro de atuacdo das enzimas vem sendo
estudado e alguns métodos tém sido descritos e utilizados para determinar a
atividade enzimatica in vitro das lipases por diversas substancias. Um exemplo
€ a inibicdo da lipase pancreatica como opcdo bastante promissora para
auxiliar no tratamento da obesidade (SOUZA et al., 2011; SIMAO et al., 2012).

Na maioria das vezes a atividade da enzima é determinada através da
cinética da reagdo e da quantificagdo dos acidos graxos liberados (produto)
durante a hidrélise mediada pela enzima. Estes produtos podem ser
determinados por métodos fisico-quimicos avaliando-se o desaparecimento do
substrato ou a formagao dos produtos da reacdo (ZHANG et al., 2008; LEE et
al., , 2010).

Dentre os métodos recentemente utilizados que avaliam a cinética e o
aparecimento dos produtos da reacao de hidrélise compreendem os ensaios de
titulometria, que sdo conhecidos como ensaios indiretos havendo a liberagao
de prétons durante a reagdo; e os ensaios de analise de acidos graxos
liberados a partir de ésteres carboxilicos derivados do glicerol ou que utilizam
substratos sintéticos como ésteres de acidos graxos de p-nitrofenol (acetato,
butirato, caproato, caprato, palmitato e esterato) e metil-umbeliferila como nos
ensaios espectrofotométricos — colorimétricos e fluorimétrico (LEE et al., 2010;
PEREIRA et al., 2010; SIMAO et al., 2012).

2.3 TRATAMENTO DO EXCESSO DE PESO E DA OBESIDADE

Nas ultimas décadas a abordagem terapéutica do excesso de peso e da
obesidade tem sido objeto de profundas mudangas, principalmente devido ao
desenvolvimento de novos farmacos e propostas nao farmacolégicas de
tratamento (NEGREIROS et al., 2011).

Para o Ministério da Saude o tratamento do excesso de peso e da
obesidade é dificil, complexo e multidisciplinar. Independente de como é

conduzido, deve exigir identificagcdo e mudanca de componentes inadequados
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de estilo de vida do individuo incluindo mudancas na alimentacéo e pratica de
atividade fisica (BRASIL, 2013).

O desafio da grande maioria estda em poder controlar o ganho de peso,
acelerar a oxidagao da gordura e acabar com os fatores de risco que levam as
complicagdes da doenga (BARBARA, 2004).

Podem ser divididos em trés grupos: tratamento clinico n&o
medicamentoso, clinico medicamentoso e cirurgico (cirurgias bariatricas) no
caso de obesidade morbida (GRILLO et al., 2005).

O tratamento clinico ndo medicamentoso engloba tanto a pratica de
atividade fisica formal, quanto a informal, sempre considerando a manutencao
e o aumento gradual com acompanhamento especializado. Inclui também
mudangas de habito alimentar, priorizando a boa mastigacdo dos alimentos,
além da correcdo dos erros alimentares com tratamento dietético (BARBARA,
2004; BRASIL, 2009).

Entretanto, em certos casos, somente o tratamento ndo medicamentoso
nao é suficiente para chegar ao resultado buscado e esperado, havendo a
necessidade de um tratamento clinico com a utilizagdo de medicamentos sob
prescricdo médica, os quais devem servir apenas como auxilio ao tratamento
dietético e ndo como estrutura fundamental do tratamento da obesidade
(MOTYCKA et al., 2005; NONINO-BORGES et al., 2006).

Normalmente a intervengcdo medicamentosa deve ser estabelecida em
cada populagédo e sempre considerar o grau de obesidade aceitavel, visto que,
os critérios mais aceitos consideram um IMC de 30 kg/m? ou 25 kg/m? na
presenca de comorbidades, e/ou na falha em perder peso com o tratamento
nao farmacoldgico, ou seja, onde o tratamento com dieta, atividade fisica e
modificagdes comportamentais provaram ser insuficientes (MOTYCKA et al.,
2005).

Dentre os tratamentos utilizados no combate da perda de peso, e
posterior a obesidade, cita-se a farmacologia terapéutica alopatica que é
dividida em diferentes classes de medicamentos com atividades potenciais.
Trés grupos se destacam: medicamentos que diminuem a fome ou modificam a
saciedade; medicamentos que reduzem a digestdo e a absor¢ao de nutrientes
e 0s que aumentam o gasto energético (FERREIRA et al., 2009).
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Porém, para serem uteis, esses medicamentos devem possuir algumas
caracteristicas fundamentais para adesao a terapia, como induzir a redugao do
peso corporal e melhorar as doencas que sao dependentes do excesso de
peso. Seus efeitos colaterais devem ser toleraveis e/ou transitorios, nao
apresentando propriedades de adicdo. Devem sempre manter a eficacia e a
seguranga durante o periodo de utilizacdo e em longo prazo. Devem possuir
mecanismo de acido conhecido e oferecerem ao paciente um custo razoavel
(BARBARA, 2004; FORTES et al., 2006).

Medicamentos que diminuem a fome ou modificam a saciedade, assim
como os que elevam o gasto caldrico, aumentam a disponibilidade de
neurotransmissores como a noradrenalina, adrenalina, serotonina e dopamina
no sistema nervoso central através da inibicao especifica da recaptagao, sendo
responsaveis por controlar a fome, melhorar o humor, a ansiedade, a
depressdo e a compulsdo alimentar; modificando a ingestdo de alimentos;
pontos cruciais que modulam a resposta terapéutica (FERREIRA et al., 2009;
BRASIL, 2011)

Farmacos como Sertralina, Fluoxetina, Bupropiona e Sibutramina sao
indicados em doses relativamente seguras demonstrando uma boa eficacia na
perda de peso; e quando associados a dieta hipocal6rica, podem induzir a
perda de até 5 a 8% de peso corporal em um periodo de até 6 meses, como &
o caso da Sibutramina (BARBARA, 2004; BRASIL, 2011).

Mesmo com um aumento na perda de peso quando comparados com
placebo, os efeitos colaterais como insbnia, boca seca, constipagao intestinal,
euforia, taquicardia e hipertensdo sdo muito comuns e importantes, além de
que a associagao de alguns pode ate levar ao desenvolvimento de doenga
valvar cardiaca e até a morte (FORTES et al., 2006; BRASIL, 2009).

Drogas como Anfepramona, Femproporex e Mazindol conhecidos como
agentes  catecolaminérgicos, ou anorexigenos e Fenfluramina e
Dexfenfluramina, conhecidos como agentes serotoninérgicos ou sacietégenos,
nao estdo mais disponiveis no mercado devido sérias limitagdes,
especialmente pelo risco de abuso e de efeitos colaterais, além da recuperacao
do peso apds a interrupgdo do seu uso, levando por parte dos o6rgdos

regulamentadores a retirada do mercado, bem como a discussao acirrada do
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efeito de varios de muitos desses farmacos (BRASIL, 2011; NEGREIROS, et
al., 2011).

Como opgao a esses medicamentos, esta disponivel no mercado como
coadjuvante no tratamento da obesidade e excesso de peso os inibidores
enzimaticos. Essa classe de medicamento é responsavel por reduzir a digestéao
ou absorcao de nutrientes, como exemplo as gorduras da alimentagéo, cujo
mecanismo de acdo é ligar-se as enzimas especificas. Com isso, participa da
digestdo e absorcdo controlando, assim, o metabolismo (HILL et al, 1999;
FORTES et al., 2006).

2.3.1 INIBIDORES ENzIMATICOS — CONTROLE DO METABOLISMO LIPIDICO

Diversos estudos ja evidenciaram que a gordura ndo é diretamente
absorvida a partir do intestino a menos que tenha sido sujeita a acdo de
enzimas: as lipases. E para suprimir o aumento de peso, seria eficaz reduzir a
absorcao de gordura por inibicdo dessas enzimas (GRILLO et al., 2005; SILVA
et al., 2009).

Esse fato implica numa forma eficaz de prevenir a obesidade, perda de
peso e a0 mesmo tempo reducdo das taxas de gordura no sangue, 0 que
evidencia uma predisposi¢ao a redugao e controle do colesterol sanguineo, ao
inibir a absorgao de gordura do intestino ou 0 aumento da sua taxa metabdlica
e oxidagao (LIMA, 2004; NAKAI et al., 2005; SOUZA et al., 2011).

Neste contexto, qualquer substancia, seja ela sintética ou natural,
isolada ou associada (como € o caso dos extratos de plantas que contem uma
mistura de compostos) que consiga diminuir a velocidade de reagao enzimatica
pode ser considerada como um “inibidor” enzimatico (PEREIRA et al., 2011).

Os inibidores enzimaticos s&o conhecidos e descritos como reversiveis e
irreversiveis. Os irreversiveis inativam de forma permanente a enzima através
da uma forte ligagdo no sitio catalitico, normalmente ligacbes covalentes,
destruindo grupos funcionais importantes para a atividade enzimatica. A
dissociacdo € lenta e a enzima nao retorna sua atividade normal (ARAUJO,
2009; COSTA-SILVA, 2010).

Os inibidores reversiveis inativam a enzima, mas quando removidos ha

a restauracdo da atividade enzimatica. S&o divididos e classificados em
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competitivos e nao-competitivos, embora alguns autores ainda citam os
inibidores mistos (BARON, 2008; SOUZA et al., 2012).

Os inibidores reversiveis competitivos impedem a ligagdo da enzima
com o substrato devido competir com a molécula do substrato pela ligacédo no
sitio ativo da enzima. Isso ocorre, pois tais inibidores sdao semelhantes ao
substrato ou um derivado de um substrato verdadeiro, um substrato substituto
da enzima ou um produto da reagdo (BARON, 2008; ARAUJO, 2009; COSTA-
SILVA, 2010).

Na inibicao reversivel ndo-competitiva o inibidor, semelhante ou ndo ao
substrato, se liga ao sitio ativo da enzima ou ao complexo enzima-substrato e
acaba distorcendo e inativando a enzima, tornando a catalise ineficiente. Neste
caso, nao ha competigdo com o substrato, pois o inibidor ocupa outro sitio ativo
da enzima formando um terceiro complexo: enzima-inibidor-substrato (EIS)
(PEREIRA et al., 2003; LIMA, 2004; SILVA, 2007).

Ha também acgdes dos inibidores descritas como sendo especificas ou
nao especificas, onde podem atuar direta ou indiretamente no sitio ativo da
enzima respectivamente. Com isso, podem inibir a atividade enzimatica
catalitica devido mudar a conformagdo da enzima (ARAUJO, 2009; COSTA-
SILVA, 2010).

Um exemplo de inibidor enzimatico irreversivel €& o Orlistate
(tetrahidrolipostatina), um medicamento sintético aprovado e liberado em 1998
pelo FDA (Food and Drugs Administration) e ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) para tratamento a longo prazo do excesso de peso e da
obesidade, pois consegue limitar a absorgdo de gordura da dieta (SILVA et al.,
2009; FORTES et al., 2006).

Atua inibindo as lipases digestivas (Figura 6) na regido do lumen
intestinal, sendo efetivo em 30% na hidrdlise de triglicérides. Liga-se de
maneira irreversivel no sitio ativo das lipases, que reage especificamente com
a serina nucleofilica residual da triade catalitica da lipase pancreatica
(MANCINI et al., 2002).

Por bloqueio covalente do sitio ativo, ele inibe a hidrélise da dieta de
triacilglicerdis e assim reduz a subsequente absorcéo intestinal dos produtos da
lipélise: monoacilglicerol e acidos graxos livres. Ele também inibe a lipase

gastrica, colesterol esterase, e varias outras lipases que sao todas as serinas
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hidrolases, porém n&o inativa as serinas proteases como a tripsina e
quimiotripsina (ORSOLIN, 2011).

Digestdo da Gordura Mecanismo de Acdo do Orlistate
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Figura 6: Mecanismo de acdo do Orlistate. Inibicdo da lipase pancredtica por ligagcédo
irreversivel ao sitio catalitico, inibindo a hidrdlise dos trigliceridios.
Fonte: COUTINHO, 2009.

Por nao apresentar efeito a nivel Sistema Nervoso Central, sua acao se
baseia, ndo s6 no bloqueio dos triglicérides da dieta, mas também na reducgéo
do colesterol total e fragdes: LDL e VLDL. Entretanto, assim como a maioria
dos medicamentos seus efeitos colaterais por serem muitos, acabam limitando
0 uso por alguns pacientes (COUTINHO, 2009; ORSOLIN, 2011).

Podem ocorrer desde desconfortos e dores abdominais, esteatorréia
(diarréia gordurosa), incontinéncia fecal com manchas oleosas (15-30% dos
casos), nauseas, vomitos, até interferéncia na absorg¢do de algumas vitaminas
lipossoluveis, sendo necessaria a realizagdo da dosagem sanguinea para
controle sérico e confirmagao da necessidade de suplementagcao (MANCINI et
al., 2002; CURIEL, 2011).

Assim, uma alternativa viavel ao tratamento do excesso de peso e
obesidade, é a fitoterapia com grande destaque para os produtos naturais e
plantas. Algumas ja vém sendo utilizadas como fonte de estudos e com intuito
de reduzir ao maximo os efeitos colaterais causados por grande parte desses

medicamentos encontrados no mercado. Outras existem em grande variedade
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na forma de extratos e de compostos isolados de plantas para a redugédo do
peso corporal, mas sempre aliadas a uma dieta de baixa caloria (PIZZIOLO et
al., 2011).

2.3.2. IMPORTANCIA DAS PLANTAS E FITOTERAPICOS NA SAUDE

As plantas e as ervas medicinais fazem parte do principal e mais
importante recurso terapéutico no tratamento de varias doencas que afetam a
saude humana, seja em paises emergentes ou em desenvolvimento (FOGLIO
et al., 2006).

Cerca de 25% da flora mundial e um patriménio genético de grande
potencial estda no Brasil. Isso corresponde a mais de cem mil espécies
existentes. Plantas como as do norte e nordeste brasileiro, da Floresta
Amazobnica e da Mata Atlantica tém sido utilizadas ha décadas como
medicamentos naturais pelas populagdes locais no tratamento de varias
doencas (PAULA, 2013).

Gragas a etnofarmacoboténica, etnofarmacognosia e etnofarmacologia
que os costumes populares vém sendo mais valorizados atualmente e o acervo
de conhecimento a respeito de tratamentos de saude praticado pelas culturas
de influéncias indigena, afro-brasileira, oriental, além dos sertanejos e
ribeirinhos, estdo sendo totalmente explorado, contribuindo cada vez mais para
a utilizagao correta das plantas (FRANCISCO, 2010).

Muitas ja constituem fonte para o desenvolvimento de novos
medicamentos e de matéria-prima para elaboragdo de fitoterapicos ou de
extragdo de compostos quimicos farmacologicamente ativos. Grande parte
delas ja é utilizada na clinica médica em diversas especialidades (ALTERIO, et
al., 2007).

Um exemplo é a variedade de produtos naturais que vem sendo utilizada
para a redugéo do peso corporal e prevengao da obesidade. Diversas espécies
vegetais vém ganhando espago no mundo, principalmente em nosso pais e
varias sao as opgoes distribuidas no mercado de naturais, seja em sua forma
isolada ou em combinagbes com outras na forma de extratos, compostos
isolados de plantas e chas (GUERRA et al., 2010).
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Algumas dessas espécies utilizadas sdo a laranja amarga (Citrus
Aurantium), cha verde (Camelia Sinensis), alcachofra (Cynara scolynmus),
pholia negra (llex paraguaiensis), cartamo (Carthamus tinctorius), cascara-
sagrada ( Rhamnus prshiana), fucus (Fucus sp.), sene (Cassia angustifolia),
glucomanan (Amorphophallus konjac), garcinia ( Garcinia cambogia), espirulina
(Spirulina méaxima) dentre outras. A maioria delas tem o uso estimulado por
propagandas de diversos meios de comunicagdao, como internet, panfletos,
revistas nao cientificas de facil acesso em bancas de jornal e farmacias e
drogarias (GOMES, 2009, MANENT]I, 2010).

Muitos acabam recorrendo a esses produtos para obter resultados
satisfatorios com o objetivo de reduzir a absorgdo de gorduras, diminuir o
apetite ou acelerar o metabolismo, facilitando assim a perda de peso e de
gordura abdominal localizada (FOGLIO et al., 2006; ROSSATO, 2009).

E considerando ainda o aumento das taxas de sobrepeso observadas e
da frequente e muitas vezes equivocada associagéo dos conceitos de magreza
e saude, observa-se uma busca crescente por esses métodos naturais que
auxiliem ou promovam a rapida perda de peso (PEDROSO et al., 2010).

Esse destaque na preferéncia da populagdo pelo uso de plantas e
produtos naturais € devido a facilidade de aquisicdo, ao esperado menor
numero de efeitos colaterais causados com frequéncia pelos medicamentos
alopaticos, além de carregarem o estigma da seguranga, favorecendo a
inclusdo como parte da dieta diaria daqueles que buscam a féormula milagrosa
para a perda de peso e medida de forma instantanea (GOMES, 2009).

Porém, recentemente, uma revisao bibliografica foi realizada a fim de
verificar a condigdo de uso de algumas plantas como emagrecedoras pela
populagdo. Inumeros trabalhos cientificos foram avaliados, sendo mais de 50
plantas registradas como de uso para emagrecimento e anti-obesidade e
vendidas no mercado de naturais (FERREIRA, 2010).

A grande maioria ndo apresentava estudos validados e base cientifica
quanto a eficacia, seguranca e qualidade que atestavam a comprovagéo dos
efeitos atribuidos, seja em qualquer mecanismo fisiologico conhecido:
diminuicdo da absorcao de lipidios; diminuicdo da absorcdo de carboidratos;

aumento do gasto energético; diminuicdo da diferenciagdo e proliferacéo de
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células de gordura; diminui¢cao da lipogénese e aumento da lipdlise (MANENTI,
2010; PIZZIOLO et al., 2011).

Nesse sentido, nos ultimos anos, varias substancias extraidas de
produtos naturais que podem ser uma proposta promissora para o0
desenvolvimento de drogas seguras e efetivas contra o excesso de peso e
obesidade estdo sendo pesquisadas e elucidadas (MANENT]I, 2010).

E uma das mais importantes estratégias nessa area inclui tanto a
busca de um respaldo cientifico estimulando o uso racional de plantas e
fitoterapicos para o emagrecimento, quanto para desenvolver técnicas
analiticas capazes de elucidar mecanismos de como agem os compostos
presentes nas plantas, visto que, ainda existe um pequeno numero de
publicagdes disponiveis sobre compostos naturais e escassez nas informagdes
sobre a estrutura e a atividade desses compostos (BERTOLAMI, 2004).

Com o sucesso do orlistate, um inibidor especifico da lipase
pancreatica, pesquisas relacionadas a identificagdo de novos inibidores de
lipase pancreatica derivados de fontes naturais estdo sendo realizadas. Isso
em funcdo dos inibidores dessa enzima serem considerados um reagente
terapéutico valioso para o tratamento de obesidade induzida por dieta em seres
humanos (LEE et al., 2010).

Diversos trabalhos vém retratando a utilizagcdo de plantas que
apresentam compostos com acéao inibitéria direta das enzimas digestivas. A
maioria presente em tecidos vegetais, como semente, raizes, cascas, folhas e
outros (GRILLO et al., 2005).

Metabdlitos como as saponinas presentes em raizes e rizomas de varias
plantas, compostos de acucares ligados a um esteréide ou triterpeno,
constituintes de derivados polifendicos como flavonoides, taninos e catequinas
atuam dificultando o metabolismo lipidico através da inibigdo enzimatica desta
via e sdo uma excelente alternativa para o tratamento da obesidade e
disturbios relacionados a ela (NAKAI, et al., 2005; PEREIRA et al., 2010;
CURIEL, 2011).

Para Grillo et al., (2005), se houver interferéncia nesse metabolismo,
havera redugdo da emulsificagdo, absor¢cdo e armazenamento de lipidios
durante o mecanismo de digestdo no sistema gastrointestinal sem alterar

nenhum mecanismo central. Porém poucas técnicas relacionadas para analisar
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o efeito dessa inibicdo como um dos principais mecanismos utilizados para
determinar a eficacia no controle do peso sao descritas.

Em 2005, um estudo in vitro realizado por NAKAI et al., demonstrou que
derivados polifendlicos isolados a partir de folhas de Camellia sinensis L (cha
verde, cha oolong e cha preto), puderam ser avaliados quanto ao seu efeito
inibitério contra a lipase pancreatica por método fluorimétrico. Segundo os
resultados obtidos, os derivados polifendlicos contribuiram largamente para a
inibicdo dessa enzima e mostraram a capacidade de suprimir o aumento de
lipidios do plasma, reduzir o consumo de alimentos e depdsitos de gordura
corporal.

Mais tarde, outros ensaios in vitro foram realizados e descritos por
ZHANG et al., (2008), LEE et al., (2010), CURIEL, (2011) e SOUZA et al.,
(2012) utilizando espécies como Taraxacum officinale (dente de ledo),
Eremochloa ophiuroides (graminea), llex paraguariensis (erva mate),
Platycodin grandiflorum radix (flor de baldo, campanula), Scabiosa tschiliensis,
Salacia reticulata, Baccharis trimera (carqueja), Costus spicatus (cana-do-
brejo), Cymbopogon citratus (capim-limao), Cynara cardunculus (alcachofra),
Equisetum arvense (cavalinha), e Echinodorus grandiflorus (chapéu-de-couro).
Todas para avaliar a agao inibitéria de extratos obtidos de plantas frente a
lipase pancreatica.

As determinacgdes dos efeitos inibitérios foram realizadas por titulagao
acido/base, espectrofotometria e fluorimetria. Em todos os estudos os extratos
vegetais analisados foram capazes de inibir a atividade da lipase pancreatica,
fato de grande interesse para o tratamento do excesso de peso, dislipidemia e
obesidade e futuro desenvolvimento de drogas e farmacos para o combate de
tais complicagées (ZHANG et al., 2008; LEE et al., 2010; CURIEL, 2011;
SOUZA et al., 2012).

Dentro dessa linha de pesquisa, uma espécie pouco estudada para essa
finalidade é a Endopleura uchi. E uma planta utilizada popularmente ha
décadas na regido Norte e Nordeste do Pais e pode apresentar grande
potencial frente ao tratamento do excesso de peso, obesidade e disturbios
lipidémicos. O cha de suas cascas vem sendo utilizado para uma infinidade de

doencas e disturbios inclusive para o controle e redugdo do colesterol
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sanguineo, mesmo ainda nao catalogado o mecanismo de como ocorre
(MAGALHAES et al., 2007; BORGES, 2010).

2.3.2.1. DESCRICAO E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA ESPECIE ENDOPLEURA UCHI
(HUBER) CUATREC

A familia Humiriaceae apresenta cerca de 50 espécies de plantas e
abrange oito géneros, dentre eles o Endopleura. Os grandes representantes
dessa familia englobam espécies com plantas lenhosas, verdes, arvores e
arbustos com folhas simples e presenga de frutos (NUNOMURA, et al., 2002;
SHANLEY et al., 2005).

As plantas pertencentes a essa familia sdo angiospérmicas e sua
distribuicao se estende desde a Costa Rica até o Brasil, sendo considerada
neotropical. Também podem ser encontradas na costa ocidental da Africa
tropical (REVILLA, 2001; MAGALHAES et al., 2007).

Um exemplo de planta dessa familia a ser citado é a Endopleura uchi.
Essa espécie € uma planta popularmente utilizada e pouco estudada, originaria
da Amazodnia brasileira, distribuida principalmente em regides tropicais das
Américas sendo encontrada no estuario do Para e regides de Bragantina,
Guama e Capim, na parte ocidental do Maraj6 e regides dos Furos. Também
encontrada nas matas altas de terra firme do Amazonas e Para e em estado
nativo na Reserva Florestal Ducke. E cultivada na colénia Santo Antdnio em
Manaus e na cidade de Belém, capital do Para (REVILLA, 2002).

Em cada localidade da regidao Norte do pais recebe uma denominagéo
ou sinonimia vulgar, sendo as mais usadas e conhecidas: uchi ou uxi, uchi-
amarelo, uchi-liso, cumaté e pururu. Recebe em sua nomenclatura os
referenciais aos botanicos que a descreveram pela primeira vez: o botanico
suico Jacques Huber (ou Jakob E. Huber ou Jakob Huber-Miiller) e o espanhol
José Cuatrecasas Arumi, dai seu nome Endopleura uchi (HUBER) CUATREC
(NUNOMURA, et al., 2002; NEPOMUCENO et al., 2010).

Sua classificacdo botanica esta apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1: Nomenclaturas boténicas da Endopleura uchi (HUBER) CUATREC

REINO Plantae
DIVISAO Magnoliophyta
CLASSE Magnoliopsida

SUBCLASSE Magnoliidae

ORDEM Malpighiales
FAMILIA Humiriaceae
GENERO Endopleura
ESPECIE Endopleura uchi

SINONIMO CIENTIFICO

NOME POPULAR

SINONIMIA POPULAR

Sacoglottis uchi Huber
Uchi (uxi)

uchi-amarelo, uchi-liso, uxipucu; uchi-

pucu (Amazonas e Para); uchi (Para);
fruta-de-pobre, uxi, uxi-liso. Kremp

(indios Kayapd); cumaté, pururu, uxi-

ordinario, uxi-verdadeiro, axua.

Fonte: REVILLA, 2001

2.3.2.1.1 CARACTERISTICAS, CULTIVO E MANEJO DA ENDOPLEURA UCHI (HUBER)

CUATREC

A Endopleura uchi € uma planta tipicamente silvestre da mata alta, de

terra firme e frequentemente forma a parte superior da floresta. E uma arvore

conhecida como uxizeiro, de grande porte, alta, com tronco reto e liso, que se

desenvolve muito lentamente e que pode alcancar os 25-30 metros de altura e
1 metro de didmetro, como ilustrado na Figura 7 (TACON, 2012).

Cresce em condigdes de clima quente e umido caracteristico das

regides de baixa altitude e em solos arenosos e argilosos, acidos, umidos e

muito Umidos, mas bem drenados de terra firme. E encontrado,
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frequentemente, acompanhado de outras espécies, formando assim um “uxizal”
(BEZZERRA et al., 2012).

A casca é fina, rugosa, porém espessa (2-3 mm de espessura), de cor
castanha acinzentada, com manchas castanho-claras internamente com
manchas grandes negras e castanhas, e pequenas esbranqui¢gadas. A madeira
€ de boa qualidade e de coloragao vermelho-escuro (Figura 7). Seu fruto, uma
vagem, pode ter de 5 a 7 cm de comprimento e 4 cm de didmetro e pesar entre
50 e 70g e pode conter entre 1 e 5 sementes. Uma camada de
aproximadamente 5 mm em volta da semente representa a parte comestivel do
fruto (MAGALHAES et al., 2007).

(A) (B)

Figura 7: Endopleura uchi formando um uxizal (A) e tora do caule e da casca da Endopleura
uchi (HUBER) CUATREC.
Fonte: POLITI, 2009; BORGES, 2010.
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O manejo da Endopleura uchi é dificil e economicamente inviavel. A
germinagao ocorre de 10 a 16 meses, o crescimento € lento na sombra, mas
cresce até um metro por ano no sol e a produgao demora de 12 a 20 anos para
ocorrer (SHANLEY et al., 1998).

A planta é especialmente cultivada por enxertia, devido ao seu lento
desenvolvimento, mas também através de transplante de mudas. Recomenda-
se associa-la com espécies anuais como macaxeira ou banana nos primeiros
anos, porém o solo tem que estar bem adubado (FERRAO, 2001).

Dado o tamanho da arvore, o fruto ndo é colhido, mas aguarda-se que
se desprenda da arvore e caia no chdao. As sementes devem ser colocadas
para germinagao logo que colhidas, deixadas em local semi-sombreado e
contendo substrato organo-argiloso. Devem ficar enterradas a 3-4cm e o viveiro
irrigado duas vezes ao dia. A emergéncia corre em 9-10 meses e a taxa de
germinacédo geralmente é alta (LORENZI, 1998).

Algumas sementes sao colocadas no terreno, envolvidas ainda no
endocarpo. Com o objetivo de apressar a germinagdo da semente tem se
ensaiado a utilizagdo das sementes desprovidas de endocarpo, mas o0s
resultados ndo tém sido muito favoraveis na medida em que, com muita

freqliéncia, se afeta o embrido no ato de partir o endocarpo (FERRAO, 2001).

2.3.2.1.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DA ENDOPLEURA UCHI
(HUBER) CUATREC

De acordo com um estudo etnofarmacoldgico, tanto a casca quanto o
fruto da E. uchi sado utilizados como medicamento pela populacido ha um bom
tempo, por apresentarem constituintes quimicos responsaveis pelas suas
acgdes bioldgicas. Esses constituintes sdo os metabdlitos secundarios que séo
caracteristicos de uma familia de espécies relacionadas da planta (POLITI, et
al., 2010; TACON, 2012).

A casca pulverizada da Endopleura uchi normalmente é utilizada na
forma de cha apdés decocgdo. Apresenta uma série de substancias
responsaveis por diferentes agbes farmacoldgicas dentre elas redugédo e
eliminacdo de miomas em mulheres; antiinflamatoéria para o tratamento de

artrite e reumatismo; contra o diabetes; redugdo e controle do colesterol;
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atividade antimicrobiana; diminuicdo da motilidade intestinal (auxiliar no
tratamento de diarréia), atividade imunologica, dentre varias outras, fazendo
dela amplamente comercializada em feiras, mercados e farmacias,
principalmente das regides norte e nordeste do pais (BORGES, 2010;
NEPOMUCENO et al., 2010).

Em 2009 POLITI descreveu a fitoquimica da planta citando o principal
marcador e componente majoritario da planta, a bergenina (uma isocumarina) e
0 acido galico confirmando a presencga de taninos e de mais duas classes de
metabdlitos secundarios predominantes: as cumarinas e as saponinas.

Um ano depois, BORGES (2010) através de um estudo de isolamento e
avaliacdo de atividade antinociceptiva, constatou analogos da bergenina
(Figura 8): acetilbergenina, norbergenina e desmetilbergenina, que sao
derivados do acido galico C-glicosideos. Também citou a presenca de
dimetoxibergenina, triterpendides pentaciclicos, acido masilinico, agucares
redutores, glicosidios cardiacos, purina, lactonas e lactonas sesquiterpénicas,

derivados fendlicos e flavonoidicos.
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Figura 8: Estrutura quimica da bergenina e das substancias analogas da bergenina isoladas da

casca de Endopleura uchi HUBER CUATREC.

Fonte: BORGES, 2010.

Os derivados fenolicos apresentam em sua estrutura um grupo fenol,

fazendo deles uma molécula aromatica. Constituem parte de um grupo vegetal

heterogéneo com mais de 10.000 compostos relacionados, sendo resultantes

de duas vias metabdlicas: a via do acido chiquimico e do acetato. Dentre os

compostos derivados fendlicos, destacam-se os flavonoides e os taninos néo

hidrolizaveis e condensados como os flavonois de onde derivam as catequinas
(DONADUZZI et al., 2005; PETACCI et al., 2012).
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Os flavonoides representam uma ampla classe de constituintes
encontrada no reino vegetal. Estdo distribuidos em varias partes da planta, com
destaque as cascas das arvores. A sua biossintese ocorre a partir da via mista
do acetil-CoA e do acido chiquimico (PAULA, 2013).

Apresentam em sua estrutura 15 atomos de carbono no seu nucleo
fundamental. Este nucleo comum é caracterizado por dois anéis aromaticos (A
e B) e um heterociclo oxigenado (anel C) Figura 9. E devido a diversidade de
grupos substituintes e varios padrées de hidroxilagdo, metilagao e glicolisagao,
pode gerar uma infinidade de outros flavonoides (SOUZA et al., 2005; PAULA,
2013).

Figura 9: Estrutura basica dos flavondides caracterizada por dois anéis aromaticos (A e B) e
um heterociclo oxigenado (anel C)
Fonte: DORNAS et al., 2007.

Os taninos sao polifendis que correspondem a um grupo diverso de
substancias fendlicas complexas muito disseminadas no reino vegetal,
ocorrendo em quase todas as familias vegetais. Localizam-se em certos érgaos
da planta como folhas, fruto, mas com destaque ao caule. Sua biossintese se
da pela via do acido chiquimico e/ou via mista do acetil-CoA e do acido
chiquimico, mas também pela utilizacdo de varios blocos de construcao
(NOZELLA, 2001; BILIERI et al., 2011).

De acordo com a sua diversidade estrutural quimica, pode se dividir
frente as caracteristicas estruturais e propriedades em taninos hidrolisaveis
(taninos galicos e elagicos) e taninos condensados (proantocianidinas,
catequinas) (NOZELLA, 2001; DONADUZZI et al., 2005).

A presenca desses derivados fendlicos e flavonoidicos na casca da

Endopleura uchi pode contribuir, dentre outras, para a atividade antioxidante da
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planta, uma vez que, ambos sao considerados substancias antioxidantes como
resultado do processo evolutivo da espécie como protecdo natural aos radicais
livres formados pela radiagéo ultravioleta necessaria a fotossintese (PETRY et
al., 2001).

Os derivados fendlicos podem atuar neutralizando a reatividade radicalar
através da doacdo de um atomo de hidrogénio, bloqueando as reagdes em
cadeia; enquanto os derivados flavonoidicos promovem deslocalizagdo do
elétron ou da nuvem eletrénica devido a presenca de duplas ligagdes, hidroxila
e de um grupo catecol no anel B da sua estrutura (Figura 8), conferindo uma
maior estabilidade a forma radicalar (DONADUZZI et al., 2005; BILIERI et al.,
2011).

Além da atividade antioxidante os derivados fendlicos e flavonoidicos
ainda tém a capacidade de prevenir contra a peroxidacgao lipidica da membrana
celular, reduzir os altos niveis de lipidios no sangue (triglicerideos; colesterol),
ou pela prevencao da oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade, complexar
com metais, com proteinas e polissacarideos; assim como inibir enzimas
(ligacoes reversiveis ou irreversiveis) (NOZELLA, 2001; BILIERI et al., 2011).

Na pratica, uma variabilidade de técnicas colorimétricas é descrita para
quantificar e determinar a atividade antioxidante desses constituintes, como
pelo método do reagente de Folin-Ciocalteu, que determina derivados
fendlicos; reacdo com cloreto de aluminio em meio acido que quantifica
derivados flavonoidicos e reducéo do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila — DPPH
para atividade antioxidante (CHANG et al., 2002; GONCALVES, 2007;
ROESLER et al., 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo a avaliagao da eficacia antilipidémica de
amostras de casca de uchi amarelo (Endopleura uchi) adquiridas no mercado
de produtos naturais.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este estudo teve como objetivos especificos:

Preparo e obtencdo dos extratos a partir do material vegetal seco e

triturado - casca de Endopleura uchi,

Determinacao dos teores de derivados Flavonoidicos e Fendlicos totais

a partir dos extratos obtidos da casca seca de Endopleura uchi;

Avaliagcao da atividade antioxidante dos extratos de Endopleura uchi
pelo método de DPPH,;

Avaliacdo da eficacia de inibicdo da atividade enzimatica da lipase
pancreatica dos extratos de Endopleura uchi empregando método

espectrofotométrico;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equipamentos utilizados para o preparo e obtencao dos
extratos a partir da casca seca e triturada de uchi amarelo (Endopleura uchi),
para determinacdo de derivados flavonoidicos e fendlicos totais, para
determinacdo da atividade antioxidante e avaliacdo da inibicdo da atividade

enzimatica da lipase pancreatica estao listados abaixo:

4.1.1. MATERIAL

o 2,2-Difenil-1-picrilidrazila (Aldrich Chem)

o Acetona P.A (CRQ)

. Acido acético glacial (All Chemistry)

o Acido Cloridrico Concentrado (Isofar)

. Alcool etilico P.A (CRQ)

. Alcool metilico (CRQ)

o Carbonato de sddio P.A (Synth)

o Cloreto de aluminio P.A (Synth)

o Cloreto de calcio P.A (Isofar)

o Cloreto de sodio P.A (Reagen)

o Enzima lipase pancreatica porcina tipo Il (Sigma Aldrich)

o Extrato padronizado de Ginkgo biloba com 25,26% de flavondides
glicosideos (Fagron) - Certificado de analise de qualidade Anexo |
o Orlistate sintético com teor de 100,32% (Pharma Nostra) - Certificado de
analise de qualidade Anexo Il

o Padrao acido galico (Riedel-de Haén - 99%)

o Padréo acido tanico (Isofar — 88%)

o Padrao p-ntitrofenol (Merck — 99,5%)

o Padrao quercetina (Fluka-Biochemika — 99%)

o Palmitato p-ntitrofenila (Sigma Aldrich)

o Piridina P.A (Merck)

o Reagente de Folin-Ciocalteu (Haloquimica)



50

o Triton X-100 (Sigma Aldrich)

4 .1.2. EQUIPAMENTOS

o Agitador magnético (Fisaton 752)

o Agitador tipo vortex (Phoenix Luferco AP56)

o Aparelho ultrassom (Unique USC 700)

o Balanga analitica (Precisa 205A)

o Centrifuga (Fanem® 206)

o Chapa aquecedora (Micro Quimica MQAMA 301)
o Espectrofotdmetro UV/VIS (SP220-Biospectro)

. Liofilizador (Christ ALPHA 1-4 LD plus)

o pHmetro (Mettler Toledo MP220)

o Rotavapor ® (RII4-Buchi)

4.1.3. MATERIAL VEGETAL

Casca seca finamente triturada de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec
(Humiriaceae) obtida da empresa Cha e Cia ervas medicinais Ltda (Cert. Reg.
IBAMA: 187956; N° Insc. Prod.: 001010125361/98; Lote 003; colheita: 90/2012,
validade: 09/2017). Certificado de analise de qualidade Anexo lIl.

4.2. METODOS

4.2.1. PROCESSOS DE EXTRACAO A PARTIR DA CASCA SECA E TRITURADA DE
EnpoprLEURA ucHI (HUBER) CUATREC

Foram preparados 3 extratos vegetais a 20% (m/v — 200 g/L) por
maceragao a partir das cascas de Endopleura uchi, utilizando 3 solventes com
polaridades diferentes: agua deionizada; mistura de etanol e agua (80:20) e
mistura de acetona e agua (80:20) (BERGOLD et al., 2009; POLITI, 2009;
BRASIL, 2010).
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4.2.1.1. OBTENGAO E RENDIMENTO DO EXTRATO EM AGUA (EA)

O material vegetal seco (200g), pesado em balanga analitica, foi
submetido a maceragao estatica, sendo deixado em contato com o liquido
extrator (dgua deionizada — 1L) em frasco ambar e hermeticamente fechado
por uma semana. Todos os dias da semana, durante 2 horas, foi realizada a
decocgao. Ao final de uma semana, a mistura extrativa foi filtrada em papel de
fitro e a torta resultante foi submetida a nova maceragao estatica com
decocgao diaria por 2 horas. Os filtrados foram liofilizados e os extratos obtidos
foram pesados e armazenados em freezer em frasco ambar hermeticamente

fechados.

4.2.1.2. OBTENGAO E RENDIMENTO DOS EXTRATOS EM ETANOL 80% (EE 80%)
E EM ACETONA 80% (EAC 80%)

Para ambos os extratos a casca seca e triturada (200g). foi pesada em
balanca analitica, e submetida a maceragao estatica, sendo deixada em
contato com o respectivo liquido extrator (1L - etanol 80% ou acetona 80%) em
frasco ambar e hermeticamente fechado por uma semana. Ao final de uma
semana, a mistura extrativa foi filtrada em papel de filtro e a torta resultante foi
submetida a nova maceracado estatica. Os filtrados foram submetidos a
evaporagao sob pressao reduzida até total eliminagdo do solvente organico. As
fragbes aquosas que restaram foram entdo liofilizadas e os extratos obtidos
foram pesados e armazenados em freezer em frasco ambar hermeticamente

fechados.

4.2.2. DETERMINACAO DOS TEORES DE DERIVADOS FLAVONOIDICOS E DERIVADOS
FENOLICOS TOTAIS

4.2.2.1. DETERMINAGAO QUANTITATIVA DE DERIVADOS FLAVONOIDICOS TOTAIS

O teor de derivados flavonoidicos totais, expresso em quercetina, foi
determinado utilizando-se o método espectrofotométrico na regido do visivel,

apos reacao com cloreto de aluminio 8% em metanol e acido acético glacial na
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presenca de piridina (RUSAK et al. 1993; PETRY et al., 2001LUENGAS-
CAICEDO, 2005), com pequenas modificagdes.

O ensaio foi realizado em triplicata a partir de 100 mg dos extratos
liofilizados. Para cada réplica, a massa pesada da amostra foi transferida
quantitativamente para baldo de fundo redondo e adicionado 12 ml de metanol
P.A. e aquecido sob refluxo por 30 minutos. Apds esse tempo, a mistura de
cada balao foi filtrada em algoddo e transferida para baldo volumétrico de 25
ml. Ao residuo foi adicionado mais 10 ml de metanol P.A. e novamente
aquecido sob refluxo por 30 minutos. A mistura foi filtrada em algodao e o
volume transferido para 0 mesmo baldao volumétrico da primeira etapa. O
volume correspondente foi completado com metanol.

Foi entdo realizada reacédo de clarificagdo em funil de separagado para
eliminacao de carotenoides e clorofilas. Para cada repeti¢cao foi transferido 15
ml da solugdo metandlica, acrescido de 10 ml de agua deionizada e 5 ml de
cloroformio P.A.. Apds particdo, a mistura foi centrifugada a 3500 rpm em tudo
tipo Falcon por 10 minutos para completa separagdo das fases e a camada
hidrometandlica foi cuidadosamente retirada.

Em seguida, foi procedida a quantificagdo de flavonoides através das
reacdes de coloracdo e de compensacio de forma a anular a interferéncia da
coloragao natural do extrato ou da fragao.

Na reacao de coloragao, em baldo volumétrico de 10 ml, foi adicionado 4
ml da solu¢cdo hidrometandlica, acrescido de 240 pl de acido acético glacial
P.A., 4 ml de solugédo de piridina-metanol (20:80), 1 ml de cloreto de aluminio
anidro 8% em metanol e completou-se o volume com &agua deionizada. A
solugdo obtida foi agitada e deixada em repouso por 30 minutos. Decorrido o
tempo da reacgéo foi realizada a leitura da absorvancia em comprimento de
onda (1) de 415nm. Foi utilizado metanol como branco.

Para a solugdo de compensacao realizou-se 0 mesmo procedimento da
reacao de coloracdo, porém nao foi adicionado cloreto de aluminio anidro 8%
em metanol, sendo substituido por agua deionizada.

Os teores de flavonoides totais obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagao das médias.

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad prism,
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versdo 5 (2007) da GraphPad Software com intervalo de confianga de 95%
(p<0,05).

Curva analitica para quantificacdo de flavonoides totais

A curva analitica padrao foi realizada em triplicata em 3 dias diferentes.
A solucao estoque de quercetina a 0,5 mg/mL foi preparada a partir de 10 mg
da substancia pura de referéncia em baldo volumétrico de 20mL utilizando
metanol P. A. como solvente. Aliquotas dessas solugdes foram pipetadas a fim
de que se obtivessem as seguidas concentragdes finais: 1, 2, 4, 6, 8 e 10
pMg/mL.

Foram pipetadas aliquotas de 0,2 mL; 0,16 mL; 0,12 mL; 0,08 mL; 0,04 e
0,02 mL desta solugdo estoque para baldes volumétricos de 10 mL,
respectivamente. Adicionou-se a cada um deles 2,0 mL de agua deionizada,
240 pl de acido aceético glacial, 4 mL de solugéo de piridina—metanol (20:80), e
1 mL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio anidro a 8% em metanol e
completou-se o volume para 10 mL com metanol, obtendo-se solugdes de
concentragdo de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 yg/mL. Também foi feita uma solugéo
compensacgao constituida de todos os reagentes exceto a solugdo padréo. O
volume foi completado com metanol para um baldo de 10 mL.

As solugbes foram agitadas e apdés 30 minutos de repouso, a
temperatura ambiente, foi realizada a leitura em espectrofotbmetro em
comprimento de onda (1) de 415 nm.

A partir das concentragdes finais obtidas e das respectivas leituras de
absorvéncia, foram construidas trés curvas analiticas dos dias diferentes.
Mediante andlise de covariancia através do programa GraphPad prism, versao
5 (2007) da GraphPad Software, comprovou-se a auséncia de diferenca
estatistica entre as curvas analiticas obtidas e, assim, reuniu-se todos os dados
em uma unica curva analitica, cuja equacdo da reta de melhor ajuste foi

calculada pelo método dos minimos quadrados.
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4.2.2.2. DETERMINAGAO QUANTITATIVA DE DERIVADOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de derivados fendlicos totais, expresso em acido tanico, foi
determinado utilizando-se 0 método espectrofotométrico na regido do visivel,
apos reacédo com o reagente de Folin-Ciocalteu (TREVISAN, et al., 2009), com
pequenas modificacdes.

O ensaio foi realizado em ftriplicata, partindo cada uma delas de 10 mg
dos extratos liofilizados. Para cada réplica, a massa da amostra foi transferida
quantitativamente para baldo volumétrico de 10 ml e adicionado metanol P.A.
até completar o volume. As solugdes estoque em metanol foram agitadas e
homogeneizadas.

Foi preparado, a partir das solugdes estoque, 1 ml de solugbes amostras
em microtubo tipo eppendorf, utilizando metanol como solvente. Para cada
réplica prepararam-se 7 solugbes com concentragdes de 50, 100, 150, 200,
250, 300 e 400 pyg/mL para resultar nas seguintes concentragdes finais: 2,5; 5;
7,5;10; 12,5; 15; e 20 ug/mL.

Em tubos tipo Falcon, para cada concentracio, foi transferido 250 pL de
amostra, 250 pyL de reagente de Folin-Ciocalteu, 500 uL de solugédo saturada
de carbonato de sédio e 4 mL de agua deionizada. As solugdes foram agitadas
e apo6s 25 minutos de repouso a temperatura ambiente, foram centrifugadas a
5000 rpm por 5 a 10 minutos e utilizado o sobrenadante para fazer a leitura em
espectrofotbmetro em comprimento de onda (1) de 760 nm.

Para cada repeticdo foi preparado o branco controle dos reagentes e
para cada concentragao o branco amostra.

Os teores de derivados fendlicos obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparacado das medias.
As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad prism,
versdo 5 (2007) da GraphPad Software com intervalo de confianga de 95%
(p<0,05).

Curva analitica para quantificacdo de derivados fendlicos totais

As curvas analiticas padrdo para acido tanico foram realizadas em

triplicata e em 3 dias diferentes.
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Para a curva padrao de acido tanico a solugao estoque de acido tanico a
1 mg/mL foi preparada a partir de 10 mg da substancia pura de referéncia em
baldo volumétrico de 10 mL. Aliquotas dessas solugdes foram pipetadas para
microtubos tipo eppendorf completando o volume para 1 ml com agua
deionizada, a fim de que se obtivessem as seguidas concentragdes finais: 2, 4,
6, 8 e 10 pg/mL.

Em tubos tipo Falcon, para cada concentragao, foi transferido 250 pL de
amostra, 250 pyL de reagente de Folin-Ciocalteu, 500 yL de solugédo saturada
de carbonato de sédio e 4 mL de agua deionizada. As solugdes foram agitadas
e apos 25 minutos de repouso a temperatura ambiente foi realizada a leitura
em espectrofotdmetro em comprimento de onda (A) de 760 nm. A solugao do
branco foi preparado para cada repeticéo.

A partir das concentragdes finais obtidas e das respectivas leituras das
absorvéancias foram construidas trés curvas analiticas em 3 dias diferentes.
Mediante andlise de covariancia através do programa GraphPad prism, versao
5 (2007) da GraphPad Software e comprovagdo de auséncia de diferenca
estatistica entre as curvas analiticas obtidas, todos os dados foram reunidos
obtendo-se a curva analitica resultante, cuja equacao de melhor ajuste e o
coeficiente de correlagcdo foram calculados pelo método dos minimos

quadrados.

4.2.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.2.3.1. ENSAIO DE REDUCAO DO RADICAL 1,1-DIFENIL-2-PICRILIDRAZILA
(DPPH)

A avaliagao da atividade antioxidante, foi determinada utilizando-se o
meétodo espectrofotométrico na regido do visivel, apés reacdo com o radical
livre 1,1-difenil-2-picrilidrazila (POIRIER et al., 1952; BLOIS 1958; BRAND-
WILLIAMS et al., 1995, SHARMA et al., 2009), com pequenas modificagdes.

O ensaio foi realizado em ftriplicata a partir de 14 mg dos extratos
liofilizados. Para cada réplica, a massa pesada da amostra foi transferida

quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado
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com etanol P.A., obtendo-se 3 solugdes estoque em etanol. Cada uma delas foi
agitada e homogeneizada.

A partir das solugdes estoque (0,28 mg/mL), para cada réplica, foram
preparadas solu¢gdes amostra em 7 concentragdes 3,5; 7; 10,5; 14; 17,5; 21 e
28 ug/mL que resultassem nas seguintes concentragdes finais: 2,5; 5; 7,5; 10;
12,5; 15; e 20 pg/mL.

Em tubos de ensaio, de cada concentracdo, foi transferido 2,5 mL da
solucdo amostra acrescido de 1 mL da solucdo de DPPH 0,3mM. As solugcdes
foram agitadas e apds um periodo de 30 minutos de repouso, no escuro, foram
feitas as leituras das absorvancias no comprimento de onda de 516nm, onde o
radical difenilpicrilidrazila apresenta o maximo de absor¢do e as mudancas
observadas na absorvancia sao proporcionais a atividade antioxidante (AAO)
da amostra.

Foi preparada uma solugdo branco reagente (controle) com 2,5 ml de
etanol e 1 ml de solugdo de DPPH 0,3mM. Para cada concentragéo, de cada
réplica, foi feito uma solugdo branco amostra com 2,5 mL solugdo amostra
acrescido de 1,0 mL de etanol. As solug¢des foram agitadas e apds um periodo
de 30 minutos de repouso, no escuro, foram feitas as leituras das absorvancias
no comprimento de onda de 516nm.

Como controle positivo foi utilizado extrato seco padronizado de Ginkgo
biloba. O ensaio foi realizado em ftriplicata a partir de 10 mg do extrato seco
padronizado de Ginkgo biloba, obtendo-se 3 solugdes estoque etandlicas.
Cada uma delas foi agitada e homogeneizada.

A partir das solugdes estoque (0,4 mg/mL), para cada réplica, foram
preparadas solugdes amostra em concentragées 105; 91; 70; 49; 35 e 14
pMg/mL que resultassem nas seguintes concentragdes finais: 75; 65; 50; 35; 25;
e 10 pg/mL.

Cada amostra em determinada concentracéo foi analisada em triplicata
e a média dos percentuais da atividade antioxidante (%AAOM), em cada uma

das concentragdes testadas, foi calculada de acordo com a equagao:
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100 - [ABS_; _ ABSz| X 100
ABSC

% AAO =

Onde,

ABS, = Absorgdo da amostra (Abs da amostra + DPPH 0,3mM - Abs do
branco da amostra)
ABSg = Absorg¢ao do solvente usado na reacao (etanol)

ABS¢ = Absorcédo de uma solugado de DPPH 0,3 mM em etanol

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos foram expressos
em concentracdo efetiva 50% (CEso), e submetidos a analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagcdo das médias. As
analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad prism, versao 5
(2007) da GraphPad Software.

Foi realizada também a analise estatistica de correlagcao de Pearson (r)
entre a concentragao de derivados fendlicos equivalente em acido tanico (EAT)
e a porcentagem de atividade antioxidante dos extratos em agua, em etanol
80% e em acetona 80%, pelo programa estatistico GraphPad Prism 5.01 2007)
da GraphPad Software com intervalo de confianga de 95% (p<0,05).

4.2.4. AVALIAGAO DO EFEITO DOS EXTRATOS DA CASCA DE ENDOPLEURA UCHI
(HUBER) CUATREC NA INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA LIPASE
PANCREATICA

O ensaio para determinacdo da inibicdo da atividade enzimatica da
lipase pancreatica foi realizado em triplicata, no Laboratorio de Bioquimica, no
Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Lavras (UFLA) com a
colaboracdo da Professora Dra. Luciana Lopes Silva Pereira, utilizando-se
método espectrofotométrico (PEREIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2011;
SIMAO et al., 2012; SOUZA et al., 2012), com algumas modificagdes.

Os extratos da casca de E. uchi foram preparados e utilizados na

concentragao de 2 mg/mL em agua deionizada. As massas das amostras de
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cada extrato foram transferidas quantitativamente para baldo volumétrico de 10
mL e o volume completado com agua deionizada. A partir das solugbes de
trabalho obtidas, o ensaio de inibicdo da lipase pancreatica foi realizado.

Foi preparada uma solugao de lipase pancreatica suina na concentragao
de 10 g/L em tampao Tris-HCI 0,05 mol/L, pH 8,0, contendo CaCl2 0,010 mol/L
e NaCl 0,025 mol/L. O substrato p-nitrofenolpalmitato, 8 mmol/L, foi dissolvido
em Triton- X 100, 0,5% (p/v).

Para cada extrato, em tubos de ensaio, foi feita a mistura de 50 yL da
solugcado do extrato, 100 pL da enzima e 50 pL do substrato e incubada em
banho-maria a 37 °C por quatro periodos de tempo (10, 20, 30, 40 minutos).
ApOs esse periodo, a reacéo foi paralisada com banho de gelo e 1,0 mL de
tampao Tris-HCI 0,05 mol/L. Para cada extrato foram feitos os controles sem
enzima (branco substrato) e sem substrato (branco enzima). Todos foram
preparados e incubados do mesmo modo que os tubos experimentais.

Como controle positivo foi utilizado orlistate 2mg/mL. Transferiu-se
quantitativamente a massa de orlistate para baldo volumétrico de 10 mL e
completou volume com agua deionizada. Foi feita a mistura de 50 uL da
solucdo de orlistate, 100 yL da enzima e 50 yL do substrato e incubada em
banho-maria a 37 °C por quatro periodos de tempo (10, 20, 30, 40 minutos).
ApOs esse periodo, a reacao foi paralisada com banho de gelo e 1,0 mL de
tampao Tris-HCI 0,05 mol/L.

As absorvancias dos produtos da agao da lipase sobre o p-
nitrofenolpalmitato (p-nitrofenol) de cada extrato e do controle positivo foi
determinada em espectrofotdbmetro no A de 410nm.

As inibigdes dos extratos em agua, em etanol 80% e em acetona 80% e
do orlistate foram obtidas a partir da inclinagdo da reta do grafico, Absorvancia
x Tempo, previamente calculada e utilizada como referéncia para o calculo da
inibicdo da lipase pancreatica.

A porcentagem de inibigdo (/ %) da lipase pancreatica foi determinada

de acordo com a equacgéo:
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. _ (A-a)-(B-b)
1% = A-a) x 100

Onde,

A: na auséncia do extrato (possivel inibidor), que corresponde ao ensaio
enzima controle

a: na auséncia do extrato e da enzima (branco substrato)

B: na presenca do extrato com a enzima e substrato

b: na auséncia da enzima (branco extrato + substrato).

A inibicdo da atividade enzimatica foi calculada a partir da diferenca
entre as inclinagdes na auséncia do inibidor (A-a) e na presenga do inibidor (B-
b). A inclinagdo da reta € decorrente da velocidade de formacdo de produto
por minuto de reacdo e a presenca do inibidor ocasiona uma diminui¢cdo na
inclinagao.

A partir da inclinagéo, os valores de absorvancia foram convertidos em
pgmol de produto por meio de uma curva padréo de p-nitrofenol realizada em
triplicata. Aliquotas foram retiradas a fim de que se obtivessem concentragbes
variando de 0,089 a 0,898 umol. Como branco utilizou a solugdo tampéao Tris-
HCI 0,05 mol/L. As absorvancias foram determinadas em espectrofotdmetro no
A de 410nm.

A partir das concentragdes finais obtidas e das respectivas leituras de
absorvéncia, foram construidas trés curvas analiticas. Mediante analise de
covariancia, comprovou-se a auséncia de diferenga estatistica entre as curvas
analiticas obtidas e, assim, reuniu-se todos os dados em uma unica curva
analitica, cuja equagao da reta de melhor ajuste foi calculada pelo método dos
minimos quadrados.

Os resultados obtidos pelos extratos foram expressos em porcentagem
de inibicdo e em unidade de enzima inibida por grama de extrato (UIL/g) que
corresponde a 1 uymol de p-nitrofenol que deixou de ser produzido por minuto,
devido a presenca do inibidor nas condi¢gdes de ensaio.

ApoOs as leituras das absorvancias e dos calculos da porcentagem de

inibicao, os extratos em etanol 80% e em acetona 80% foram diluidos em agua
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deionizada na propor¢ao de 1:1 (v/v), transferindo-se 5 mL da solugdo de
trabalho para baldo volumétrico de 10 mL e completando volume com agua
deionizada. O ensaio foi repetido e as absorvancias determinadas em
espectrofotdbmetro no A de 410nm.

As inibicbes dos extratos em etanol 80% (1:1) e em acetona 80% (1:1)
foram obtidas a partir da inclinagdo da reta do grafico, Absorvancia x Tempo,
previamente calculada e utilizada como referéncia para o calculo da inibicdo da
lipase pancreatica em porcentagem (/ %) e em UIL/g.

Os resultados da inibicdo da atividade enzimatica expressa em UlL/g
extrato de cada extrato e do controle positivo foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagao das médias.
As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad prism,
versdo 5 (2007) da GraphPad Software com intervalo de confianga de 95%
(p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS E RENDIMENTO DOS EXTRATOS EM AGUA (EA), EM ETANOL 80%
(EE 80%) E EM ACETONA 80% (EAC 80%) DA CASCA SECA E TRITURADA DE
EnDpoPLEURA UcHI (HUBER) CUATREC

Para a realizacdo desse estudo, a casca de Endopleura uchi foi
adquirida do mercado de produtos naturais, conforme descrito no subitem
4.1.3. De acordo com o certificado de analise botanica (Anexolll), a casca
apresentava-se plana, com grandes feixes de fibras longitudinais de coloragéo

castanho-acinzentadas (Figura 10).

Figura 10: Casca de Endopleura uchi adquirida do mercado de produtos naturais.

A partir da casca de Endopleura uchi foram preparados 3 extratos em
solventes com polaridades diferentes, como descrito no item 4.2.1.

A escolha da 4gua como um dos solventes extratores baseou-se no fato
da casca de E. uchi ja ser utilizada popularmente no norte do pais para uma
série de enfermidades na forma de cha, dentre elas a reducdo do colesterol.
Enquanto que a escolha pelos extratos em etanol 80% e em acetona 80% foi
baseada em literatura e em funcdo de ser o procedimento mais adequado a
extracdo de derivados fendlicos e flavonoidicos, como por exemplo, taninos e
catequinas; e por esses metabdlitos secundarios apresentarem intensa
atividade antioxidante e de inibigdo enzimatica comprovadas.

As solucbes extrativas obtidas apresentaram coloragdo marrom

avermelhada intensa. Apds a evaporagdo sob alta pressao seguida de
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liofiizagdo foi observada a formacdo de pds heterogéneos, castanho a
castanho avermelhado, cujos rendimentos foram cerca de 23,4 g (11,7%) do
extrato em agua; 34,29 (17,1%) do extrato em etanol 80% e 26,6 g (13,3%) do
extrato em acetona 80%. O extrato rotavaporado (A) e os pds de cada extrato

liofilizados (B) estdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11: Extrato rotavaporado (A) e pés liofilizados dos extratos em agua, em acetona 80% e
em etanol 80% (B) de Endopleura uchi.

A partir dos extratos liofilizados foram determinados os teores de
derivados flavonoidicos e derivados fendlicos totais; a atividade antioxidante
pela reducao do radical DPPH e o efeito dos extratos na inibicdo da atividade

enzimatica da lipase pancreatica.

5.2 QUANTIFICACAO DE DERIVADOS FLAVONOIDICOS TOTAIS

O conteudo flavonoidico dos extratos obtidos da espécie Endopleura
uchi foi realizado por espectrofotometria no visivel por complexagdo com
cloreto de aluminio 8% em metanol, na presencga de piridina:metanol e acido
acético glacial P.A.,como descrito no item 4.2.2.

A escolha por esse método considerou aspectos técnicos como a
simplicidade, rapidez, baixo custo e aplicabilidade, sendo um método descrito
na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010).

No método de quantificagdo, o cation aluminio tem a propriedade de

formar complexos coloridos e estaveis com os flavonoides em meio acido
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(Figura 12). A ligacdo nos complexos metal-flavonoide pode ocorrer através da

transferéncia de elétron do metal para o flavonoide (MARKHAM, 1982).

AlZ+ AR

Figura 12: Formacgdo do complexo Flavonoide-Al, em solugdo metandlica de cloreto de
aluminio (Reproduzido de MARKHAM, 1982).

Durante a analise espectrofotométrica ocorre um deslocamento para
maiores comprimentos de onda (deslocamento batocrémico) dando origem a
um novo anel e uma intensificagao da absorgao (efeito hipercromico), visto que
o complexo flavonoide-aluminio absorve em comprimento de onda maior que o
flavonoide sem a presenga do agente complexante (CHANG et al., 2002).

Este fato explica a utilizacdo do comprimento de onda de 415 nm,
justificado pelo estudo de Chang e colaboradores (2002), uma vez que 0s
acidos fendlicos, mesmo os que formam complexos com AICI3, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira,
interferéncias nas medidas de absorvancia. Assim, foi possivel determinar a
quantidade de flavonoides, evitando-se a interferéncia de outras substancias
fendlicas, principalmente os acidos fendlicos.

A presenca de piridina nas solucdes de AI** é importante, pois o cloreto
de aluminio, um &acido de Lewis, presente em solugdo reage vigorosamente
com a piridina, que € uma base de Lewis, formando um aduto. O sal resultante
¢ bastante soltvel & temperatura ambiente e o complexo piridina:Al** formado
€ muito mais estavel (CISAK e ELVING, 1965).

Em 2001 Petry e colaboradores tentaram estabelecer as condi¢cdes
6timas para a reacdo de complexacdo de varios flavonoides em fungcdo das

variaveis tempo de reacdo e concentracdo de AICl;. Os resultados
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evidenciaram uma reagdo com caracteristicas particulares para cada
flavonoide, n&o sendo possivel estabelecer um padrao Uunico de
comportamento geral, tornando evidente a necessidade de avaliagdo caso a
caso. Este fator pode explicar, em parte, a obtengdo de teores subestimados
na quantificacdo espectrofotométrica de flavonoides totais na regidao do visivel
empregando-se a complexagao com AICls.

O resultado da determinagao do total de flavonoides foi expresso em
equivalente em quercetina por grama de amostra (EQ/g amostra). A analise de
covariancia indicou que as inclinagdes e os interceptos das trés regressdes
lineares de quercetina em 3 dias, eram equivalentes e, portanto, a equacéo da
reta foi estabelecida com os valores médios, resultando na equacao
y=0.0620603x - 0.00797809, R?= 1 (Grafico 1).
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Grafico 1: Curva analitica da quercetina equivalente a repeticao do ensaio em trés dias. Os
valores representam a média + desvio padrdao. A equagdo da reta e o R? se
referem a média das trés curvas.

A partir dessa equacgao, e considerando-se as diluicbes envolvidas no
meétodo de quantificagao, os teores e as concentracdes médias de flavonoides
totais expressos em quercetina dos extratos em agua, em etanol 80% e em

acetona 80% estao representados na Tabela 2.
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Tabela 2: Quantificagdo de derivados flavonoidicos expressos como média + desvio padrdo

obtido pelas trés determinagdes.

Amostra Concentragao Concentragao em Teor
Média Quercetina (mg) EQ/g Flavondides
(Mg/mL) amostra (%)
+ DP
EA 1,299 * 0,065 1,350 0,135
EE 80% 1,730 £ 0,713 1,800 2 0,180
EAc 80% 2,046 £ 0,451 2130a 0,213

EQ: equivalente em quercetina. DP: desvio padrdo. EA: extrato em agua. EE 80%: extrato em

etanol 80% e EAc 80%: extrato em acetona 80%.

A Tabela 2 demonstra que os resultados obtidos indicaram a presenga
de derivados flavonoidicos nos extratos testados, no entanto, em baixa
concentrag&o. Os valores variaram de 1,350 a 2,130 mg EQ/g amostra. O EAc
80% apresentou maior teor com 2,130 mg EQ/g amostra e o menor teor o EA
com 1,350 mg EQ/g amostra.

A analise de variancia (ANOVA seguida pelo Teste de Tukey p<0,05)
das médias de quantificacdo do conteudo de derivados flavonoidicos em cada
um dos extratos, mostrou que os valores seguidos por letras iguais ndo sao
estatisticamente diferentes.

Com esses resultados pode-se sugerir que o processo de extragdo nao
interferiu  muito para retirada de derivados flavonoidicos da casca de
Endopleura uchi, mesmo que, normalmente, derivados flavonoidicos, como os
taninos, largamente encontrados em cascas, sejam mais facilmente extraidos
em solventes como etanol e acetona devido a polaridade e suas propriedades
fisico-quimicas.

Esse fato vai de encontro ao analisado por Politi (2009), que no trabalho
desenvolvido, realizou diferentes reacdes de caracterizacdo para os derivados
flavonoidicos de varios extratos obtidos da casca de E. uchi e preparados em
solventes com diversas polaridades. Ao final foi constatada a presenca desses
derivados, devido apenas uma das reagdes ter sido positiva para esse grupo
de substancias, que foi utilizando a solugéo de cloreto férrico a 2%.

No entanto, a quantificacdo total desses derivados ainda n&o havia sido

realizada por espectrofotometria, 0 que torna essa analise inédita para a parte
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da planta utilizada. E apesar do método fornecer desvios muito pequenos ou
nulos entre ensaios com a mesma amostra, pode ser pouco exato, fornecendo
valores diferentes (geralmente inferiores) em relacdo a quantidade de
flavonoides totais realmente presente na amostra analisada (DORNAS et al,,
2007).

5.3 QUANTIFICACAO DE DERIVADOS FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo de derivados fendlicos dos extratos da espécie
Endopleura uchi foi realizada por espectrofotometria no visivel pelo método de
Folin-Ciocalteau como descrito no item 4.2.2.

E um método que apresenta maior sensibilidade, menor interferéncia e
facilidade de aquisicdo do reagente, ja que este pode ser obtido
comercialmente (ROESLER et al., 2007; TREVISAN et al., 2009).

O reagente de Folin- Ciocalteu € composto por uma mistura de solugdes
aquosas dos acidos fosfomolibdico e fosfotungstico, em que o molibdénio se
encontra no estado de oxidagao (cor amarela no complexo). O método baseia-
se no principio de que em meio alcalino e na presenca de certos agentes
redutores, como os compostos fendlicos, formam-se os chamados complexos
molibdénio-tungsténio azuis (FOLIN, et al., 1927; ROESLER et al., 2007).

De fato o que ocorre € a redugao da mistura dos acidos fosfotungstico e
fosfomolibdico em oOxidos de tungsténio e molibdénio, de cor azul, pelos
derivados fendlicos, na qual a média do estado de oxidacdo dos metais esta
entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinagdo da concentragao das
substancias redutoras, que nao necessariamente precisam ter natureza
fendlica (FOLIN, et al., 1927) .

O ajuste do pH ideal (pH = 9,0) para que ocorra a reagao entre os
grupos fendlicos e o reagente é feito com solugdo de Na,COj;. Somente em
meio basico ocorre a desprotonagdo dos compostos fendlicos gerando os
anions fenolatos para que ocorra a reacdo de oxirreducdo entre o anion
fenolato e o reagente. Desta forma, ocorre a mudancga de coloragado de amarela
para azul cuja intensidade aumenta linearmente em A 760 nm, (Figura 13)
(TREVISAN et al., 2009).
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Figura 13: Reagente de Folin-Ciocalteu: o molibdénio, componente do reagente de Folin, sofre
reducao por derivados fendlicos presentes na amostra testada e muda de coloragao
amarela para azul (TREVISAN et al., 2009).

A determinagcdo do total de derivados fendlicos foi expressa em
equivalente em acido tanico por grama de extrato (EAT/g). A analise de
covariancia indicou que as inclinagdes e os interceptos das trés regressdes
lineares obtidas em 3 dias de acido tanico eram equivalentes e, portanto, as
equacdes da reta foram estabelecidas com os valores médios, resultando na
equacao y= 0.0458889x - 0.00957781, R?*= 0,9994, conforme mostra o Grafico
2.
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Grafico 2: Curva analitica do acido tanico equivalente aos trés dias de ensaio. Os valores
representam a média + desvio padréo. A equagao da reta e o R’ se referem a

média das trés curvas.

A partir das equacoes, e considerando-se as diluicdes envolvidas no
meétodo de quantificagdo, o teor e a concentragdo média de derivados fendlicos
totais expressos em acido tanico dos extratos em agua, em etanol 80% e em

acetona 80% estao representados nas Tabelas 3.
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Tabela 3: Quantificagdo de derivados fendlicos expressos como média + desvio padrédo obtido

pelas trés determinagdes empregando reagente de Folin-Ciocalteau.

Amostra Concentracdo  Concentracao em Teor (%)
média de Acido g EAT/g amostra EAT
Tanico pg/mL
+ DP
EA 6,390 * 0,552 0,639 a 63,9
EE 80% 9,500 + 0,158 0,950 v 95,0
EAc 80% 9,300 + 0,923 0,930 93,0

EAT: equivalente em &cido tanico. DP: desvio padrdo. EA: extrato em agua. EE 80%: extrato

em etanol 80% e EAc 80%: extrato em acetona 80%.

A Tabela 3 demonstra que os resultados e os valores do conteudo de
derivados fenolicos expressos em EAT variaram de 0,639 a 0,950 em
equivalente a acido tanico por grama de amostra. O EE 80% e o EAc 80%
apresentaram maiores teores EAT com 95,0% e 93,0% respectivamente, do
que o EA 63,9%.

Isso explica o fato dos solventes como etanol 80% e acetona 80%
apresentarem melhor eficiéncia de extracdo de compostos fendlicos totais e
provavelmente de taninos hidrolisaveis (em menor quantidade) e condensados
e catequinas (em maior quantidade), devido as caracteristicas quimicas dos
constituintes e a polaridade da molécula frente a esses solventes (NONAKA et
al., 1983; BERGOLD et al., 2009).

A analise de variancia (ANOVA seguida pelo Teste de Tukey p<0,05)
das médias de quantificacao do conteudo de derivados fendlicos expresso em
EAT/g da amostra em cada um dos extratos mostrou que valores seguidos por
letras diferentes diferem estatisticamente entre si. Portanto, o EA difere
estatisticamente dos EE 80% e EAc 80%, enquanto que os EE 80% e EAc
80% nao sao estatisticamente diferentes, comprovando a maior eficiéncia de

extracdo do etanol e acetona para compostos fendlicos.
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5.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUGAO DO RADICAL 1,1-DIFENIL-
2-PICRILIDRAZILA (DPPH)

A avaliagdo da atividade antioxidante (AAO) dos extratos em agua, em
etanol 80% e em acetona 80% da espécie Endopleura uchi foi realizado por
espectrofotometria no visivel pelo método de reducdo do radical 1,1-
difenipicriladrazila (DPPH) utilizando como controle positivo o extrato comercial
de Ginkgo biloba padronizado por ter atividade antioxidante comprovada
cientificamente.

A escolha pelo método se deu pela importancia da atividade frente a
classe de metabdlitos (derivados flavonoidicos e fendlicos totais) presente na
casca de E. uchi e por ser um modelo simples, pratico, sensivel e eficaz para
avaliar a capacidade redutora de substancias, sintéticas ou naturais, com
potencial para serem usadas como antioxidantes, através da interagdo com o
DPPH, resultando na formagéo irreversivel do produto hidrogenado (hidrazina)
que é incolor. E um método muito conveniente para realizacéo de triagem de
um grande numero de amostras com diferentes polaridades, incluindo a E. uchi
(ROESLER et al., 2007).

O método baseia-se na capacidade das substancias antioxidantes
presentes nos extratos reagirem com o DPPH, que é um radical relativamente
estavel, e converté-lo em 2,2-difenil-1-picril hidrazina. Normalmente a reacgéao
ocorre com atomo de hidrogénio, radical hidroxila (OH), radical hidroperéxido
(HOO) e atomos de oxigénio com a captura desses constituintes pelo DPPH
formando, de maneira irreversivel, produtos estaveis (CHIDAMBARAM, et al.,
2013).

Quando em solucdo, o DPPH apresenta coloragdo violeta com forte
absor¢ao em torno de A 515 - 517 nm e apresenta paramagnetismo conferido
pelo elétron ndo emparelhado. Assim, ao receber um elétron, seu elétron passa
a ser pareado, tornando-se uma molécula diamagnética e a absorgéo
caracteristica desaparece (BRAND-WILLIAMS et al., 1995)

O grau de descoloragao indica o potencial antioxidante do extrato, ou
seja, a descoloragéo resultante esta relacionada estequiometricamente com o
numero de elétrons aceitos (Figura 14) (TABART et al, 2009).
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Figura 14: Reagdo do DPPH com compostos fendlicos. Método baseado na estabilizagao do
radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH). A reagdo é determinada segundo

mudanca de cor de violeta ao amarelo. Fonte: CHENG et al., 2003.

Como a AAO da amostra é expressa em funcdo da capacidade de
provocar um decréscimo na absor¢ao (A 515 - 517 nm) de uma solugdo de
DPPH a uma determinada concentragdo, um extrato que apresenta alto
potencial em reduzir radicais livres possui baixo valor de CEsg. Desta forma,
uma pequena quantidade de extrato € capaz de decrescer a concentracao
inicial do radical DPPH em 50%, ou seja, inibir a oxidagao do radical em 50%.

O potencial dos trés extratos obtidos da casca de Endopleura uchi em
reduzir radicais livres foi expresso como concentracdo efetiva do extrato
necessaria para reduzir o radical DPPH em 50%, e os resultados sao descritos

e representados na Tabela 4 e Grafico 3, respectivamente.

Tabela 4: Concentracao efetiva 50% de atividade antioxidante no teste com DPPH

Amostra CEs (ug/mL) Média + DP
EA 12,44 0,08 ¢
EE 80% 9,7+0,38 b
EAc 80% 790,314
Ext comercial de Ginkgo biloba
padronizado 37,8 2,494

CEsp. concentragéo efetiva 50%. DP: desvio padrdo. EA: extrato em agua. EE 80%: extrato em

etanol 80% e EAc 80%: extrato em acetona 80%.
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Grafico 3: Concentragdes efetivas 50% (média de 3 determinacdes) dos extratos em agua,
etanol 80% e acetona 80% de Endopleura uchi e do controle positivo (extrato

comercial de Ginkgo biloba padronizado).

Os valores crescentes de CEsg foram: 7,9 pg/mL para extrato em
acetona 80%, 9,7 yg/mL em etanol 80%, seguidos pelo extrato em agua 12,4
pg/mL. O CEsp para o extrato comercial de Ginkgo biloba padronizado foi de
37,8 ug/mL (Gréfico 3).

Conforme o resultado observado na determinacdo de derivados
fendlicos, o EAc 80% e o EE 80% apresentaram alto conteudo desses
constituintes (item 5.3, Tabela 3) e consequentemente boa atividade
antioxidante quando comparados com o controle positivo (extrato de Ginkgo
biloba padronizado), sendo maior para o EAc 80% (cerca de 5 vezes mais
ativo), seguido do EE 80% (cerca de 4 vezes mais) e do EA (3 vezes mais).

A atividade antioxidante do extrato em agua, em etanol 80% e em
acetona 80%, pode ser atribuida a habilidade desses compostos presentes nos
extratos em reduzir radicais livres por meio da doagédo de hidrogénio (doar
elétrons ao radical estavel DPPH+), ou seja, devido a propriedade redox do
grupo hidroxila.

Outros compostos como os flavonoides, mesmo em baixas
concentracdes em cada um dos extratos de E. uchi, também podem contribuir

para o alto potencial antioxidante dos extratos da casca de E. uchi. Eles
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reagem diretamente quando sdo colocados frente a radicais livres como o
DPPH, pois em suas estruturas a presenca de liga¢gdes duplas conjugadas e do
grupo catecol no anel B vira alvo do ataque de radicais livres, havendo a
deslocalizagdo e doacgédo de elétrons respectivamente (APAK et al., 2007;
(OLIVEIRA et al., 2009).

O resultado ratifica o estudo realizado por Politi (2009), visto que, ambos
sao considerados substancias antioxidantes como resultado do processo
evolutivo da espécie como protegdo natural aos radicais livres formados pela
radiacao ultravioleta necessaria a fotossintese.

A analise de variancia (ANOVA seguida pelo Teste de Tukey p<0,05)
das médias das CEs, de cada um dos extratos mostrou que as médias seguidas
por letras diferentes diferem estatisticamente entre si. Assim, o EA, EAc 80% e
EE 80% diferem estatisticamente entre si e do extrato comercial de Ginkgo
biloba padronizado, comprovando a presenca de maior atividade antioxidante
para os 3 extratos quando comparados ao controle positivo e maior atividade
para EAC 80%, seguido do EE 80% e EA, quando comparados entre si. Isso se
deve a diferenca do conteudo de derivados fendlicos e flavonoidicos presente

nos extratos.

5.4.1 ANALISE DE CORRELACAO DE PEARSON ENTRE A CONCENTRACAO DE

DERIVADOS FENOLICOS E A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O coeficiente de correlagcdo de Pearson (r) € uma medida do grau de
relagcdo linear entre duas variaveis quantitativas. Ele quantifica a forca de
associacao linear entre as duas variaveis. Pode variar entre os valores -1 e 1.
O valor 0 (zero) significa que ndo ha relagédo linear, o valor 1 indica uma
relacéo linear perfeita e o valor -1 também indica uma relagado linear perfeita
mas inversa, ou seja quando uma das varidveis aumenta a outra diminui.
Quanto mais proximo estiver de 1 ou -1, mais forte € a associagao linear entre
as duas variaveis (FILHO et al., 2009).

Neste trabalho a correlagdo de Pearson (r) foi utilizada para medir a
correlagao entre a concentracao de derivados fendlicos equivalentes em acido
ténico e a porcentagem de atividade antioxiante (%AAQ). Os resultados estao

descritos na Tabela 5.
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Tabela 5: Correlagdo entre concentragdo de derivados fendlicos e porcentagem de atividade
antioxidante (%AAO)

Amostra Concentracdo de Acido Tanico x
%AAO
r Pearson (p>0,05)
EA 0,9993
EE 80% 0,9967
EAc 80% 0,9945

%AAO: percentual médio da atividade antioxidante. EA: extrato em agua. EE 80%: extrato em
etanol 80% e EAc 80%: extrato em acetona 80%.

Em uma avaliagdo comparativa dos dados, a relagdo entre concentragao
de derivados fendlicos totais e a capacidade de reduzir radicais livres dos
extratos obtidos da amostra de casca de E. uchi se mostrou significativa, visto
que os extratos com maior concentragdo de derivados fendlicos totais séo
aqueles com maior atividade antioxidante (EAc 80% e EE 80%).

Os trés extratos apresentaram forte atividade antioxidante frente ao
radical livre DPPH, pois r > 0,9; independente do solvente utilizado na extragao.
Essa relagao sugere que a contribuicdo dos compostos fendlicos nesse modelo
é relevante, mesmo o EA ficando abaixo no conteudo de fendlicos totais
(63,9%, contra 95,0% do EE80% e 93,0% do EAc 80%).

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi significativo para todas as
amostras. Variou 0,9945 a 0,9993 equivalentes em &acido tanico, o que
demonstra que a atividade antioxidante esta relacionada com a composigéo
fendlica das amostras devido a correlagéo forte positiva (r Pearson > 0,9) para
todos os extratos. Isto indica que os derivados fendlicos contribuem de forma
importante para a capacidade antioxidante do extrato e das fragdes
(FERREIRA, 2013).

5.5 AVALIACAO DO EFEITO DOS EXTRATOS DA CASCA SECA E TRITURADA DE
EnDOPLEURA UCHI (HUBER) CUATREC NA INIBICAO DA ATIVIDADE

ENZIMATICA DA LIPASE PANCREATICA

A avaliagdo da inibicdo da atividade enzimatica da lipase pancreatica

pelos extratos em agua, em etanol 80% e em acetona 80% da espécie
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Endopleura uchi foi realizado por espectrofotometria como descrito no item
4.2.4, utilizando como controle positivo o farmaco sintético orlistate, um inibidor
enzimatico da lipase pancreatica, liberado pelo FDA e ANVISA, para
tratamento da obesidade.

A escolha do método foi devida o mesmo ser de facil execugao, rapido,
exigir pequenos volumes de amostra e custo relativamente baixo, uma vez que,
quanto menor a concentragao de lipase utilizada e maior a resposta obtida para
a atividade hidrolitica, menor serd o custo da operagdo em analise
(SEMIONATO, 2006).

O método baseia-se na cinética da reacdo de hidrolise, através da
hidrdlise lipolitica do substrato sintético palmitato de p-nitrofenol (bNPP) em p-
nitrofenol e acido palmitico pela enzima, em meio aquoso alcalino - pH étimo
da atividade enzimatica — conforme demonstrado na Figura 15.

A liberagdo do p-nitrofenol, resulta em um cromdgeno de coloragao
amarela que é intensificada em pH alcalino, sendo detectada a um A de 410nm.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a liberagdo de 1 pmol
de p-nitrofenol pNP por minuto (BUENO, 2012).

OCOC5H31 OH
lipase
+ HQO S + C15H31COOH
NO, NO,
p-nitrofenolpalmitato p-nitrofenol acido palmitico

Figura 15: Agcdo enzimatica da lipase pancreatica: hidrélise do p-nitrofenolpalmitato em p-
nitrofenol e acido palmitico.
Fonte: BUENO, 2012.

No método a adicdo de Triton X-100, um surfactante, se fez com intuito
de melhorar e aumentar a permeabilidade, além de estabilizar a reacdo. A
presenca de sal como NaCl e CaCl2 diminui a camada de solvatacdo da
enzima, melhorando sua dissolugdo, assim como aumenta a for¢a idnica do
meio, possibilitando a lipase acoplar com o substrato apolar (SOUZA, et al,,
2011).
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A atividade de inibicdo dos extratos em &agua, em etanol 80%, em
acetona 80% e do controle positivo orlistate, esta representada na Tabela 6.

A analise de covariancia indicou que as inclinagcdes e os interceptos das
trés regressdes lineares de p-nitrofenol eram equivalentes e, portanto, as
equacgdes da reta foram estabelecidas com os valores médios, resultando na
equacao y= 0.9096x - 0.004, R?= 0,9999, conforme mostra Grafico 4.

0,9 -

0,7
y =0,9096x + 0,004

0,6 -
R? = 0,9999

0,5 -
0,4 -
0,3 -
0.2 -

Absorvancias em 410nm

0,1 -

0 2 4 6 8 10 12

Concentragéo p-nitrofenol (umol)

Grafico 4: Curva analitica do p-nitrofenol. Os valores representam a média + desvio padrdo. A

equagao daretaeo R? se referem a média das trés curvas.

Tabela 6: Atividade da lipase pancreatica na presenga dos extratos de Endopleura uchi

Amostra Porcentagem de UlL/g*
Inibicéo (/ %)* + DP
+ DP
EA 47,54 + 2,576 106,90 + 7,018 »
EE 80% (1:1) 36,88 £ 1,075 96,06 * 4,678 ¢
EAc 80% (1:1) 49,33 * 3,494 112,14 + 14,036
Orlistate 54,36 * 4,181 133,34 £2,3394

. EA: extrato em agua. EE 80%: extrato em etanol 80% diluido (1:1) e EAc 80%: extrato em
acetona 80% diluido (1:1).

*Média de trés repeticdes + desvio padrdo. UlIL/g: Unidade de atividade de lipase inibida por
grama de extrato.

Os valores da porcentagem de inibicao (/ %) dos trés extratos foram
capazes de inibir a lipase pancreatica in vitro, conforme demonstrado na

Tabela 6. O EA e o EAc 80% (1:1) apresentaram os maiores valores de
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inibicao, 47,54% e 49,33% respectivamente, seguidos do EE 80% (1:1) com a
capacidade de inibicdo de 36,88%, quando comparados ao orlistate (controle
positivo) que obteve 54,36% de inibig&o.

Os extratos em etanol 80% e em acetona 80% foram diluidos na
propor¢ao de 1:1 (v/v), pois quando utilizados na concentragdo de 2mg/mL
apresentaram uma capacidade de inibicdo maxima 2100%. E em se tratando
de ensaios enzimaticos, a faixa aceitavel de porcentagem para o calculo da
UlL/g deve variar entre 30 e 80%. Valores acima podem estar sendo
mascarados, ou seja, a inibicdo € maior do que a observada; e valores
menores podem ser devido a erros durante o ensaio (RAMOS, 2012).

Nesse sentido, o resultado expresso em porcentagem de inibicdo é
relativo a atividade da enzima nas condi¢des do ensaio, por isso os resultados
foram transformados em unidade de lipase inibida por grama de extrato (ULI/g),
um resultado absoluto.

A analise de variancia (ANOVA seguida pelo Teste de Tukey p<0,05)
das médias das inibigbes de cada um dos extratos e do controle positivo em
UIL/g mostrou que as médias seguidas por letras diferentes diferem
estatisticamente entre si.

Comparando cada um dos trés extratos com o orlistate, observa-se que
o extrato em acetona 80% (1:1) apresentou a maior inibicdo (112,14 UIL/g),
seguido do extrato em agua (106,90 UIL/g) e em etanol 80% (1:1) (96,06
UIL/g). Todos os trés com resultados muito proximos ao do orlistate (133,34
UIL/g), que é responsavel por inibir a lipase pancreatica com cerca de 30% de
hidrdlise dos triglicerideos (COUTINHO, 2009).

O que alguns estudos vém relatando é que de extratos organicos de
plantas tém-se isolado inibidores de lipases. Nesses trabalhos, bem como os
resultados encontrados neste estudo, sugerem que compostos como o0s
polifendis soluveis em solventes como acetona e alcool apresentam alguma
caracteristica estrutural que tem a capacidade de ligar e inibir a lipase
pancreatica. Talvez isso explique os valores de UlL/g para EA, EE 80% (1:1) e
EAc 80% (1:1), assim como para determinag&o de derivados fendlicos, 95,0% e
93,0% respectivamente, como mostrado no presente trabalho (NINOMIYA et
al., 2004; SHARMA et al., 2005; AGBAFOR et al., 2007).
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Segundo Gongalves (2007) a presenga de derivados fendlicos e
flavonoidicos em plantas utilizadas na prevencdo e tratamento de
hiperlipidemia e hipercolesterolemia sugere uma importante atividade de
inibicdo da lipase pancreatica. Os compostos fendlicos podem complexar com
ions presente em solugao fazendo com que a enzima perca sua atividade.

Derivados fendlicos como os taninos e as catequinas sao
reconhecidamente inibidores de enzimas nao especificos. Na forma n&o
oxidada, eles reagem com proteinas através de ligagdes de hidrogénio e/ou
ligagdes hidrofébicas e quando oxidados formam ligagbes covalentes com
alguns grupos funcionais especificos das proteinas inativando-a (NAKAI et al.,
2005).

Alguns grupos presentes na estrutura dos taninos e catequinas como
grupos galato, também permitem estabelecer pontes entre diversas moléculas
protéicas, diminuindo a sua flexibilidade estrutural e a capacidade de se
movimentarem em solugédo tornando-as insoluveis podendo inclusive causar a
sua precipitagdo. Esta diminuicdo de solubilidade pode ser responsavel pela
diminuic&o da atividade da lipase (NAKAI et al. 2005; BENEVIDES et al., 2011).

E como o teor de derivados polifendlicos encontrados na casca de
Endopleura uchi foi expressivo e estudos tém demonstrado e considerado que
a inibicdo enzimatica de enzimas depende da concentragcédo destes compostos
fendlicos em solugédo, entdo sugere-se que essa classe de metabdlito
secundario apresenta compostos bioativos com papel importante na inibicao de
enzimas digestivas, e que tais substancias podem estar diretamente
relacionadas a capacidade de inibir a atividade enzimatica da lipase

pancreatica, como pega chave no metabolismo digestivo de lipidios
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6 CONCLUSAO

As amostras estudas da casca de Endopleura uchi adquiridas do
mercado de produtos naturais apresentaram eficacia antilipidémica pela
inibicao da lipase pancreatica pelo método espectrofotométrico superior a 30%.

Os extratos obtidos apresentaram rendimentos de 23,4 g (11,7%) para o
extrato em agua; 34,29 (17,1%) para o extrato em etanol 80% e 26,6 g (13,3%)
para o extrato em acetona 80%.

Foram obtidos teores de derivados flavonidicos de 0,135% para extrato
em agua; 0,180% para o extrato em etanol 80% e 0,213% para o extrato em
acetona 80%. E teores de derivados fendlicos em equivalente em acido tanico
por grama de amostra de 63,9% para extrato em agua; 95,0% para o extrato
em etanol 80% e 93,0% para o extrato em acetona 80%.

Os extratos apresentaram atividade antioxidante com valores de
concentragao efetiva 50% variando de 12,4 yg/mL para extrato em agua; 9,7
pg/mL para o extrato em etanol 80% e 7,9 pyg/mL para o extrato em acetona
80%, pelo método de reducao do DPPH.

No estudo comparativo da atividade antioxidante com o teor de
derivados fendlicos totais, foi observada forte correlacdo pelo valor do
coeficiente de correlagdo de Pearson (r) com r > 0,9 para os trés extratos.

Os valores de atividade enzimatica foram de 106,90 UIL/g para extrato
em agua; 96,06 UlL/g para o extrato em etanol 80% (1:1) e mais eficaz para o
extrato em acetona 80% (1:1) com 112,14 UIL/g.

Com base nos resultados obtidos e na analise da literatura especializada
o presente trabalho abre perspectivas para um estudo mais detalhado da
estabilidade digestiva dos compostos presentes nos extratos, a relagado entre
complexidade estrutural e atividade inibitéria e a interagdo com os restantes
dos componentes presentes. Assim como do potencial medicinal e toxicolégico
e da bioprospeccgédo e possivel isolamento e caracterizagdo dos fitoquimicos
presentes na casca de E. uchi, podendo constituir uma alternativa para futuras

aplicagdes terapéuticas.
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ANEXOS
ANEXO |
CERTIFICADO DE ANALISE DE QUALIDADE DO EXTRATO PADRONIZADO DE
Ginkgo biloba
: CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE
FAGRON Pagina 132
Autorizacao de Funcionamento M.S:1.01284-7 Impresado 12/08/13 17:41
Aut.Espar.‘.ial de Funcionaments H.S;1,201B2-2 NF. 351.085 de 120082012
insumo: GINKGO BILOBA 24%
Lote :12081543 U, Origem : China Fabric : 31/08/2012 ‘L
Lote Fab: 120815 Procedencia : Brasil Validade : 010872015
Formula : NADA CONSTA PM : NIC Frac : 617095 01/07/2013
DCB DCI : CAS : SEM DADOS Analise : 123867 02/07/2013
Categoria Terapautica : VASOATIVADOR ! ANTIISQUEMICO! ANTI RADICAIS LIVRES
Ensaio _____ Especificagio 1 Resultado
DESCRIGAO PO FINO AMARELO CLARO A MARROM |POFIND MARROM
PERDA POR MAXIMO 4,0% (2 HORAS / 105°C) 1.80%
DESSECACAD J
RESIDUO POR [MAXIMO 1.5% 10,58%
GRANULOMETRIA  |PASSA 100% NA MALHA 80 100%
METAIS PESADOS  [MAXIMO: 10 ppm < 10 ppm
TEOR VONOIDES GLICOSIDEOS: MINIMO 24.0% 25.26%
MICROBIOLOGIA ICONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS: MAXIMO 10° UFCig <10 UFCig
MICROBIOLOGIA CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS: MAXIMO 10° UFClg < 10 UFClg
MICROBIOLOGIA ESCHERICHIA COLE: NEGATIVO NEGATIVO
MICROBIOLOGIA ISALMONELLA SP: NEGATIVO NEGATIVD
PESTICIDA INEGATIVO INEGATIVO
REQIHENTAL
EPENSID.AI'.‘IE INFORMATIVO (SEM COMPACTAGAQ) 0,40 g/ml
MONOGRAFIA - DADOS TRANSCRITOS DO LAUDO DO FORNECEDOR
NOMENCLATURA  : NOME BOTANICO:  Ginkgo Biloba
PARTE UTILIZADA.  FOLHA
T =5 T Ficha de Seguranca
SEGLRANCA : EXTRATO SECO HIGROSCOPICO. CONSERVE EM RECIPIENTES HERMETICOS, LONGE DA LUZ,
CALOR E UMIDADE
Parecer Tecnico : INSUMO NA EMB.ORIGINAL DO FABR/FORN. DADOS TRANSCRITOS DO CERT.ORIGINAL

OBS:{")0 ermaios assinalacion forem reglizados no Laborstono de Controle de Cuslidecds FAGRON ¢ o8 demais sstlo em conformidade com o Ceetl de Anshes do Febrics
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CERTIFICADO DE ANALISE DE QUALIDADE DO ORLISTATE

Pharmanostra®
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CERTIFICADO DE ANALISE -
INSUMO: ORLISTAT (SINTETICOQ)
ORIGEM/PROCEDENCIA: CHINA/DINAMARCA DATA DE ANALISE: 14’03’201?312001!\&
LOTE PHARMA NOSTRA: 140104278 LOTE FABR!CANTE:l T12-(§0{33016 :
DATA DE FABRICACAOQ: Novembro/2013 DATA DE VALIDADE: Qutubro
DCB: 06635 CAS: 06829-58-2
CONDIGOES DE ARMAZENAGEM: | TEMPERATURA AMBIENTE

OBS 1: [FM: CxHsNGs

OBS 2: |PM: 495,73
DATA DE EMISSAO: [09/04/2014 [NF:  [6-033.136 |ORDEM FRACIONAMENTO: [1586-14
TESTES ESPECIFICAGOES RESULTADOS REFERENCIAS
Descrigao” Pé cristaling branco ou quase branco P cristalino branco Fabricante
Identificagdo* IV - O espectro da amostra esta de acordo Conforme Fabricante
com o do padrao
HPLC - O tempo de retengso da amostra | Conforme
corresponde ao tempo de retengéo do
padrao
Ponto de fuséo® 42,0°C - 46,0°C 44,3°C Fabricante
Metais pesados” < 20 ppm < 20 ppm Fabricante
Residuo por igni¢éo* <0,1% 0,04% Fabricante
Rotag&o especifica® -48,0°a -51,0° -51,00° Fabricante
Sulfato* <0,05% < 0,05% Fabricante
Substancias relacionadas” Impureza individual £ 0,5% Nao detectado Fabricante
Total de impureza £ 2,0% Nao detectado Fabricante
Solventes residuais” N-heptano s 5000 ppm 1893,64 ppm Fabricante
Eter isopropilico £ 5000 ppm N&o detectado
Teor 98.5-101.5% 100,32% . Fabricante
TESTES ADICIONAIS
- [Densidade aparente* Informativo (Sem compactagio) 0,38 g/mL Met.Geral FB V

* Resuitados obtidos em analises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICO
foram transcrilos conforme certificado de analise do fabricante.

S LTDA. E os demais

LEGENDA DAS REFERENCIAS: FB (Farmacopeia Brasileira) / USP (United States Pharmacopoela) / EP (European Pharmacopoeia) / BP (British
Pharmacopoela) / JP (Japanase Pharmacopoeia) / MG (Método Geral farmacopelco) / Fabricante {especificagiio e metodologia conforme o fabricante da

insumo) / informativo (resultado fornecide como informative pelo LCQ SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA) .

CONCLUSAO: (X) Aprovado ( ) Reprovado

3y \l“:;-r«s P
e S A ST ‘
Responsével pelo Lab Cortrole de Gualidade ResponsivellTecnico

Jolio Paulo Sartin Mendes - CRF -GO: 7355

Rodrigo Molinari Elias s CRF-GO N¢ 3234
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ANEXO Il

CERTIFICADO DE ANALISE DE QUALIDADE DA CASCA DE Endopleura uchi
(HUBER) CUATREC




