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RESUMO

As lipases pancredticas sdo capazes de atacar lipidios em goticulas emulsificadas,
clivando principalmente triglicerideos com o fim de facilitar sua absor¢do. No mercado
existem drogas inibidoras da lipase intestinal capazes de diminui em 30% a absorc¢do de
gorduras. Com o uso destas substincias, além da perda de peso, ocorre a melhora do
perfil lipidico. Esse estudo teve por objetivo buscar por novas fontes de inibidores sobre
a lipase pancredtica a partir de bioativos sintéticos e derivados de plantas amazdnicas,
mais especificamente avaliar de forma qualitativa o efeito de bioativos sobre a inibicdo
da enzima lipase pancredtica e determinar a concentracdo inibitéria 50% (Clso) desses
bioativos sobre a enzima. Ensaios de atividade inibitéria foram realizados com extratos
e derivados sintéticos. As espécies que apresentaram melhor atividade inibitdria (CIS0
em pg/mL) foram: Byrsonima japurensis (26,55£1,5), Passiflora nitida (32,04£2,5),
Calycophyllum spruceanum (49,02+2,0), Pourouma sp. (96,57+£7,46), Cecropia
purpurascens (141,7543,2), Vismia guianensis (232,1x11), Pourouma vilosa
(262,57£35) e Coussapoa asperifolia magnifolia (319,49+27). Os derivados sintéticos
testados ndo apresentaram atividade inibitéria significativa. A Clsyp da droga padrdo
Orlistat determinada para efeito comparativo foi de 0, 0012 pg/mL. A busca por novas
fontes naturais de atividade inibitdria in vitro sobre a lipase pancredtica pode representar
um novo ponto de partida para uma investigacdo mais aprofundada no desenvolvimento
medicamentos ou alimentos funcionais e isolamento de compostos ativos eficazes no

tratamento ou prevengao de doengas metabdlicas.



ABSTRAT

The pancreatic lipases are capable alone to attack the emulsified lipid droplets,
breakdown triglycerides and increasing its absorption. In the market there are drugs that
inhibit intestinal lipase able to decrease by 30% the absorption of fats. Besides weight
loss, there is the improvement of lipid profile. This study aims at searching for new
sources of inhibitors of pancreatic lipase from bioactive compounds extracted from
Amazonian plants, specifically to evaluate qualitatively the effect of bioactive
compounds on the inhibition of pancreatic lipase and determine 50% inhibitory
concentration of bioactive extracted from Amazonian plants on the pancreatic enzyme
lipase. Tests for inhibitory activity (Clso em pg/mL) were performed with extracts and
semi-synthetic derivatives. The Byrsonima japurensis (26,55£1,5), Passiflora nitida
(32,04+2,5), Calycophyllum spruceanum (49,02+2,0), Pourouma sp. (96,57+7,46),
Cecropia purpurascens (141,75%3,2), Vismia guianensis (232,1+11), Pourouma vilosa
(262,57£35) and Coussapoa asperifolia magnifolia (319,49+£27) showed highest
inhibitory activity. The synthetic derivatives did not show reproducibility for testing
inhibitory activity. The 50% inhibitory concentration of standard drug Orlistat given for
comparison was 0, 0012 pg/mL. The search for new natural sources of inhibitory
activity in vitro on pancreatic lipase may represent a new starting point for further
research in the development of medicines or functional foods and isolation of active

compounds effective in treating and preventing of metabolic diseases.



1. INTRODUCAO

Lipase ¢ uma enzima que, no organismo, degrada os triacilglicer6is liberando 4cidos
graxos e glicerol (BOREL et al, 1989). Devido ao excesso de lipases, refei¢des lipidicas
normais sdo rapidamente digeridas, e um forte inibicdo de ambas as lipases gastricas e
pancredticas € necessdrias para diminuir a absor¢@o de lipidios. No mercado ja existem
medicamentos capazes de realizar essa funcdo. O Orlistat, um derivado hidrogenado da
lipstatina sintetizado quimicamente, age por inibicdo parcial da atividade das lipases
gdstrica, pancredtica e carboxil-ester no trato gastro-intestinal, reduzindo a hidrélise dos
triglicéridcs ingeridos e impedindo a absor¢do de aproximadamente 30% da gordura
dietaria ingerida (ZHI et al, 1996).

Na atual sociedade as chamadas “doengas modernas”, como a obesidade, estdo
tornando-se corriqueiras e junto com seus efeitos desejados, os medicamentos também
podem provocar algumas reagdes adversas. Propriedades inibitérias da atividade da
lipasica em polifendis de cha (NAKAI et al. 2005), em plantas (BEN, 1999) ja sdo
descritas na literatura.

Diante de grandes propriedades farmacoldgicas presente nos bioativos da
Amazo6nia, a busca por novas fontes naturais de atividade inibitéria in vitro sobre a
lipase pancredtica pode representar um novo ponto de partida para uma investigacio
mais aprofundada no desenvolvimento de alimentos funcionais e isolamento de

compostos ativos eficazes no tratamento e prevengdo da doenga.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Buscar por novas fontes de inibidores sobre a lipase pancredtica a partir de bioativos

extraidos de plantas amazonicas.

2.2 Especificos:

2.2.1 Avaliar de forma qualitativa o efeito de bioativos sobre a inibi¢ao da enzima lipase

pancredtica.

2.2.2 Determinar a concentragcdo inibitéria 50% de bioativos extraidos de plantas

amazoOnicas sobre a enzima lipase pancreatica.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Atividade de enzimas lipases

Lipases sdo enzimas hidroliticas presente em diversos organismos, incluindo
animais, plantas, fungos e bactérias que hidrolisam os glicerideos (lipoliticas),
secretadas pelo pancreas sob forma fracamente ativa. Sua atividade é potencializada no
duodeno por diversas substincias entre elas os 4cidos biliares, Ca™ e alguns
aminoacidos e peptideos. Seu pH 6timo varia (7 a 8,8), elevando-se em razdo direta do
comprimento de cadeia dos acidos graxos do glicerideos. A atividade da hidrolise de
glicerideos pela lipase pancredtica aumenta com (1) o peso molecular dos 4cidos graxos
componentes, (2) grau de sua insaturacdo e (3) numero de acidos graxos no glicerideo.
Assim, pois, os triglicerideos de alguns &cidos, o oléico e o linoléico, por exemplo,
sofrem hidrolise com maior rapidez que os digliceridios e os triglicerideos de dcidos de
cadeia curta, tal como o butirico. Em geral, as gorduras sdo atacadas mais ativamente

que outros ésteres de dcidos graxos (Figura 1) (CANTAROW A., 1968).
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Figura 1: Hidrélise de triglicérides em glicerol e acidos gordos por lipases (Adaptado
de Stryer, Lubert;- Biochemistry - fourth edition; New York: W. H. Freeman and
Company ,ISBN 0-7167-2009-4 ,1995).



As lipases também atuam "in vitro" como catalisadores em diversas reagdes
(figura 2), com alta especificidade, estabilidade e condicdes reacionais brandas,
incluindo as reacdes de esterificacdo, transesterificagdo, lactonizacdo, acilacdo
regioseletiva e amindlise, quando a quantidade de 4gua do sistema em que estdo
presentes € suficientemente baixa a ponto de deslocar o equilibrio termodinamico no
sentido da sintese (FORESTI E FERREIRA 2006; GHANEM e ABOUL-ENEIN, 2004;
RASSY et al., 2004; GOTOR et al., 2002, KRISHNA E KARANTH 2001).
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Figura 2: Representacdo esquemdtica das reacdes de hidrolise, esterificacdo e
interesterificacdo catalisada por lipases (Adaptado de Carvalho, P. Quim. Nova vol.26
n°.1 Sdo Paulo Jan./Feb. 2003).

A cinética da reagfo catalisada por lipase lipolitica ndo pode ser descrita pela
equacdo de Michaelis-Menten uma vez que s6 € vilida para as reagdes que levam lugar

na fase homogénea. O estudo cinético das reagdes lipoliticas relata um fendmeno de
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"ativacdo interfacial", que descreve que a atividade de lipases é reforcada para a
substratos insoldveis que forma uma emulsao (JAEGER et al., 1998). O 3-D estudos
fornecem a estrutura explicacdo da ativacdo interfacial. O sitio ativo da lipase foi
encontrada para ser coberto por uma superficie loop, conhecida como a tampa (ou aba).
“Apds a ligacdo da interface, essa tampa se afasta, tornando a forma “fechada” da
enzima em forma “aberta” com o sitio ativo agora acessivel ao substrato que estd
presente no solvente. (JAEGER et al. 1999).

A eficiéncia de absorcdo de triglicérides € um dos principais fatores que
contribuem para os niveis plasmaticos de triglicerideos, porém, os triglicerideos da dieta
nido sdo absorvidos como tal até hidrolisado a 4cidos graxos livres por lipases
triacilglicerol (VERGER, 1997).

As funcgdes fisioldgicas da familia das lipases géstricas e pancredticas durante a
lipélise in vivo tém sido estudadas (CARRIERE et al, 1993). A enzima que postulou ser
o principal participante na digestdo lipidica € a lipase pancredtica gastrointestinal com a
sua Colipase cofactor. A contribui¢do exata da lipdlise com lipase carboxil éster e / ou
fosfolipase até agora ndo foi determinada quantitativamente, mas foi demonstrado em
estudos anteriores que a géstrica e enzimas pancredticas tém uma agfo concertada in

vitro (CHEN et al, 1989 ; LINDSTRO M et al, 1988).
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3.2. Inibicao da lipase pancreatica

A lipase pancredtica ¢ uma enzima sintetizada pelas células pancredticas. No
duodeno esta enzima encontra-se inativa devido a presenca de sais biliares, sendo
necessdria a presenca de outra proteina pancredtica, a colipase (11kDa), para exercer sua
atividade hidrolitica dos ésteres de triacilglicerdis solubilizados nas micelas
(RICKETTIS & BRANNON, 1994; BRODY, 1994; ROS, 2000). E uma enzima
regulada pelos lipidios dietéticos, sendo ja estabelecidos que os d4cidos graxos
poliinsaturados aumentam sua sintese e atividade ( RICKETTIS & BRANNON, 1994).

Enzimas pancredticas t€m sido estudadas como parte do tratamento para a
doenca celiaca. A doenca celiaca é uma condi¢cdo na qual o gliten da dieta provoca
danos ao trato intestinal. Os sintomas incluem dores abdominais, inchaco, perda de peso
e cansaco. Pessoas com doenga celiaca devem seguir uma rigorosa dieta que ndo inclui
gliten. Lipase, juntamente com outras enzimas pancredticas, pode ajudar no tratamento
dessa condi¢do, reforcando os beneficios da dieta isenta de gliten. Em um estudo
clinico de 40 criancas com doenca celiaca, por exemplo, aqueles que receberam terapia
enzima pancredtica (incluindo lipase), demonstrou um ligeiro aumento de peso em
comparagdo com aqueles que receberam placebo. A melhoria no peso ocorreu no
primeiro més de utilizagdo. Tomando o suplemento de enzimas pancredticas de forma
suplementar por um més ndo conduz a um ganho de peso maior. Num estudo que
envolveu 18 pessoas, suplementos contendo Lipase e outras enzimas pancredticas
demonstraram a capacidade de reduzir timpanismo do estdmago ou ceco (bloating),
gases e sensagdo de desconforto apds refeicdo rica em gorduras. Como alguns desses

sintomas sdo associados a sindrome de intestino irritdvel, algumas pessoas com esta
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condicio podem experimentar melhoras com o uso de enzimas pancredticas
(CARROCCIO A; et al., 1995).

No mercado ja existem formula¢des comerciais inibidoras da absor¢éo intestinal
de gorduras. O mais utilizado, Orlistat ou tetra-hidrolipstatina (capsulas de 120mg), é
um inibidor da lipase intestinal que diminui em 30% a absor¢do de gorduras (Figura 3).
Além da perda de peso, ocorre melhora do perfil lipidico. Os estudos mais prolongados
de uso desta droga tém mostrado manutencdo da perda de peso em longo prazo. O
Orlistat tem também boa tolerincia e os efeitos colaterais mais freqiientes sdo diarréia
com fezes gordurosas e flatuléncia. Um estudo multicéntrico em 391 diabéticos tratados
com Orlistat (360mg) por um ano, mostrou perda de peso duas vezes maior do que com
placebo inicial apds um ano, com significativa melhora do controle e do perfil lipidico e

diminuicdo da dose de hipoglicemiante (WEINTRAUB, M. et al, 1991).

1 NE-CHO adED

. ot Site actif
Orlistat 2,/ dela HPL
o 9 o
M‘ o
l Attaque nucleophile
de Ia fonction f-lactone
de 1'Orlistat
> NH-CHO

Figura 3: Mecanismo de inibi¢do da lipase pancredtica por Orlistat ™
(tetrahydrolipstatin) ( Adaptado de eipl.cnrs-mrs.ft.)

A inativagdo da atividade lipolitica para controlar a infec¢do de microrganismos,
a inibicdo da lipase digestiva para controle da obesidade, a estimulacdo da lipase

metabdlica para diminuir a lipidemia ou o uso de lipase pancredtica suplementar para
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controle da fibrose cistica sdo exemplos de como a modulacdo destas enzimas tém
interesse médico (MUKHERIJEE, 2003).

E relatado como um potente inibidor gastrico e pancredtico, lipase carboxilester
(HADVAY et al., 1988), e mostrou-se eficaz para o tratamento da obesidade humana
(HAUPTMAN et al, 1992; DRENT et al, 1995; SJOSTROM
et al., 1998). Algumas proteinas hidrofébicas como o soro albumina em concentracdes
mais micromolar sdo conhecidos por inibir a atividade da lipase
(GARGOURI et al., 1984), interferindo com a absor¢do da lipase em uma interface

6leo-dgua (BROCKERHOFF, 1974).

Além das func¢des metabdlicas, as lipases possuem um papel importante em
biotecnologia, principalmente na industria do 6leo e dos alimentos (HOSHINO et al ,
1990), e em sintese organica, na preparacdo de compostos enantiomericamente

enriquecidos (HANSON, 1990).

Um gene da lipase de Staphylococcus epidermidis sobre-expressos em
Escherichia coli produziu um lipase com eficiéncia catalitica aumentada e alteraram a
especificidade de substrato. Ele catalisou a esterificagdo em meio aquoso, que foi mais
adequado no processamento de alimentos. Os produtos obtidos foram considerados
naturais e diretamente empregadas na industria de alimentos. Eles encontraram grande
aplicacdo na sintese de sabor, os vinhos, cozido alimentos, emulsificante, produtos

farmacéuticos e produtos lacteos produtos (SHAW, 2003).

14



3.3. Bioativos e Novas Pesquisas

A Acanthopanax senticosus (Rupr. et MAXIM.) € um planta arbustiva,
pertencente a familia Araliaceae, que é comumente distribuidos no nordeste da Asia.
Diferentes partes da planta t€ém sido amplamente utilizadas como medicamentos
chineses tradicionais para o tratamento de uma variedade de doencas humanas, tais
como as doencas isquémicas do coracdo, neurastenia, hipertensdo, artrite, e tumores
(Ben Cao. Z, 1999). Recentemente, temos relatado quinze triterpendides saponinas das
folhas de A. senticosus exibiram atividade inibitéria sobre lipase pancredtica in vitro
(LI J et al, 2007)

A inibi¢do por polifendis de lipases tem vindo a ser alvo de estudo dado o
interesse existente na sociedade atual em métodos naturais e simples para controlo da
obesidade e deslipidemias. De entre os efeitos geralmente atribuidos aos polifendis de
chd estdo as propriedades antiobesidade e hipocolesterolemicas (KOO et al. 2004).

Num estudo extensivo das propriedades inibitérias de polifendis de cha sobre a
atividade de lipase pancredtica foram estudados 54 polifendis presentes em chd semi-
fermentado (oolong). Foi comparada a concentracio de composto que é necessaria para
a obtencdo de uma reducdo de atividade de enzima de 50 %. Verificou-se que de entre
os polifendis mais abundantes em extratos de chd, os mais ativos na inibi¢cdo de lipase
sdo a epigalhocatequina-galhato (EGCGQG) e a galhocatequina-galhato (GCG) (NAKALI et
al. 2005).

E sabido que a gordura proveniente da dieta nio é absorvida pelo intestino, a
menos que esta tenha sofrido a acdo da lipase pancreatica. Diante disso, um grupo de
chineses confirmou a acfo inibitéria da quitosana sobre a atividade da lipase pancredtica
em camundongos. A inibicdo da hidrélise da gordura dietética pela quitosana pode

causar diminui¢@o da absorg¢do intestinal de gordura e reduzir o volume de quilomicron
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plasmadtico. Sabe-se que este, em excesso, pode induzir a hiperlipidemia, obesidade e
esteatose (HAN et al., 1999; ZHANG et al., 2008).

A presenca de inibidores da lipase também foram relatados em algumas fontes
naturais, como o marinho algas (BITOU et al., 1999), soja (GARGOURI et al. 1984;
SATOUCHI et al., 1998), trigo (BOREL ET al., 1989; TANI et al., 1995), citros
(KAWAGUCHI et al., 1997), Cha de Oolong (HAN et al., 2001) e extrato aquoso de
alguns medicamentos ervas (SHIMURA et al., 1992). No entanto, hd uma exigéncia da

busca constante por melhores fontes natural inibidores da lipase.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao dos Bioativos

Os bioativos utilizados no presente trabalho foram pelo menos 30 diferentes
extratos brutos, fracdes e substdncias isoladas do banco de extratos do Grupo de
Produtos Naturais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do
Amazonas. Também foram testados pelo menos 20 derivados sintéticos, os quais foram
sintetizados e fornecidos pelo professor Francisco Vitor ferreira da Universidade

Federal Fluminense, incluindo triazois e quinonas.

.....

Para a determinagdo da atividade lipdsica foi utilizado o procedimento de Lee
(LEE al et., 1993) com modificagdes. Foi preparada uma solugdo (Img/mL) de lipase
pancredtica de suino cru tipo II (Sigma, Steinheim, a Alemanha). Uma solucdo 10mM
de p-nitrofenilpalmitato (PNP) (Sigma, Steinheim, a Alemanha), em acetonitrila foi
preparada e somada com etanol para alcangar a concentragdo final 3.33 mM de PNP. A
composicdo da mistura da reacao foi: 20 pL de PNP 3,3 mM, 200uL de Tris-HCl 75mM
(pH=7,4) (Sigma, Steinheim, a Alemanha), 20 pL. de extrato e 80uL de solugcdo de
enzima. A mistura foi incubada a 37°C por 20 minutos antes do substrato ser somado.
No controle positivo foi substituido o bioativo com 0 mesmo volume a mistura de dgua:
metanol (1:1). A reagdo foi realizada em microplacas e a absorbancia medida a 405nm.
Todos os testes foram realizados em triplicatas e amostras em branco sem a enzima
serdo medidas para cada extrato. A inibicdo dos bioativos serd calcula pela seguinte

férmula: Inibicdo = 100 — (Abs. Extrato / Abs. Controle) * 100.
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A partir dos resultados de inibi¢do foram calculados a concentrag¢do capaz de inibir 50%
da atividade enzimdtica utilizando um teste de regressdo linear. Para efeito de

comparagdo, o orlistat foi testado e determinado a CI50.
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5. RESULTADOS

.....

Para avaliag@o inicial da atividade inibitéria sobre a lipase pancredtica, os extratos
brutos, fracdes, substancias isoladas (tabela 1) e derivados semi-sintéticos (tabela 2)
foram testados, onde alguns extratos e substancias isoladas apresentaram inibicao maior

que 50%, o que permitiu determinar a CI50, posteriormente.

Extratos Brutos, Fracdes e Substincias Isoladas Média de Desvio
Inibigdo (%) Padrio

Maytenus guianensis 21,7 10,8
Vismia guianensis 58,5 5.5
Arrabideia chica 19,2 3,5
Byrsonima japurensis (extrato Etandlico) 71,5 0,8
Byrsonima japurensis (extrato Aquoso) 83,99 1,0
Byrsonima japurensis (extrato Aquoso) 85,56 0,0
Petiveria Aliace 16,99 7,4
Calycophyllum spruceanum (extrato aquoso) 41,42 0,7
Caesalpinia ferrea - Vargem (extrato aquoso) 43,56 0,6
Caesalpinia ferrea - Casca (extrato aquoso) 22,78 26,5
Smilax japecanga 27,38 0,6
Calycophyllum spruceanum (extrato Etandlico) 62,89 0,8
Coussapoa asperifolia magnifolia (extrato metandlico) 48,52 1,32
Coussapoa asperifolia magnifolia (extrato

diclorometanico) 61,77 0,37
Pourouma vilosa (extrato aquoso) 50,00 1,25
Pourouma vilosa (extrato metandlico) 48,81 2,36
Pourouma vilosa (extrato diclorometanico) 52,42 0,10
Pourouma sp. (extrato diclorometanico) 63,27 0,42
Cecropia purpurascens (extrato diclorometanico) 55,15 0,19
sap DIl MeOH 17,53 12,1
sap I DI 3,56 9,1
sap II DII 16,94 15,3
sap II D IV -19,75 10,0
saplIDV 9,68 11,6
Passiflora nitida - (Macerado) 62,76 9,5
Fassiflora nitida - (Infusao) 52,6 2,3
Passiflora nitida - (Extrato Etan6lico) 87,51 2,1
Passiflora nitida - (Extrato Hidroetandlico) 68,12 1,7
CPF 014 1,3 0,2
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CPF 015 21,2 1,2
Extrato INPA 0,41 1,3
Maracuja 1,42 1,1
EMF 21,3 2,2
ICP -1 -3,35 1,9

Tabela 1: Porcentagem de inibi¢do dos extratos no ensaio de atividade inibitdria sobre a lipse
pancredtica. Os extratos foram testados em triplica na concentracdo de 1 mg/mL.

Derivados Sintéticos

Média de Inibic¢ao (%)

Desvio Padrio

BRU 58 23,59 3,10
BRU 62 9,56 5,06
BRU 63 9,54 1,17
BRU 68 16,92 0,67
BRU 69 1,03 2,98
BRU 71 18,04 0,59
BRU 97 25,78 11,80
BRU96 25,91 10,18
BRU95 36,99 9,55
BRU 94 30,65 1,81
BRU 92 32,68 0,95
BRU 91 32,16 14,48
BRU 89 52,13 0,90
BRU 88 46,01 1,17
BRU 76 55,02 9,50
BRU 72 58,89 2,15
PM 01 -7,83 6,87
PM 02 13,61 1,29
PM 03 1,22 6,28
PM 04 22,03 7,06
PM 06 1,21 8,46
PM 10 -4,17 3,94
PM 13 1,28 17,22
PM 22 -7,73 24,67
PM 23 -28,00 7,41
PM 24 4,39 0,30
PM 28 23,19 1,69
PM 31 23,07 9,03
PM 32 -11,26 14,11

Tabela 2: Porcentagem de inibi¢do dos derivados sintéticos no ensaio de atividade inibitéria
sobre a lipase pancredtica. As substancias foram testadas em triplica na concentragdo de 0,2

mg/mL.

20



Para efeito de comparacio foi realizado o ensaio da atividade inibitdria da
enzima com a droga padrdo Orlistat, seguindo com calculo da concentrag@o capaz de

inibir 50% da atividade enzimaética, sendo esta 0,0012ug/mL.
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T T
0,000 0,002

Figura 4: Curva da porcentagem de inibi¢cdo da droga padrao Orlistat.

Determinacao da Concentracao Inibitoria 50 %

Para a determinagdo da concentragdo capaz de inibir 50%, o ensaio de atividade
inibitéria da enzima foi realizado para os extratos descritos e novos extratos que
apresentaram inibi¢cdo maior que 50% na concentracdo utilizada, através de dilui¢des

sucessivas.
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Figura 5: Curva da porcentagem de inibicdo da Byrsonima japurensis (extrato aquoso) com
desvio padrao e Cls.
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Figura 6: Curva da porcentagem de inibicdo da Byrsonima japurensis (extrato etandlico) com
desvio padrao e Cls.
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Figura 7: Curva da porcentagem de inibicdo da Passiflora nitida (extrato aquoso - infusdo) com
desvio padrao e Cls.
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Figura 8: Curva da porcentagem de inibi¢cdo da Passiflora nitida (extrato hidroetandlico) com
desvio padrao e Cls.
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Figura 9: Curva da porcentagem de inibicdo da Calycophyllum spruceanum (extrato etandlico)
com desvio padrao e Clsy.
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Figura 10: Curva da porcentagem de inibicdo da Vismia guianensis (extrato aquoso) com
desvio padrao e Cls.
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Figura 11: Curva da porcentagem de inibi¢do da Coussapoa asperifolia magnifolia (extrato
metandlico) com desvio padrao e Cls.
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Figura 12: Curva da porcentagem de inibicdo da Coussapoa asperifolia magnifolia (extrato
diclorometanico) com desvio padrio e Clsp.
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Figura 13: Curva da porcentagem de inibicdo Pourouma vilosa (extrato metandlico) com
desvio padrao e Clsy.
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Figura 14: Curva da porcentagem de inibi¢do da Pourouma vilosa (extrato diclorometanico)
com desvio padrio e Clsy.
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Figura 15: Curva da porcentagem de inibicao da Pourouma vilosa (extrato aquoso) com desvio
padréo e Cls,.
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Figura 16: Curva da porcentagem de inibi¢do da Cecropia purpurascens (extrato
diclorometanico) com desvio padrio e Clsp.

27



75

70 —

] Cls = 96,57 pg/mL
60 —

55 +

Inibigao (%)

50 +

45 -

40

T T T
400 600 800 1000

Concentragao (pg/mL)

T
0 200

Figura 17: Curva da porcentagem de inibi¢do Pourouma sp. (extrato diclorometanico) com
desvio padrao e Clsy.

Os derivados semi — sintéticos BRU 72, 76, 89 que obtiveram inibi¢do maior que
50% na concentragdo 0,2 mg/mL ndo apresentaram reprodutibilidade para o ensaio
através de sucessivas diluicdes em diferentes concentracdes, ndo sendo possivel a

determinagdo da CI 50%.
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6. DISCUSSAO DE RESULTADOS

Extratos Clso (ug/mL)

Byrsonima japurensis (extrato Aquoso) 26,55+1,5
Passiflora nitida - (Extrato Hidroetan6lico) 32,04+2,5
Byrsonima japurensis (extrato Etandlico) 40,21+0,5
Calycophyllum spruceanum (extrato Etandlico) 49,02+2
Pourouma vilosa (extrato diclorometanico) 71,39+0,08
Coussapoa asperifolia magnifolia (extrato diclorometanico) 94,16+0,93
Pourouma sp. (extrato diclorometanico) 96,57+7,46
Passiflora nitida - (Infusio) 131,07+2,2
Cecropia purpurascens (extrato diclorometanico) 141,75+3,20
Vismia guianensis (extrato aquoso) 232,1£11
Pourouma vilosa (extrato aquoso) 262,57+35,48
Coussapoa asperifolia magnifolia (extrato metandlico) 319,49+27,34
Pourouma vilosa (extrato metandlico) 335,52+18,88

Tabela 3: Concentragdo dos extratos capaz de inibir 50% no ensaio de atividade inibitéria sobre
a lipase pancredtica. Os extratos foram testados em triplica em diferentes concentragdes

(ug/mL).

As espécies que obtiveram atividade inibitéria foram extraidas em diferentes
solventes e obtidas diferentes concentragdes inibitérias de 50% no ensaio sobre a lipase
pancredtica (tabela 3). A selecdo do solvente orginico € um fator importante na catalise
enzimdtica em meio ndo aquoso, devido a interferéncia direta do solvente na atividade,
estabilidade e especificidade da enzima (AYRES, 2002).

Byrsonima japurensis (extrato Aquoso) e Passiflora nitida - (Extrato
Hidroetandlico) apresentaram CI50% de 26,55 pg/mL e 32,04 ng/mL respectivamente,
sendo os bioativos que obtiveram melhores menores concentragdes capaz de inibir em
50% a atividade inibitoria da enzima. Para o mesmo ensaio outros compostos também
apresentaram capacidade inibitéria, como compostos fendlicos.Um estudo foi efetuado
para comprovar o poder inibitério total de chd (oolong), de extrato de polifendis
poliméricos (EPPC) de chid e de EPPC tratado com tanase, de forma a gerar a

despolimerizagdo. Concluiu-se que existe uma clara relacdo entre o grau de
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polimerizacdo dos polifenéis de chd e o seu poder inibitério. O EPPC tratado com
tanase possuia um CI50 de 1,38 pg/mL enquanto que o EPPC nido tratado possui um
CI50 de 0,28 pg/mL (NAKAI et al., 2005).

Outras substancias também apresentam a mesma capacidade como a quitosana,
também chamado de quitosano, um polissacarideo cationico produzido através da
deacetilagdo da quitina. Diante disso, um grupo de chineses confirmou a ac¢fo inibitdria
da quitosana sobre a atividade da lipase pancredtica em camundongos. A inibi¢cdo da
hidrélise da gordura dietética pela quitosana pode causar diminui¢do da absorcdo
intestinal de gordura e reduzir o volume de quilomicron plasmadtico. Sabe-se que este,
em excesso, pode induzir a hiperlipidemia, obesidade e esteatose (HAN et al., 1999;
ZHANG et al., 2008).

Derivados sintéticos foram testados para o ensaio de atividade inibitéria, sendo
que neste trabalho apenas os derivados BRU 72, 76, 89 obtiveram inibi¢do maior que
50% na concentragdo 0,2 mg/mL mas ndo apresentaram reprodutibilidade para o
ensaio. Derivados sintéticos sdo descritos na literatura como inibidores da atividade da
enzima lipase pancredtica, como produtos comerciais utilizados no auxilio do
tratamento antiobesidade. Orlistat (tetrahidrolipstatin, comercializado pela Roche como
Xenical) é um derivado semi-sintético da lipstatina ja aprovado pela “Food and Drug
Administration” (FDA), para o tratamento da obesidade por inibir irreversivelmente a
acdo de lipases géastricas e pancredticas (GUERCIOLINI et al., 1997). O uso de 120 mg
ao dia de orlistat reduz a absorcdo de gordura em até 30%, reduzindo a oferta de
gordura e calorias aos tecidos corporais. O uso de orlistat por um ano aumenta a perda

de peso em cerca de 4% quando comparado ao placebo (LI Z ET al., 2005).
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7. CONCLUSAO

As espécies que apresentaram melhores resultados nos ensaios de atividade
inibitéria foram Byrsonima japurensis (26,55ug/mL), Passiflora nitida
(32,04ug/mL), Calycophyllum spruceanum (49,02ug/mL), Pourouma sp.
(96,57ug/mL), Cecropia purpurascens (141,75ug/mL), Vismia guianensis
(232ug/mL), Pourouma vilosa (262,57ug/mL), Coussapoa asperifolia

magnifolia (319,49ug/mL).

Os derivados sintéticos que obtiveram inibi¢do maior que 50% na concentracio
0,2 mg/mL ndo apresentaram reprodutibilidade para o ensaio através de
sucessivas diluicdes em diferentes concentracdes, ndo sendo possivel a

determinagdo da CI 50%.

O extrato que obteve melhor atividade inibitéria in vitro sobre a lipase pancredtica foi
extrato aquoso da espécie Byrsonima japurensis com concentracdo inibitdria de

26,55+1,5ug/mL,
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ANEXOS

CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Descricao

Ago
2009

Set

Out

Nov

Dez

Jan
2010

Fev

Mar

Abr

Mai

Jun

Jul

Preparacao dos extratos e
fracOes

Apresentacao oral parcial

Ensaio de atividade
inibitéria

Analise dos resultados

Elaboracéo do relatério
parcial

Elaboracdo do Resumo e
Relatério Final

Preparagao da
Apresentacao Final para o
Congresso

R = Realizado
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