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Resumo

A utilizacdo de plantas medicinais tem acompanhado a evolugdo do homem, e muitos dos
seus efeitos vém sendo comprovados cientificamente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade inibitoria do extrato hidroetandlico das folhas de Passiflora nitida kunth sobre a
lipase pancredtica in vitro e o efeito hipoglicemiante e hipolipemiante em ratos. Os testes de
inibicdo enzimética foram realizados utilizando substrato especifico para a enzima e
realizados em teste colorimétrico utilizando microplacas de 96 pocos. Os testes para avaliacao
do efeito hipoglicemiante foi realizado em ratos normais divididos em dois grupos: grupo 1
(controle) e grupo 2 (extrato 100 mg/kg v.0.) ap0s sobrecarga de sacarose (1,5 mg/kg de peso)
O extrato na concentracdo 1mg/mL apresentou inibicdo para lipase pancreéatica de 82,34 +
1,23 % e a concentracdo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (Clso em pg/mL) foi de
21,23 + 0,80. No experimento de inibicdo da glicemia ap6s a administracdo do extrato houve
um menor nivel glicémico, quando comparado com o grupo controle. Conclui-se que o extrato
da P.nitida obteve consideravel inibi¢do sobre a lipase in vitro e inibiu a absorcdo de glicose
apos sobre carga de sacarose em ratos.

PALAVRAS-CHAVE: Passiflora nitida, lipase pancredtica, efeito hipolipemiante, atividade
enzimatica.



Abstract

The use of medicinal plants has overseen the evolution of man, and many of its effects have
been scientifically proven. The objective of this study was to evaluate the in vitro inhibitory
activity of the hydroethanolic extract of leaves of Passiflora nitida Kunth on the pancreatic
lipase and lipid-lowering and hypoglycemic effect in rats. The enzyme inhibition tests were
performed using specific substrate for the enzyme and carried out in colorimetric test using
96-well microplates. Tests to assess the hypoglycemic effect was achieved in normal mice
divided into two groups: group 1 (control) and group 2 (100 mg extract / kg p.o.) after
overload of sucrose (1.5 mg / kg) in the extract in 1mg/mL showed inhibition of pancreatic
lipase 82.34 + 1.23% and the concentration to inhibit 50% enzyme activity (IC50 in pg/mL)
was 21.23 + 0.80. In the experiment of inhibition of glucose after the administration of the
extract, there was a lower blood glucose levels, compared with the control group. It is
concluded that the extract of P.nitida shows considerable inhibition on lipase in vitro and
inhibit the absorption of glucose after sucrose loading in rats.

Keywords: Passiflora clear, pancreatic lipase, lipid-lowering effect, enzyme activity.



1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como opcao de cura e tratamento tem aumentado em todo
0 mundo e os pacientes que adotam essa alternativa sdo 80% da populacdo do planeta e
apenas 30% fazem uso por indicagdo médica. Mesmo com a biodiversidade vasta, o Brasil é
um pais que possui poucos trabalhos comprovando a eficdcia no tratamento com plantas
medicinais (SILVA et. al. 2002).

A familia Passifloraceae, possui cerca de 70 géneros e 600 espécies vegetais. Mais da
metade dessas espécies esta incluido no género Passiflora, tendo distribui¢do principalmente
em regides tropicais e subtropicais e uso popular em diversas areas. Varias espécies do género
Passiflora, denominadas popularmente como maracuja, sdo empregadas extensivamente na
medicina popular em muitos paises, sob diversas formas farmacéuticas (DHAWAN et al.,
2004; DI STASI et al., 2002; HOPKINS, 1999; MOBOT, 2008; SANTOS et al., 2005).

Passiflora nitida, conhecida popularmente como maracuja-do-mato, maracuja-de-
cheiro, maracuja-de-rato e maracuja-suspiro, € uma espécie silvestre originaria da Amazonia e
esta dispersa por todo o norte da América do Sul (HOPKIN, 1999; INPI, 2006; JUNQUEIRA
etal., 2007; MORAES et al., 2002).

Tem-se verificado que as substancias antioxidantes, destacando-se os flavondides, séo
capazes de reverter a disfuncdo endotelial provocada pela hipercolesterolemia e também

reduzir o numero de eventos coronarios.



1.1 JUSTIFICATIVA

O quadro de dislipidemia, o principal fator desencadeador de aterosclerose, é
caracterizado com alteragdes qualitativas e/ou quantitativas dos lipideos e lipoproteinas
sanguineas, que podem acontecer em decorréncia de vérios fatores (habito alimentar,
obesidade, sedentarismo, tabagismo, etilismo, distirbios genéticos), a dieta € o mais
importante deles. O acumulo de uma ou mais classes de lipoproteinas é causado pela
deficiéncia de remocgao do plasma ou maior producdo. A Sociedade Brasileira de Cardiologia
(SBC) recomenda que a medicdo dos niveis de colesterol comece aos 30 anos, pois ja se sabe
que em qualquer idade quanto mais alto o nivel de colesterol sanguineo maior a risco de
doencas cardiovasculares, controle traduz uma evidente redugéo de cardiopatias (GEBARA,
1999; LIBBY, 2000; METZE, 2000).

Estima-se, que 25.000 espécies de plantas sejam usadas nas preparacdes da medicina
tradicional, cerca de 2/3 delas encontram-se nos tropicos, como conseqliéncia pode-se esperar
gue as potenciais descobertas de novos produtos naturais biologicamente ativos serdo das
florestas tropicais (GARCIA, 1995; RIBEIRO et al., 1998). A biodiversidade das florestas
tropicais, como a da Amazénia ainda é desconhecida, com isso 0 uso de produtos naturais
medicinais ainda € fragmentario e escasso. Diante destas evidéncias, a reducédo do colesterol
plasmatico (CP) e a protecdo endotelial colocam-se como importantes providéncias para o
controle da doenca aterosclerdtica. Considerando o elevado custo dos medicamentos redutores
do CP e a perspectiva de seu uso prolongado, os pacientes tém recorrido a tratamentos
alternativos para o controle da hipercolesterolemia. Estes tratamentos tém sido utilizados de
forma empirica pela populacdo, carecendo de uma metodologia de estudo que permita

conclusdes mais confiaveis.



2. Objetivos

2.1 Geral:
Estudar a atividade inibitéria da lipase in vitro e o efeito hipolipidémico de um extrato

de folhas do maracuja-do-mato (Passiflora nitida Kunth).

2.2 Especificos:

¢ Avaliar a atividade inibitoria da lipase in vitro de um extrato padronizado de P. nitida;

e Conhecer o efeito da administracdo oral de um extrato padronizado de P. nitida p6s
sobrecarga de triglicerideos, sobre a trigliceridemia em ratos Wistar;

e Avaliar a atividade hipolipidémica de um extrato padronizado de P. nitida sobre a
hiperlipidemia induzida por dieta rica em colesterol em ratos da raca Wistar;

¢ Avaliar a atividade inibitoria de um extrato padronizado de P. nitida sobre as enzimas
alfa-amilase e alfa-glucosidase;

e Avaliar a atividade hipoglicemiante de um extrato padronizado de P. nitida sobre a

sobrecarga oral de carboidratos.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Género Passiflora

A familia Passifloraceae, possui cerca de 70 géneros e 600 espécies vegetais. Mais da
metade dessas espécies esta incluido no género Passiflora, tendo distribui¢do principalmente
em regides tropicais e subtropicais e uso popular em diversas areas. Varias espécies do género
Passiflora, denominadas popularmente como maracuja, sdo empregadas extensivamente na
medicina popular em muitos paises, sob diversas formas farmacéuticas (DHAWAN et al.,
2004; DI STASI et al.,, 2002; HOPKINS, 1999; MOBOT, 2008; SANTOS et al., 2005),

algumas espécies do género Passiflora e suas respectivas utilizages representada na Tabela

01.

Espécie Utilizacéo Pslgﬁ t(;a Forma utilizada
Passiflora x E_xtratos .
actinia Sedacdo Folha hldr0a|,C(.)O|ICO e

Metandlico
Aterogenicidade, cardioprotegéo Extrato aguoso
Hipnose, Inflamacéo
Insdnia Folha Extrato etandlico
Ansiedade Extrato
Hipnosedagdo hidroalcodlico
Passiflora | Antioxidacao
alata Algumas condi¢des dolorosas, ansiedade, Solucio liquida de
distdrbios nervosos da menopausa, USO ¢ao fiq
insdnia, irritacdo da mucosa respiratoria, .
t0sse seca - oral (3 x dia)
Dor, reducéo da atividade motora
Espontanea )
Inducdo de vomito, pneumonia F
3 . olha
(antimicrobiano moderado)
Passiflora | Ansiedade, sedagéo Fruto
caerulea | Diurético,sedacdo, verminose Raiz i
Espasmo, insdnia (devida diversas
condi¢Oes nervosas, mas ndo a ]




dor)

Passiflora
. | Emenagogo - -
capsularis
Passiflora . Casca, caule e ..
- Antioxidante Extrato hexanico
coriacea Folha

Tabela 01 — Algumas espécies do género Passiflora e suas respectivas utilizacoes.

Fonte: (DHAWAN et al., 2004; EDWIN et al., 2007; MONTANHER et al., 2007;
PROVENSI, 2007, RUDNICKI et al., 2007; VARGAS et al., 2007).

Espécie Utilizacéo FElER Forma utilizada
planta

Hipertensao Casca Extrato metanolico

Disenteria, hipertensao Folha Cha

Inflamagéo Extrato aquoso

Leishmaniose

Dor, febre, inflamagéo Folha Extrato etandlico

Hipnose, sedacéo

Cicatrizagéo de feridas e Extrato hidro-

Inflamacao/Antioxidante alcoolico
Infus&o: 2 colheres

Folha (sopa) de folhas

secas de maracuja
para 1 xicara de

Calmante (preparador para o sono agua (tomar uma

tranquilo) Folha Xicara no comeco
da noite e outra no
momento de
deitar-se para

Passiflora - - dormir),suco
edulis Ansiedade, nervosismo Folha -
Carcinoma gastrico, constipagéo, Fruto i

estimulacao digestiva

Insbnia

Ansiedade, sedagao

Partes aéreas

Pds preparado em
Solucéo
hidroalcoolica
(etanol:agua - 4:6),
usando dioxido de
silicio coloidal,
Aerosil
200®,como
adjuvante de
secagem

Estresse, insbnia, maldria, taquicardia,

tosse nervosa
Antifungico moderado contra

Microsporum gypseum, Chrysosporium

tropicume




Trichophyton terrestre, helmintiase,
cdlicas de criangas,diarréia, diurético,
estimulante,sedacéo, sintomas da
menopausa,ténico - -

Antioxidante, atividade antimicrobiana Casca, caule e

contra Escherichia coli folha Extrato hexanico

Passiflora

nitida

Problemas gastrointestinais - -

Continuacédo da Tabela 01

Tabela 01 — Algumas espécies do género Passiflora e suas respectivas utilizacoes.

Fonte: (DHAWAN et al., 2004; EDWIN et al., 2007; MONTANHER et al., 2007;
PROVENSI, 2007; RUDNICKI et al., 2007; VARGAS et al., 2007).

3.1.1 Passiflora nitida Kunth

Passiflora nitida, conhecida popularmente como maracuja-do-mato, maracuja-de-
cheiro, maracuja-de-rato e maracuja-suspiro, € uma espécie silvestre originaria da Amazonia e
estd dispersa por todo o norte da América do Sul. Sobre sua morfologia externa, trata-se de
uma herbacea ou lenhosa de folhas de superficie cartaceas a coriaceas, opacas e envernizadas.
Apresenta nervuras terciarias distintamente percurrentes, retas e obliquas. Suas nervuras
secundarias apresentam glandulas terminais um pouco proeminentes. As margens Sdo
levemente dentadas (HOPKIN, 1999; INPI, 2006; JUNQUEIRA et al., 2007; MORAES et al.,
2002).

A planta cresce espontaneamente em vegetacdo secundaria, beira de rios e estradas e
seus frutos sdo consumidos in natura pela populacdo local. Uma das principais utilizaces
medicinais da espécie é em distarbios gastrointestinais (CIRAD, 2006; HOPKIN, 1999; INPI,

2006; MORAES et al., 2002).

3.2 Principios ativos naturais e atividade farmacoldgica



As plantas medicinais sdo empregadas na prevencdo, tratamento, cura de disturbios,
disfungdes ou doencas como primeiro recurso medicinal desde a Antiguidade, tendo
representado a base da terapéutica durante muitos anos. Sdo usadas popularmente contra
varias doencas infecciosas e parasitarias, vetores, problemas cronico-degenerativos,
emagrecimento, para a regulacdo da menstruacdo, com intuito abortivo e até como antidoto ao
veneno de cobra (MACIEL et al., 2002; SILVA, 2002).

O interesse da populacdo em drogas de origem vegetal e 0 estimulo ao uso destas
deve-se a varias razdes, entre as quais, a dificuldade de acesso aos medicamentos
industrializados, os efeitos colaterais da terapéutica convencional, além do conceito
equivocado de que produtos naturais ndo fazem mal a saide. No entanto, a grande maioria das
plantas medicinais € utilizada de forma empirica, sem a devida comprovacdo cientifica de
suas virtudes farmacologicas (RATES, 2001; MACIEL et al.,2002; TOLEDO et al., 2003).

Os produtos naturais servem como recurso para a inovacdo na elaboracdo de drogas,
tendo um papel significativo na descoberta e compreensdo de vias celulares especificas de
doencas. Contudo, a transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a
preservacao da integridade quimica do vegetal, garantindo a constancia de sua acdo biologica
e a sua seguranca de utilizacdo, além devalorizar seu potencial terapéutico (TOLEDO et al.,
2003).

As plantas podem ser submetidas a extracdo e procedimentos de purificacdo
sucessivos para isolar as combinacdes de substancias de interesse, que podem por si SO ser
ativas e usadas diretamente como uma droga ou podem ser usadas como precursores em
processos sintéticos ou modelos para sintese total de novas drogas, com atividades
farmacologicas bem definidas ou em estudos de relacdo estrutura-atividade. O medicamento

obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, cuja composi¢ao ndo



inclua substancias ativas de qualquer outra origem, nem as associa¢fes destas com extratos
vegetais, € denominado fitoterapico.

Um fitoterapico também é caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de
seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficécia e
seguranca sdo validadas através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizagéo,
documentacBes tecnocientifica sem publicacfes ou ensaios clinicos de fase 111 (ANVISA,
2004; RATES, 2001).

Apesar de diversas plantas terem sido estudadas do ponto de vista fitoquimico e de
conhecer bastante sobre 0s seus usos populares, a realizacdo de ensaios biogquimicos e
bioldgicos para a identificacdo de atividades farmacoldgicas em espécies amazonicas € uma

area pouco desenvolvida.

3.2.1 Atividades farmacoldgicas do Género Passiflora

A atividade antiinflamatoria de espécies do género Passiflora foi comprovada
cientificamente para a P. incarnata, P. edulis e Passiflora alata. A atividade antinociceptiva,
por sua vez, foi comprovada para a P. edulis Os estudos de Passiflora nitida presentes na
literatura, dizem respeito a atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e a atividade
antioxidante (BENDINI et al., 2006; BENINCA et al., 2007; BEZERRA, José et al., 2006;
BORRELLI et al., 1996; GARROS et al., 2006; GOMES et al., 2006; SILVA et al., 2001,
GONGALVESFILHO et al., 2006; SILVA et al., 2006; MONTANHER et al., 2007;
VARGAS et al., 2007).

Os flavondides, glicosideos, alcaldides, compostos fendlicos e componentes
cianogénicos tém sido relatados como o0s principais fitocomponentes das espécies de
Passiflora. No entanto, as atividades farmacoldgicas destas espécies tém sido geralmente

atribuidas aos componentes flavonoidicos, por exemplo, benzoflavonas tri-substituidas,



crisina e vitexina. Visto que ao sofrerem metabolizacdo no intestino delgado, os flavonoides
atuam como antioxidantes, atraves da alteracdo da producdo de radicais livres, eliminacdo de
precursores dos radicais livres, quelacdo de metais e elevacdo de antioxidantes enddgenos.
Acredita-se que a ingestdo regular de alimentos fontes desses compostos auxilie a
prevencdo de doencas cardiovasculares, pois regulam a permeabilidade capilar permitindo o
fluxo constante de oxigénio e nutrientes essenciais; além de relaxarem os muasculos do sistema
cardiovascular através de acGes hipertensoras; evitam a formacgédo de coagulos; previnem a
oxidacgdo de LDL por radicais livres (BENINCA et al., 2007; BOAS, 2007; DHAWAN et al.,
2001a, 2003, 2004; DI STASI et al., 2002; DOYAMA et al., 2005; FENNER, 2006; OGA et
al., 1984; PIMENTEL, 2005; PROVENSI, 2007; RHAMAN et al., 1997; SHARMA, 2003;

SOULIMANI et al., 1997).

3.2. 2 Hipercolesterolemia e flavondides

A associacdo entre hiperlipidemia e doenca coronariana estd bem estabelecida e se
fundamenta principalmente no papel do colesterol durante o desenvolvimento da
aterosclerose. O acumulo de LDL sobre a membrana endotelial torna-se fator de risco para a
aterosclerose e doencas cardiovasculares e a fragdo HDL (lipoproteina de alta densidade)
impede este deposito. Embora a patogénese dessa enfermidade seja complexa, um dos fatores
determinantes reside na oxidacdo das LDL, induzindo o desenvolvimento da placa
ateromatosa.

De outro lado, a redugdo do numero de eventos e de mortalidade ou doenca coronéria,
a interrupcdo ou mesmo a regressdo da doenca aterosclerética através de drogas redutoras do
colesterol plasmatico, também tem sido referida por indmeros estudos. Os mecanismos
envolvidos na reducdo dos eventos e na mortalidade por doenca coronaria, quando ocorre

diminuicdo do colesterol plasmatico, parecem estar relacionados a reversdo da disfuncéo



endotelial e estabilizacdo da placa de aterosclerose, uma vez que ndo se observa aumento
significante do didmetro vascular ao nivel da placa de aterosclerose (ALVES et al., 2008;
BLANKENHORN et al., 1987; BROWN et al., 1990; RIBEIRO et al., 1998; WHITNEY,
1994).

Tem-se verificado que as substancias anti-oxidantes, destacando-se os flavondides,
que sdo capazes de reverter a disfuncdo endotelial provocada pela hipercolesterolemia e
também reduzir o numero de eventos coronarios. Os flavondides sdo compostos polifenolicos
vegetais que atuam como antioxidantes e estdo presentes em uma serie de alimentos como
cacau, chas (verde e preto), uvas vermelhas, vinho tinto e café. Como exemplos de
substancias flavonoides temos as catequinas, quercetinas e isoflavonas.

E conhecido suas acBes antioxidantes e protetoras de doencas coronarianas in vitro e
in vivo porém, estudos epidemioldgicos como o feito por Rimm et al., (1999) e Hertog et al.,
(1997) ndo acharam evidéncia entre o consumo de chd e melhora na oxidacdo do LDL ou
risco cardiovascular em humanos. Pesquisas feitas em pacientes cardiacos em uso de
chocolate amargo mostraram um provavel efeito protetor como o feito por Wanet al., (2001).

Mais tarde, Davies et al (2003) associaram o consumo de cha preto (Camélia) com a
diminuicdo do colesterol total, LDL e ApoLipoproteina B (ApoB). H& também o famoso
estudo de Lyon et al., (1999) onde pela primeira vez se detectou influéncia direta entre os
habitos alimentares e diminui¢do do risco de desenvolver doencas cardiovasculares (DCV).
Houve significancia estatistica na suposi¢cdo que o consumo do vinho tinto durante refeicdes
diminuiria a taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares na Franca, independente da
quantidade e qualidade de gordura ingerida na dieta. Estes resultados levaram os cientistas a
pesquisarem 0s mecanismos que levariam a diminuicdo da oxidagdo do colesterol humano e

associarem ao poder antioxidante dos flavondides (BEECHER, 2003; DAVIES et al., 2003;



DULLO et al., , 1999) (CHAN et al., 1999; CHAUDHARI et al., 1977; HERTOG et al.,

1993; NAGAO et al., 2005; WAN et al., 2001).



4. Material e métodos

4.1 Preparacéo do Extrato

O extrato foi preparado segundo Carvalho.,et al (2008), no qual o extrato bruto aquoso
(EA), de P. nitida foi obtido através do método de maceracdo estatica com 1000 mililitros
(mL) de solvente (&dgua), a temperatura ambiente, por um periodo de sete dias. Apds

filtracOes, o solvente do extrato foi liofilizado gerando o extrato bruto da planta.

4.2 Animais

Foram utilizados ratos machos (linhagem Wistar), provenientes do biotério da
Universidade Federal do Amazonas — UFAM. Os animais serdo divididos em cinco grupos
com seis animais cada, e foram acondicionados em gaiolas, em sala fechada e isolada,

umidade 60£10, temperatura de 22+2, controlada por ar-condicionado.

4.3 Ensaio da atividade inibitdria in vitro da lipase pancreética

Para a determinacdo da atividade lipasica foi utilizado o procedimento de Lee (Lee al
et., 1993) com modificacdes. Foi preparada uma solucdo (5mg/mL) de lipase pancreatica de
suino cru tipo Il (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 concentracdo final 3.33 mM de PNP. A composicao da
mistura da reag@o foi: 10 pL de PNP 3,3 mM, 162uL de Tris-HCI75mM amarelado (pH=8.5)
(Sigma, Steinheim, a Alemanha), 16 uL. de extrato e 12uL de solucdo de enzima. A mistura
foi incubada a 37°C por 25 minutos antes do substrato ser somado. No controle positivo foi
substituido o bioativo com 0 mesmo volume a mistura de agua: metanol (1:1). A reacgdo 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 o extrato. A inibi¢do do



bioativo foi calcula pela seguinte formula: Inibicdo = 100 — (Abs. Extrato / Abs. Controle) *
100.

A partir dos resultados de inibicéo foi calculada a concentracdo capaz de inibir 50% da
atividade enzimatica utilizando um teste de regresséo linear. Para efeito de comparacgéo, o

orlistat (xenical) foi testado e determinado a C150.

4.4 Efeito da administracdo oral do extrato de P. nitida, pos sobrecarga de
triglicerideos, sobre a trigliceridemia em ratos Wistar.

Ap6s 1 semana de aclimatacdo. Dez ratos serdo divididos em dois grupos. Grupo | — 0
qual realizada coleta de sangue caudal, em seguida sera administrado 500u/100g de solugéo
salina, apds trinta minutos 500u1/100g da solucdo hipercolesterolémica ( 1:1 banha de
porco/6leo de oliva e 20mg/mL de acido colico ). Grupo Il — o qual também sera realizada
coleta caudal, em seguida serd administrada 500ul/100g do extrato de Passiflora
nitidakunth(100mg/kg), apo6s trinta minutos sera administrada 500u1/100g da solugdo
hipercolesterolémica. Serdo realizadas trés coletas de sangue nos animais dos dois grupos nos

tempos: Oh, 2h e 4h.

4.5 Dosagens bioquimicas dos marcadores de hipercolesterolemia

Lipidios. O colesterol total, lipoproteinas de alta densidade (HDL), lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e triglicérides em amostras séricas serdo determinados
colorimetricamente e enzimaticamente utilizando ensaio kits comerciais (Labtest, Minas
Gerais, Brasil). Sera utilizado o equipamento automatizado Cobas Mira Plus (Roche).

4.6 Efeito hipolipidémico ap6s inducéo por dieta hipercolesterolémica

O Efeito hipolipidémico apos inducgdo por dieta hipercolesterolémica sera realizado
segundo Seok, et al., (2004), no qual trinta ratos serdo divididos aleatoriamente em cinco

grupos com seis animais cada. Apés 1 semana de aclimatacéo, sera incorporada a dieta-padrdo



dos animais, 2,0% de colesterol, 0,5% de acido célico e 0,1% de Propiluracil durante 6 dias.
Os animais serdo entdo separados em 5 grupos. Grupo | — que receberdo apenas a dieta
Hipercolesterolémica e nenhum tratamento; Grupos Il e Il — receberdo dieta
hipercolesterolémica, e administracdo por via oral (gavagem) diariamente do extrato
padronizado de P. nitida nas doses de 100 mg/kg e 200mg/kg, respectivamente; o grupo IV
recebera dieta hipercolesterolémica e adminstracdo de Xenical ( 20mg/kg). A dieta padréo
sera retirada 10h antes de cada amostragem de sangue e sera feita por coleta caudal a cada 7

dias durante um més.

4.7 Teste de inibicdo da alfa-amilase

O teste foi realizado segundo o método modificado de Subramanianet AL.(2008) e
tem como principio a degradacédo do substrato cromogeno alfa-(2-cloro-4-nitrofenil)-beta-1,4-
galactopiranosilmaltoside (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). O extrato de P. nitida diluida
em DMSO (50% v.v) foi testado em varias concentracfes, a partir de 100ug/mL. Na
microplaca, 20uL do extrato de P.nitida com 20puL de DMSO contendo 0,1mg/ml de alfa-
amilase (Sigma Aldrich Chemical, USA) acondicionou-se em estufa na temperatura de 37° C
por 5 min. Em seguida, 200pL do substrato foram adicionados, e realizou-se a primeira
leitura, 405 nm (A1l). Entdo, a microplaca foi acondicionada a 37° C por 10 minutos para que
seja efetuada a leitura final (A2) na mesma absorbancia. Como droga inibidora padréo
utilizou-se a Acarbose nas mesmas condic¢des. A porcentagem de inibicdo da alfa-amilase foi

calculada com a seguinte equagéo:

%inibigdo = 100- (A2-Al amostra/A2-Al controle negativo) x 100
Onde: Al: absorbancia da leitura inicial,

AZ2: absorbancia da leitura final.



4.8 Teste de inibicdo da alfa-glucosidase

O teste foi realizado utilizando o método modificado de Andrade Cetto et AL.(2008) e
baseia-se no principio de degradacdo do substrato cromdgeno 4-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (Labtest, MG, Brasil). Sendo assim, 20uL de tampéo de fosfato de sédio
0,1 M, pH 6,9 com extrato de P.nitida em varias concentracfes (a partir de 100 pg/ mL)
foi incubado a 37° C por 5 min com 180 uL de tampédo contendo 2 mg/mL de alfa-
glucosidase (Sigma Aldrich Chemical). Depois de cinco minutos em estufa a 37° C foi
adicionado 150pL do substrato para que seja efetuada a primeira leitura (Al) em
absorbancia de 405 nm (ANDRADE-CETTO et AL.,2008). A leitura final (A2) na mesma
absorbancia realizou-se depois de 30 minutos em estufa a 37° C. Como droga inibidora
padrdo sera utilizada a Acarbose nas mesmas condi¢des. Para o calculo da inibicdo sera

utilizada a equacéo:

% inibicdo= 100-(A2-Al amostra/ A2-Alcontrole negativo) x 100
Onde: Al: absorbancia da leitura inicial,

A2: absorbancia da leitura final.

4.9 Teste do efeito de sobrecarga oral a carboidrato

O teste realizou-se de acordo com Kasabri et al. (2011). Para este teste foram
utilizados animais saudaveis em jejum de 8 a 12 horas. A primeira coleta de sangue caudal foi
efetuada antes de qualquer administragdo, correspondendo o tempo 0 na curva glicémica. A
dosagem de glicose sérica efetuou-se utilizando o aparelho ACCUCHECK®.

Depois da primeira coleta de sangue foi administrado a dose de, 50 e 100 mg/ Kg de

peso do animal, do extrato de P.nitida ao grupo 1 e 2, respectivamente. Ao grupo 3



administrou-se a droga padrdo, Acarbose, na dose de 100 mg/Kg e aos animais do grupo 4 foi
administrada solucdo salina. Todas as administracfes foram via oral por gavage sendo 1mL
para cada 100g de animal.

Passados 15 minutos da administracdo da substancia inibidora, teste e controle, foi
administrada aos animais a solucdo de carboidrato, sendo que foram testados a glicose,
sacarose e amido. Entdo monitorou-se o pico glicémico pds-prandial com coleta de sangue

em 15, 30, 60 e 120 minutos apos a administracdo da solugédo de carboidratos.

4.10 Analise estatistica dos dados
Os resultados obtidos foram analisados com o programa SigmasStat (versdo 3.5 para
Windows; Systat Software, San Jose, California, EUA), expressos como média + desvio
padrao e apresentados na forma grafica por utilizacdo do programa Excel (Microsoft®;
Seattle, Washington, EUA). A comparacdo de mais de um grupo realizou-se utilizando um
teste de analise de variancia (ANOVA) e a comparacéo entre dois grupos foi realizado

através do teste t de student. Utilizou-se um nivel de significancia de p<0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se que o extrato aquoso de P. nitida na concentracéo
1mg/mL apresentaram respectivamente, inibicao (%) para lipase pancreatica de 82,34 + 1,23 e
a concentracdo média capaz de inibir 50% da atividade enzimatica - CI50 (mg/mL) para

lipase pancreatica foi de 21,23 + 0,80 (Tabela 2).

Ensaio da atividade inibitoria in vitro da lipase pancreatica

Observou-se que todos os extratos de P. nitidas inibiram de maneira significativa a
lipase pancreatica e notou-se também que a % de inibicdo apresentou-se diretamente

proporcional ao aumento da concentracao dos extratos.

Concentragéo | Inibicéo (%) CI150 (ng/mL) Média
Amostra (ug/mL) Média S.D s.D
1000 82,34 +£1,23
100 67,55+ 2,25
P. nitida aquoso 2 21,23+ 0,80
10 48,58 + 0,10
1 47,48 £ 0,22

Tabela 2 - Determinacdo da Cl 50 em dois extratos de P. nitida. Legenda: CI (concentracdo
inibitdria);P. nitida (Passiflora nitida); pug (microgramas); mL (Mililitros); S.D. (Desvio
Padrao).

Observou-se que houve significativa inibicdo do extrato das folhas da P.nitida sobre a

lipase pancreatica in vitro.



(Figura 1).
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Os resultados podem ser indicativos do aproveitamento biotecnolégico

nitida da Amazonia.
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Figura 01- Atividade inibitdria in vitro de extratos aquosos das folhas de Passiflora nitida
sobre a lipase pancreética (concentracdo x inibicdo).Legenda: E A (Extrato aquoso)

O extrato aquoso da P.nitida também teve efeito na inibicdo da glicemia pds

sobrecarga oral de sacarose.
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Figura 2. Efeito da administracdo oral do extrato aquoso da Passiflora nitida kunth na
glicemia pds-sobrecarga de sacarose em ratos wistar (Média = D.P.).



Os dados sobre o efeito hipolipidémico previamente objetivado nao foram alcancados
por varios motivos: No decorrer do projeto o bolsista teve que ser substituido e essa segunda
pessoa que entrou no projeto ndo tinha experiéncia com o trabalho em animais o que
dificultou a realizacdo dos experimentos no tempo habil. Ainda com a primeira bolsista foram
realizadas diversas tentativas de induzir a hipercolesterolemia com a dieta, sem sucesso.
Também o teste agudo proposto precisou de ajustes e que nédo foi realizado a tempo. O
segundo bolsista que entrou no projeto ndo demonstrou responsabilidade nem disposicao para
a carga de trabalho para cumprir os objetivos do projeto. Somente agora no final de julho
conseguiu-se ajustar a metodologia para o estudo agudo e crénico da hiperlipidemia. Espera-
se que para a apresentacdo do trabalho no CONIC possamos ter os dados da inibicdo da

hiperlipidemia como previamente objetivado.



6 CONCLUSAO

Verificou-se que o extrato hidroetanolico inibiu de maneira significativa a
lipase pancredtica e notou-se também que a percentagem de inibigéo
apresentou-se diretamente proporcional ao aumento da concentragao do
extrato.

Observou-se que a administracdo oral do extrato aquoso da P. nitida ap6s
sobrecarga de sacarose em ratos foi capaz de diminuir os niveis glicémicos em

ratos.
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