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Epigrafe

“Nao precisamos de mais dinheiro, ndo precisamos de mais sucesso ou fama,

nao precisamos do corpo perfeito, nem mesmo do parceiro perfeito,

agora mesmo, neste momento exato, dispomos da mente,

gue é todo o equipamento basico de que precisamos

para alcancar a plena felicidade ”

Dalai Lama
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RESUMO

A obesidade é considerada uma desordem no metabolismo lipidico e as enzimas
envolvidas neste processo sdo consideradas “alvos” para o desenvolvimento de novas drogas
para tratamento da doenca. Uma estratégia importante para este tratamento inclui o
desenvolvimento de compostos capazes de inibir a atividade de lipase pancreética reduzindo a
emulsificacdo e absorcdo de lipides sem alterar o mecanismo central. No presente trabalho
foram avaliados os extratos das ervas llex paraguariensis (mate erva e mate tostado) e
Camellia sinensis (cha verde) como inibidores na atividade das lipases pancreéticas humana
(LPH) e porcina (LPP). Como inibidores da reagdo foram usados extratos em diferentes
concentragdes, utilizando como substrato azeite de oliva emulsionado na presenca de
taurocolato, fosfatidilcolina, colesterol, albumina, NaCl, CaCl, em tampdo Tris-HCI 0,1 M,
mimetizando as condigdes in vivo e, as reagfes enzimaticas realizadas em condi¢des 6timas de
pH (pH = 7) e de temperatura (37° C). O mecanismo cinético das rea¢des bem como o grau de
inibicdo (K;) foram avaliados através da determinagdo da constante de Michaelis-Menten (K,) e
a velocidade maxima (Vmax) pelos gréficos reciprocos de Lineweaver-Burk. A quantificacdo dos
teores de polifendis e flavondides totais foi realizada por espectrofotometria UV/Vis. A
caracterizacdo do perfil da composicéo dos extratos e a quantificacdo dos principais compostos
foram realizadas por espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) e
cromatografia de ultra-eficiéncia acoplada a detector de massas (UPLC-MS). Os resultados
mostraram que os inibidores atuaram de forma competitiva, dose-dependente, levando ao
aumento significativo nos valores de K, (constante que caracteriza a afinidade da enzima pelo
substrato) sem alterar a Vs (velocidade maxima da reagdo enzimética sob concentragtes
saturantes de substrato) da reacdo enzimatica. O cha verde além de ser mais rico em
polifendlicos totais e flavonoides apresentou o maior efeito inibitério sobre as enzimas sugerindo
gue as catequinas e seus derivados s&o 0s principais compostos capazes de inibir a atividade

das lipases pancreaticas.

Palavras-chave: Lipase pancreédtica, efeito inibitério, obesidade, cha verde, mate, catequinas.

viii



ABSTRACT

Obesity is considered a disorder in the lipid metabolism and enzymes involved in this
process are considered "targets" for development of new drugs to treat the disease. One
important strategy to this treatment includes the development of compounds able to inhibit the
pancreatic lipase activity by reducing the emulsification and absorption of lipids without
modifying any central mechanism. In this study, were evaluated herbal extracts of llex
paraguariensis (yerba mate and roasted mate) and Camellia sinensis (green tea) as inhibitors
the activity of human pancreatic lipase (LPH) and porcine (LPP). As inhibitors of the reaction
extracts were used in different concentrations, using as emulsified olive oil substrate in the
presence of taurocholate, phosphatidylcholine, cholesterol, albumin, NaCl, CaCl, in Tris-HCI 0.1
M, mimicking in vivo conditions and the enzymatic reactions performed in optimal conditions of
pH (pH = 7) and temperature (37° C). The kinetic mechanism of the reactions and the level of
inhibition (K;) were evaluated by determining the Michaelis-Menten constant (Ky,) and maximum
velocity (Vmax) for the graphics reciprocal Lineweaver-Burk. The quantification of the polyphenols
and total flavonoids was performed by spectrophotometry UV/Vis.The collect data on the
composition of the extracts and quantification of the main compounds were carried out by mass
spectrometry with electrospray ionization (ESI-MS) and ultra-chromatography efficiency attached
to mass detector (UPLC-MS). The results showed that the inhibitors acted in a competitive,
dose-dependent, leading to significant increase in Ky, values (constant which characterizes the
enzyme affinity of the substrate) without altering the Vs (maximum speed of the enzymatic
reaction under saturating concentrations of substrate) of the enzymatic reaction. The green tea
besides being more rich in polyphenols and total flavonoids showed the highest inhibitory effect
on the enzymes suggesting that catechins and their derivatives are the main compounds able of

inhibiting the activity of pancreatic lipase.

Keywords: Pancreatic lipase, inhibition, obesity, green tea, mate, catechins.
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1. INTRODUCAO

Obesidade é resultado do desequilibrio entre energia armazenada e consumida
pelo organismo (Borgstrom, 1981). Embora considerada um problema do mundo
desenvolvido, a obesidade epidemica esta se alastrando também pelas nagbes em
desenvolvimento. Esta mudanca é resultante do estilo de vida atual da sociedade
urbana moderna na qual o homem se expde a fatores como estresse, ansiedade,
sedentarismo e principalmente ao estilo de alimentacdo rapida que incluem fast-foods e
self-services (Cairns, 2005).

As comorbidades da obesidade sdo tdo comuns que estdo substituindo os
problemas tradicionais, como desnutricdo e doencas infecciosas como as causas mais
significativas de problemas de saude. Dentre elas estdo a doenca cardiaca coronaria,
hipertensdo arterial, acidente vascular cerebral, certos tipos de cancer, diabetes,
dislipidemia, osteoartrite, gota, doencas pulmonares e apnéia do sono. Além disso, 0s
obesos sofrem de preconceito social e discriminacdo por parte ndo s6 do publico em
geral, mas também de profissionais de saude, e isso pode torna-los relutantes em
procurar assisténcia médica (WHO, 2000).

A prevaléncia da obesidade esta aumentando em ritmo alarmante e infelizmente
somente alguns medicamentos estdo disponiveis para tratamento no mercado. Estes
medicamentos, a maioria das vezes sdo de acao no sistema nervoso central, causam
dependéncia quimica (psicotrépicos) e sao de uso controlado pela ANVISA. Sem
alternativas variadas para o tratamento medicamentoso atual, as complicacdes
decorrentes do sobrepeso incidirdo cada vez mais no sistema de saude publica sem
garantias reais de sucesso terapéutico (Cardoso et al., 2009).

Em paralelo a alopatia convencional, uma das mais importantes estratégias no
tratamento da obesidade inclui o desenvolvimento de compostos com acgao inibitoria de
enzimas digestivas reduzindo assim a emulsificacdo, absorcdo e armazenamento de
lipidios durante o mecanismo de digestdo no sistema gastrointestinal sem alterar

nenhum mecanismo central (Strader et al., 1998; Shi & Burn, 2004).



O potencial de compostos encontrados em produtos naturais pode ser uma
excelente alternativa para o desenvolvimento de drogas seguras e efetivas para o
tratamento da obesidade. Diversos produtos de origem vegetal (ervas) tém sido
estudados como coadjuvantes no tratamento da obesidade demonstrando resultados
satisfatorios (Bhutani, 2007).

Chas polifendlicos tem sidos bem aceitos por ter varias funcdes biologicas e
farmacolégicas, bem como reducdo dos niveis de colesterol, atividades
imunoestimulatéria, antimicrobiana e antioxidante, auxiliando na prevencao de doencas
cronico-degenerativas, como o cancer e doengas cardiovasculares (Cheng, 2006).

A Camellia sinensis (cha verde) e a llex paraguariensis (mate) sdo ricas em
compostos polifendlicos os quais tem sido recentemente apontados pelo nosso grupo
de pesquisa como potentes inibidores enziméticos (Martins et al., 2009; Battagim et al.,
2011).

Considerando que a acdo da lipase pancreética é o ponto crucial na digestéao e
absorcao de lipides e que sua inibicdo é uma estratégia poderosa no desenvolvimento
de novas moléculas bioativas para o tratamento da obesidade delineou-se o presente
trabalho visando contribuir com o conhecimento referente as propriedades funcionais
dos extratos de llex paraguariensis e Camellia sinensis, em relacdo ao potencial destes
extratos na inibicdo da atividade das lipases pancreaticas humana e porcina, bem como

a avaliacao dos parametros cinéticos das reacdes enzimaticas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Obesidade e Tratamento

A obesidade e o0 sobrepeso representam uma ameaca a saude das populacdes
em um numero crescente de paises. Segundo a Figura 1, estudos realizados pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), apontam estimativas preliminares das taxas de
prevaléncia de sobrepeso e obesidade em homens de meia idade e mulheres em todo o
mundo (James et al., 2001).

As letras representam os trés paises mais populosos de cada agrupamento como
mostrado na Tabela 1. A pesquisa foi realizada em 14 sub-regides do mundo, 191
paises dividos em agrupamentos regionais compostos pelos trés paises mais populosos
de cada sub-regido, demonstrados pelas letras A-E. O resultado demonstrou, a nivel
global, uma notavel variacdo na prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre homens e

mulheres com faixa etaria entre 45 a 59 anos de idade.

Obesos Sobrepeso Sobrepeso Obesos

Europa C
Emirados D

Ameérica A

América B

Eurocpa B

Europa A
América D

Africa E
Emirados B

Asia B
Pacifico A
Pacifico B
Asia D

AfricaD

Figura 1 - Comparativo de Obesidade e Sobrepeso entre Homens e mulheres de diversas
partes do mundo.

Fonte: WHO 2000, como modificac¢des.



Tabela 1 — Regides avaliadas pela OMS na prevaléncia da obesidade e sobrepeso.

Regiéo de Estudo Paises envolvidos
Ameérica A Estados Unidos, Canada e Cuba
Ameérica B Brasil, México e Colbmbia
Ameérica D Peru, Equador e Guatemala
Africa D Nigéria, Argélia e Gana
Africa E Etiopia, Congo e Africa do Sul
Emirados B Ird, Emirados Arabes Unidos e Arabia Saudita
Emirados D Paquistéo, Egito e Sudéo
Europa A Alemanha, Franca e Reino Unido
Europa B Turquia, Poldnia, e Uzbequistao
Europa C Federagcédo Russa, Ucrania e Cazaquistédo
Asia B Indonésia, Tailandia e Sri Lanka
Asia D india, Bangladesh e Mianmar
Pacifico A Japéo, Austrdlia e Cingapura
Pacifico B China, Vietna e Filipinas.

Fonte: James et al., 2001.

Estudos detalhados de diferentes paises como Estados Unidos, Inglaterra, Brasil
e Japdo mostraram que ha um aumento progressivo nas taxas de obesidade dentro de
cada pais e também uma clara relacéo inversa quanto ao nivel de escolaridade e nivel
socioeconémico em relacdo a prevaléncia da obesidade.

Segundo WHO (2000), a obesidade esta sendo vista como uma caracteristica da
populacdo de baixa renda e isto esta relacionado as circunstancias sociais e as
diferencas culturais que afetam diretamente na escolha da dieta nutricional de cada
populacao (James et al., 2001).

Os medicamentos utilizados para o tratamento da obesidade podem ser
classificados em trés grupos distintos: os que diminuem a fome ou modificam a
saciedade, os que reduzem a digestéo e a absorgéo de nutrientes e 0s que aumentam

0 gasto energético, sendo que estes ultimos ndo sao aprovados no Brasil (WHO, 1998).
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Como mostrado na Tabela 2, a terapia farmacoldgica utilizada para tratamento
da obesidade e sobrepeso é dividida nas seguintes classes: em agentes
catecolaminérgicos (Anorexigenos: anfepramona, femproporex e mazindol); agentes
serotoninérgicos (Sacietdégenos: Fluoxetina, Sertralina); agentes serotoninérgicos e
catecolaminérgicos (Sibutramina); termogénicos (Efedrina, Cafeina, Aminofilina),
inibidores da absorcdo intestinal de gorduras (Orlistat) e inibidores de agonistas
canabindides (Bays-Harold, 2004).

Todas as possibilidades farmacolégicas tem atividades potenciais, mas também
sérias limitacdes. A farmacoterapia antiobesidade atual utiliza-se de drogas
essencialmente de acdo central (drogas anorexigenas) as quais apresentam efeitos
colaterais severos (mais particularmente a hipertensdo pulmonar e doenca cardiaca
valvular), levando a retirada de varios desses farmacos do mercado nacional e mundial,
bem como a discusséo acirrada de seus efeitos (ANFARMAG, 2011).

Como alternativa ao tratamento alopatico encontramos o estudo de compostos
naturais que atuam dificultando o metabolismo lipidico através da inibicdo enzimatica
desta via. A inibicdo da lipase pancreatica (LP) é um dos mecanismos mais estudados
para determinar a eficacia de produtos naturais como agentes antiobesidade (Birari et
al., 2007).



Tabela 2 - Caracteristicas dos medicamentos para o tratamento da obesidade.

Mecanismo de Acéo DOS? I.D'a”a Efeitos Colaterais
maxima
Catecolaminérgicos
. Diminui a ingesta alimentar por Retirado do Boca seca, insbnia,
Fentermina ; P . - .
mecanismo noradrenérgico. mercado taquicardia, ansiedade.
Femproporex Diminui a ingesta allme’nta'r por 35 mg/dia Bo'ca seca, insonia,
mecanismo noradrenérgico. taquicardia, ansiedade.
Anfepramona Diminui a ingesta alimentar por , Boca seca, insoOnia,
o . . P 75 mg/dia : ; .
(Dietilpropiona) mecanismo noradrenérgico. taquicardia, ansiedade.
Diminui a ingesta alimentar por Boca seca. insénia
Mazindol mecanismo noradrenérgico e 1,5 mg/dia : O '
S taquicardia, ansiedade.
dopaminérgico.
. . Atua aumentando a agéo Retirado do Sudorese, taquicardia,
Fenilpropanolamina - eventualmente aumenta a
adrenérgica. mercado ~ .
pressao arterial.
Serotoninérgicos
Inibicdo da recaptacéo de Cefaleia, insonia,
Fluoxetina ¢ ptag 20 — 60 mg/dia ansiedade, sonoléncia e
Serotonina A o
diminuicdo da libido.
Inibicdo da recaptacéo de Cefaleia, insonia,
Sertralina & ptag 50 — 150 mg/dia | ansiedade, sonoléncia e

Serotonina

diminuico da libido.

Serotoninérgicos e C

atecolaminérgicos

Inibicdo da recaptacéo da
serotonina e da noradrenalina,

Boca seca, constipacao,

Sibutramina S ) 15 mg/dia , .
diminuindo a ingesta e taquicardia, sudorese.
aumentado o gasto calérico.
Termogénicos
Efedrina Agonista Adrenérgico 50 — 75 mg/dia Sudorese, taquicardia.
Aumento da acéo da
Cafeina noradrenalina em terminacoes 60 mg/dia Gastrite, taquicardia
nervosas potencializando o
efeito da efedrina
Aumento da acéo da
Aminofilina noradrenalina em terminagdes 300 —450 Gastrite, Taquicardia
nervosas potencializando o mg/dia
efeito da efedrina
Inibidor da Absorcéo Intestinal de Gorduras
Atua no limen intestinal . Esteatorréja (d“"?”? ia.
120 mg/dia gordurosa), incontinéncia

Orlistat

inibindo a lipase pancreatica
que é uma enzima necessaria
para a absorcéo de
triacilglicerol

divididas em 3
tomadas antes
das refeicBes

fecal, interfere na
absorcao de vitamina A,
D, E, K, necessitando de

suplementacéo.

Inibidor de Agonistas Canabinoides

Rimonabanto

Antagonista seletivo dos
receptores canabindide-1 (CB1)
gue inibe os efeitos
farmacolégicos dos agonistas

20 mg/dia

Suores noturnos, panico,
solucos, raiva,
inquietacédo, p

comportamento agressivo.

Fonte: ANFARMAG, 2011, com modificacdes.



2.2 Obesidade e Metabolismo Lipidico

O metabolismo lipidico é balanceado para manter a homeostase. Quando este
equilibrio é perdido, a obesidade é desenvolvida, levando a sérias doencas, incluindo
aterosclerose, hipertensdo arterial, diabetes e depressdo funcional de certos
orgaos(Hofbauer, 2002; Srivastava R. & Sirivasta N., 2004). Portanto, o controle do
metabolismo lipidico por drogas deve ser usado para prevenir ou tratar estas doencas.

Um numero crescente de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico estao
sendo identificadas e caracterizadas, bem como uma série de alvos potencialmente
terapéuticos para tratamento da obesidade e outras desordens metabdlicas (Shi & Burn,
2004).

Uma importante estratégia no tratamento da obesidade inclui o desenvolvimento
de inibidores atuantes na digestdo e absorcdo de nutrientes, em uma tentativa de
reduzir energia ingerida através do mecanismo gastrointestinal, sem alterar nenhum
mecanismo central (Foster-Schubert & Cummings, 2006; Shi & Burn, 2004). Visto que
os lipideos da dieta representam a principal fonte de calorias indesejadas, inibir a
digestdo de triglicérides constitui uma abordagem para a reducdo da absorcdo de
gordura (Mukherjee, 2003; Thomson et al., 1997).

Os lipides ingeridos na dieta caem no trato gastrointestinal passando pela boca e
estbmago quase de forma inalterada, ja que as enzimas presentes nas glandulas
salivares e estbmago tém capacidade de atuar na digestdo de uma quantidade muito
pequena destas moléculas. Somente os neonatos possuem lipases no estbmago e
glandulas salivares capazes de digerir triacilglicerois em grande quantidade. Quando o
lipidio chega ao duodeno (na forma de globulos lipidicos) juntamente com o quimo, é
estimulada a secrecao de bile (micelas de sais biliares, colesterol e lecitina) ocorrendo a
emulsificacdo de gotas grandes de lipides em goticulas menores. Esse processo recebe
o nome de emulsificacao lipidica e ndo é considerado parte da digestdo quimica de
triacilglicerol ja que acidos graxos e glicerol ainda ndo foram hidrolisados.

A digestdo propriamente dita ocorre na superficie dessas goticulas emulsificadas
por meio da acdo enzimatica das lipases pancreédticas que sdo auxiliadas por outra
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proteina denominada Colipase que reveste as goticulas lipidicas e as unem a lipase
pancreética. Por reacdo de hidrdlise a lipase pancreatica remove dois de trés acidos
graxos de cada triacilglicerol (TAG) liberando dois acidos graxos livres (AGL) e um
monoacilglicerol (MAG). Os &cidos graxos livres possuem polaridade maior que o lipidio
nao digerido e devido a isso se associam as micelas de sais biliares, lecitina e
colesterol formando micelas mistas. Estas micelas mistas se movem para a borda do
epitélio intestinal ocorrendo a absorcéo propriamente dita.

Os acidos graxos liberados e os MAG na célula formam-se de novo em novos
TAG (Figura 2). A principal via para a ressintese envolve a sintese de TAG a partir de 2-
MAG e os acidos graxos ativados pela coenzima A (CoA). A lipase microssomal acil-
CoA é necessaria para a sintese de acil-CoA, a partir do acido graxo antes da
esterificacdo. Estes TAG reconstituidos entdo combinam-se com o colesterol, os
fosfolipidios e as apoproteinas para formarem quilomicrons que consistem em um
nacleo interno contendo TAG e um nucleo membranoso externo de fosfolipidios e
apoproteinas. Os quilomicrons passam das células epiteliais para as lacteais, onde eles
passam através dos linfaticos para dentro do sistema venoso. Pequenas quantidades
de acidos graxos de cadeia curta e média podem ser absorvidas diretamente para
dentro do sangue portal, em vez de serem convertidos em TAG e absorvidos pelos
linfaticos. Estes acidos graxos de cadeia mais curta sdo mais hidrossollveis, o que

permite a sua difusdo direta para dentro da corrente sanguinea (Fox, 2007).

Triglicerid Lumen do
riglicerideos intestino delgado

\ = -osiiliares 8D T graxos Monoglicerideos

lipase

i

Ty

Triglicerideos

| + Proteina —3

Ao ducto toracico —~——————

Lacteo central

Figura 2 - Absorcéo de Lipideos.
Fonte: Fox, 2007



2.3 Lipase

Lipases sdo enzimas que catalisam inUmeras reacfes de interesse para a
industria farmacéutica, alimenticia e quimica. Isso se deve a caracteristica e
especificidade dessas enzimas em relacdo a diversos tipos de substratos. Estas
enzimas sdo capazes de catalisar reacdes de hidrélise, esterificacdo, transesterificacdo
e lactonizacdo (esterificacdo intramolecular) e apresentam maior afinidade por acidos
graxos de cadeia longa (Brockman, 1984). Esta flexibilidade unida a capacidade de
ligagdo com diferentes substratos confere a estas enzimas um imenso leque de

aplicac6es em diversas areas (Gandi, 1997), conforme resumido na Tabela 3:

Tabela 3 - Diversas aplica¢des da enzima lipase.

Area Aplicacéo
Farmacéutica Coadjuvantes de digestao
Tratamento de residuos Decomposicao de lipideos de efluentes
Médica Determinacao de lipideos no sangue (biossensores)
Quimica Fina Sintese de esteres e resolucao de racematos
Detergentes Hidrolise de gorduras

Fonte:Gandi, 1997

As lipases verdadeiras (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3 pertencem a
classe das hidrolases e catalisam a hidrolise total ou parcial de triacilglicerol (TAG)
fornecendo diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e acidos graxos livres

conforme esguema abaixo:

Hidrolise parcial:
Triacilglicerol — Diacilglicerol + 1 molécula de acido graxo

Triacilglicerol — Monoacilglicerol + 2 moléculas de acidos graxos

Hidrdlise total:

Triacilglicerol — Glicerol + 3 moléculas de acidos graxos



Além de quebrar as ligacdes de éster de TAG com o consumo de moléculas de
agua (hidrdlise), as lipases sdo também capazes de catalisar a reacdo reversa sob
condicbes microaquosas. Estas enzimas apresentam uma capacidade Unica de agir
apenas na interface 6leo/agua (Jaeger et al., 1994; Brockman et al., 1988). Dada esta
propriedade, a cinética das reacdes lipoliticas é descrita pelas equa¢bes de Michaelis-
Menten, que sé sdo validas se a reacao catalitica ocorre em fase homogénea (Sharma
et al., 2001).

Lipases podem ser encontradas em células animais e vegetais e também podem
ser produzidas por microorganismos (Melo et al., 1996). Devido ao procedimento de
isolamento, as enzimas provenientes de microorganismos S&80 mais utilizadas
industrialmente.

As lipases sdo um grupo versatil de enzimas e muitas vezes expressam outras
atividades como, por exemplo, a fosfolipase, lisofosfolipase, colesterol esterase,
cutinase, amidase (Schimid, 1988).

A regido de seletividade da lipase € frequentemente mais alta para as posi¢cdes
snl e sn3 e menos para a sn2 que é menos degradada conforme Figura 3 (Stadler et
al., 1995). A enzima lipase consiste de uma larga familia de enzimas as quais tem a
mesma dobra estrutural global, mas que tem uma enorme versatilidade de loop em
contato com o substrato, e exibe versatilidade na especificidade do substrato (Estell,
1993).

R1 R2 R3
(@) O (0]
(@) (@) (@)
\ \ \
Sn1 Sn2 Sn3

Figura 3 — Estrutura do Triacilglicerol e designacéo das posicdes dos acidos graxos.

Fonte: Estell, 1993
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2.3.1 Lipase Pancreética

A lipase pancreética é a enzima chave para absorcéo de lipideos. E  conhecido
gue os lipideos ndo sdo diretamente absorvidos no intestino, antes eles ficam sujeitos a
acdo da lipase pancreética (Hill, 1999). Estas digerem gorduras, incluindo TAG e
fosfolipideos. As lipases humanas, representadas pela Figura 4, incluem as lipases pré-
duodenal (lingual e gastrica) e extra-duodenal (pancreatica, hepatica, lipoproteica e
endotelial) (Mukherjee, 2003).

Figura 4 - Representacao tridimensional de Lipase Pancreatica Humana - Unidade assimétrica
da lipase humana contendo duas moléculas independentes arranjadas em um modelo

cabeca/cauda ligadas por um eixo duplo.
Fonte: Caro et al., 1977

Lipase Pancreética (triacilglicerol acil hidrolase), a principal enzima lipolitica
sintetizada e secretada pelo pancreas desempenha um papel fundamental na eficiéncia
da digestdo de triacilglicerol. Ela remove acidos graxos da posicdo a e o de
triacilglicerol da dieta, produzindo B-monoacilglicerol e acidos graxos de cadeia longa
saturada e poliinsaturada como produto lipolitico.

Lipase Pancreédtica é responsavel pela hidrélise de 50-70% da gordura total da
dieta (Shi & Burn, 2004; Mukherjee, 2003). Esta requer outra proteina exdcrina
pancreatica, a Colipase, que € secretada pela pancreas como uma molécula
precursora, a procolipase, que se liga com o terminal C-dominante da molécula de

lipase pancreatica, sem indu¢do nem troca conformacional (Tilbeurgh, 1992).
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2.4 Inibicdo Enzimatica

Victor Henri prop6s em 1903 que uma enzima se liga a molécula de seu
substrato para formar o complexo ES, sendo este um passo obrigatorio para a catalise
enzimatica. Leonor Michaelis e Maud Menten, em 1913, expandiram a idéia de Henri
propondo que a enzima primeiro se combine reversivelmente com o substrato para
formar o complexo enzima-substrato em um passo reversivel e rapido (Nelson & Cox,
2011), conforme reacéao (1) abaixo:

fx’j

E+S&——=ES 1)

T

Em um passo mais lento, o complexo ES se rompe reaparecendo a enzima livre

e a formacéao do produto P, conforme reacao (2) abaixo:

k>
ES — > E+P 2)

A reacdo (2) é mais lenta, limitando a velocidade de transformacgéo de reagente
em produto. Conclui-se através desta equacao que a velocidade da reacdo enzimatica é
proporcional a concentracdo de reagente (ES). Em qualquer instante da reacdo a
enzima existe em duas formas: a forma livre E e a forma ligada ao substrato ES. A
velocidade inicial maxima da reacdo (Vmax) Sera atingida quando praticamente todas as
moléculas da enzima estiverem na forma de complexo ES e a enzima livre (E) no
sistema estiver em quantidade insignificante. Pode-se dizer que neste momento tem-se
a “saturagdo” da enzima com o substrato e a partir disso a velocidade da reacdo nao
aumenta mais com o aumento da concentracao de substrato (Segel, 1979). Nesta etapa

tem-se o estado estacionario da rea¢do enzimatica conforme Figura 5:
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Figura 5 - Efeito da concentracdo de substrato na velocidade inicial catalisada enzimaticamente.

A partir da Figura 5, os pesquisadores Michaelis e Menten expressaram uma
equacdo partindo da hipotese que em uma reacdo enzimatica o passo limitante da
velocidade € a quebra do complexo ES para a formacdo de produto e enzima. A
Equacéo de Michaelis-Menten expressa a relacdo quantitativa entre a velocidade inicial
(Vo), a velocidade maxima (Vmax) € a concentracdo de substrato [S] (Segel, 1979),

conforme equacéao (1) abaixo:

| szﬁx [‘S] (1)
© K, +[5]

Quando V, é exatamente a metade da Vnax tem-se relagdo importante na
equacao de Michaelis-Menten conforme equagao (2) abaixo:
. , o]
K,=[s]>r,==7 (2)
2

mex

Km € equivalente a concentracdo do substrato no qual V, € igual a metade da
Vmax € demonstra a afinidade da enzima em relagéo ao substrato, ou seja, estabelece o

valor aproximado do nivel intracelular de substrato. Quanto menor o valor de K,, maior a
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afinidade da enzima pelo substrato. J& a Vs depende do K;, que € uma constante, e
da concentragédo de enzima no sistema de reacdo (Segel, 1979), conforme reacao (3):

k; ks
E+S<—=2ES——>E+P ©)
k.1

Invertendo-se os dois lados da equacdo (2) de Michaelis-Menten tem-se a

equacao (3) abaixo:

K, 1 1 -
[5] Vmc’u{

1
- 7

V J max

Através da equacdo acima se tem o grafico reciproco de Lineweaver-Burk onde

se tem 1/V versus 1/[S], conforme Figura 6.

1 1 [
v |/

Arin

Inclinagio =

['}'

mdx

Figura 6 - Gréfico duplo reciproco de Lineweaver-Burk.
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Qualquer substancia que diminua a velocidade de reagcdo enzimatica pode ser
considerada como um ‘“inibidor”. Estudos de inibicdo podem sugerir diversos fatores
relacionados a enzima tais como especificidade, arquitetura quimica e fisica do sitio
ativo e mecanismo cinético da reacdo (Segel, 1979). No dia-a-dia temos varias
substancias que atuam como inibidores enziméticos como drogas, antibiéticos, venenos
e toxinas.

Ha dois tipos de inibicdo enzimatica: reversivel, quando a remocéo do inibidor
restaura a atividade enzimatica e irreversivel, quando o inibidor inativa, de forma
permanente, a enzima. Os inibidores enziméticos reversiveis podem ser classificados
como competitivos, acompetitivos, ndo-competitivos e mistos, segundo o efeito que
produzam nas constantes cinéticas Ky, e Vmax € Ki. Ja os inibidores enziméticos
irreversiveis também podem se unir e inativar enzimas, porém de forma irreversivel,
geralmente por meio de modificacbes covalentes de residuos do centro catalitico da
enzima. Estas reacdes decaem de forma exponencial e sdo habitualmente saturaveis
(Nelson & Cox, 2011).

2.4.1 Inibicdo competitiva

Um inibidor competitivo € uma substancia que se combina com uma enzima livre
de tal forma que impede sua ligagdo com o0 substrato sendo que este pode ser um
analogo ndo metabolizado, um derivado de um substrato verdadeiro, um substrato
substituto da enzima ou um produto da reacéo. O resultado de sua presenca no meio
reacional é o estabelecimento de uma competicdo entre as moléculas do inibidor
competitivo e do substrato pela ligagdo do sitio ativo da enzima. O percentual de
inibicdo resultante dependerd da concentracdo de substrato e inibidor competitivo e da
afinidade diferencial da enzima pelo substrato e inibidor, por isso, a inibicdo competitiva
€ bastante especifica (Nelson & Cox, 2011). A Figura 7 mostra os dois tipos de inibicao

competitiva.
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Figura 7 - Modelo de Inibicdo Competitiva.

Substrato

Inibidor

Enzima

Inibicdo Competitiva: Modelo Classico - S e |
competem pelo mesmo sitio de ligacéo. | deve se
assemelhar estruturalmente a S.

Impedimento Estérico: Tensdo provocada pela
interacdo repulsiva quando atomos se aproximam
muito um do outro ou competicdo por um sitio de

ligacdo comum.

Como o inibidor competitivo se liga reversivelmente & enzima, um aumento na

concentragéo de substrato no meio reacional favorece a reagdo ao substrato tornando-

se minima a probabilidade de moléculas do inibidor se ligar as enzimas. Sendo assim a

reacao apresentara uma Vmax hormal. Entretanto, o K, aumentara na presenca do

inibidor. Este aumento de K, e auséncia de efeito em Vpyax caracterizam a inibicéo

enzimatica como competitiva. Um inibidor competitivo age apenas para aumentar Ky,

aparente do substrato. A medida que a concentracdo do inibidor aumenta, o valor de Ky,

aumenta. A velocidade maxima (Vmax) permanece a mesma em presenca deste tipo de

inibidor (Nelson & Cox, 2011), conforme demonstrado na Figura 8.

ol [
i
Sem inibidor
1 K
T~ Inclinagio = —
max dex
|
AL L[L]
[s]\ mas

Figura 8 - Gréfico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk em presenga de um inibidor competitivo.
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O inibidor competitivo causa um grau de

inibicdo (K;) dependente da

concentracéo de substrato e de inibidor, sendo que quando se tem um aumento na [S]

com [I] constante o K; diminui. Quanto menor o K;, maior o grau de inibicdo. K; equivale

a concentracao de inibidor que duplicara a inclinacédo do grafico de 1/v vs 1/[S] (Segel,

1979), conforme demonstrado na Figura 9.

[SIFL8,]

ﬁHsg]:‘[sl]

Figura 9 - Gréfico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk em presenca de um inibidor competitivo

para determinagéo de K;.

2.4.2 Inibicdo ndo-competitiva

Na inibicdo n&o-competitiva o inibidor ndo compete com o substrato pelo sitio

ativo, porém ele ocupa outro sitio ativo da enzima formando um terceiro complexo

enzima-inibidor-substrato (EIS). A enzima é inativada quando o inibidor esta ligado a

ela, tendo o substrato presente ou ndo. Para qualquer concentracdo do inibidor uma

parte da enzima ficard na forma EIS e como consequéncia Vs serd menor do que a

Vmax Observada na auséncia do inibidor. Nesse tipo de inibicdo o efeito de K, é

pequeno ou até mesmo nulo (Segel, 1979).
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2.4.3 Inibidores de Lipase Pancreatica

A inibicdo da lipase pancreatica € um mecanismo de interesse para estudos e
desenvolvimento de diversas drogas para o tratamento da obesidade. Dentre os
medicamentos alopéticos aprovados para o tratamento da obesidade estd o Orlistat
(tetrahidrolipstatin) que € um inibidor de lipases digestivas derivado do lipstatin, produto
natural de Streptomyces toxytricini. Orlistat € um inibidor direto do sitio ativo que reage
com a serina nucleofilica residual da triade catalitica da lipase pancreatica. Por bloqueio
covalente do sitio ativo, ele inibe a hidrélise da dieta de triacilglicerois e assim reduz a
subsequiente absorcdo intestinal dos produtos da lipdlise: monoacilglicerol e acidos
graxos livres. Ele também inibe a lipase gastrica, colesterol esterase, e varias outras
lipases que sdo todas as serinas hidrolases, porém nao inativa as serinas proteases
como a tripsina e quimiotripsina (Borgstrom, 1988).

Fitoquimicos presentes em plantas medicinais tradicionais sdo uma excelente
alternativa para o desenvolvimento de novos coadjuvantes terapéuticos para o
tratamento da obesidade. Pesquisas tém explorando o potencial inibidor de compostos
naturais na atividade das lipases digestivas. Dentre estes compostos presentes em
plantas medicinais encontramos diversas classes quimicas como as saponinas que sao
constituintes primarios das raizes e rizomas de varias plantas compostos de acucares
ligados a um esterdide ou triterpeno e sdo responsaveis por uma diversidade de efeitos
biolégicos (Birari et al., 2007). Estes tipos de metabdlitos secundarios de plantas inibem
as lipases digestivas e, sendo assim, podem representar tratamentos potencialmente
eficazes para obesidade e disturbios relacionados a ela.

Saponinas do platycodin (PS) sdo os principais constituintes bioativos do
Platycodi radix, cujas acdes farmacologicas tém sido reconhecidas pela medicina
tradicional chinesa como expectorante para doencas pulmonares e problemas
respiratorios. Recentemente, este composto ganhou um maior interesse pelo seu
potencial para aplicacdo no controle antiobesidade e da hipolipidemia. Platycodin D
(PD), um dos principais componentes da PS, ja foi relatado para possuir e efeito

inibitério para a lipase pancreédtica in vitro. Este inibe a atividade da lipase pancreatica

18



por inibicdo do tipo competitiva e afeta 0 metabolismo lipidico no trato intestinal (Zhao &
Kim, 2004). Na Korea, as raizes frescas de Platycodin grandiflorum sdo consumidas
para prevencdo da obesidade. A fracdo rica em saponina do Platycodin grandiflorum
radix tem sido selecionada para utilizacdo por seu efeito antiobesidade correlacionado
com a inibicdo da lipase pancreética (Birari et al., 2007).

A Scabiosa tschiliensis tem sido usada como planta medicinal para o tratamento
de diversas doencas como dor de cabeca e febre na Mongolia. Foram isolados desta
planta varios tipos de saponinas como as scabiosaponinas E, F, G e |, hookerosideo A
e B e prosapogenina Ib e todos estes compostos exibiram, em estudos in vitro, forte
inibicdo da atividade da lipase pancreatica e atividade inibitéria similar a que foi
produzida pela inibicdo ocasionada pelos estudos com o orlistat (Zeng & Kolke, 2004).

O extrato de Salacia reticulata, que € rico em constituintes polifendicos, é
consumido como suplementacéo alimentar para a prevencédo da obesidade e diabetes
no Japao devido a supressao pos-prandial de absorcao de lipidios através da inibicdo
da lipase pancreética (Yoshikawa et al., 2002).

Os chas Oolong e preto tém sido usados, desde os tempos antigos, pelos
beneficios de suas propriedades medicinais, especialmente para prevencao da
obesidade e metabolismo lipidico. As teasaponinas ou saponinas do cha, que sdo uma
mistura de teasaponinas E1 e E2, inibem a atividade da lipase pancreética (Han et al.,
1999).

Em estudo realizado in vitro com o cha oolong, Nakai et al., (2005),
demonstraram a atividade inibitéria de 54 polifendis sobre a lipase pancreética, sendo
que destes polifendis, se destacaram por sua maior atividade inibitéria compostos como
a epigalocatequina galato e a galocatequina -galato.

O extrato de cha verde AR25® (25% de catequinas) in vitro, mostrou acentuada
inibicAo de lipases digestivas. Verificou-se que a digestdo de lipidios foi
significativamente inibida utilizando 60 mg do AR25® e que tanto a inibicdo da lipase
gastrica quanto a da lipase pancreatica pode estar relacionada com a alteragdo da

emulsificacao de lipidios no duodeno (Juhel et al., 2000).
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2.5 llex paraguariensis

A llex Paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoleacea) conhecida popularmente como
erva-mate ocorre naturalmente em trés paises: Brasil, Argentina e Paraguai. No Brasil,
esta distribuida principalmente nos Estados do Parand, Santa Catarina, Rio Grande do
Sul, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. Na década de 70, o Rio Grande do Sul foi o
maior produtor responsavel por 50% da producéo, atualmente sua participacdo gira em
torno de 25% da producao nacional (Winge et al., 1995).

A palavra mate deriva do quichua matty que designa a “cuia” ou seja, O
recipiente onde o cha era bebido ou sorvido por um canudo (cana/bambu). A maior
parte da erva-mate produzida destina-se ao consumo na forma de chimarrdo. Esta
bebida é obtida apds a infusdo da erva (folhas secas e picadas) com agua quente,
servida em cuias e sugada com o auxilio de uma bomba de metal. E também
consumida na forma de tereré que constitui a bebida obtida pela maceracdo da erva em
agua fria ou gelada, ingerida principalmente no centro-oeste do Brasil. Outra forma é o
cha mate, sendo produzido a partir da infusdo da erva-mate que sofreu processo de
torrefacdo e cuja temperatura de ingestao, frequéncia e volume ingeridos geralmente
sdo menores do que aqueles do chimarrdo, podendo ser ingeridos também na forma
gelada (Brasil, 1998).

Quanto a designac¢do, quando o produto for simples, produzido a partir da llex
paraguariensis, deve conter a expressao “cha mate”, seguida dos termos verde, tostado
ou queimado (Brasil, 1998). A Tabela 4 reporta as diferentes aplicacdes industriais dos
sub-produtos da erva mate e formas de uso.

Assim como a Camellia sinensis (cha verde) a llex paraguariensis (cha mate)
apresenta acidos fendlicos e flavondéides que atuam no organismo como agentes
antioxidantes, reduzindo o risco de inumeras doencas, tais quais cardiopatias,
aterosclerose, problemas pulmonares, envelhecimento, cancer, e a acao de substancias
antioxidantes, presente naturalmente na erva, seria capaz de agir como protetoras do

organismo frente a esse processo de oxidacédo (Bracesco et al., 2010).
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Tabela 4 - Diferentes aplica¢ges industriais dos sub-produtos do mate e formas de uso.

Produto Industrial

Sub-produto da Erva Mate

Modo de Utilizagc&o

Bebidas

Chimarrao, tereré, cha-
mate:queimado, verde ou tostado

Infusdo quente ou fria

Refrigerantes, sucos, cerveja,
vinho

Extrato de folhas diluido

Insumos de Alimentos

Corante natural, conservante
alimentar

Sorvete, balas, bombons e
caramelos, chicletes e gomas

Clorofila e 6leo essencial

Medicamentos

Estimulante do sistema nervoso
central

Extrato de cafeina e
teobromina

Tratamento da hipertensao,

Extrato de flavonoide

bronquite e pneumonia

Bactericida hospitalar e
doméstico
Esterilizante, emulsificante
Tratamento de esgoto,
reciclagem de lixo urbano

Higienizagdo e meio
ambiente

Extrato de saponina e 6leo
essencial

Extrato de folhas seletivo e
clorofila

Perfumes, desodorantes,

Produtos de uso pessoal o
cosméticos, sabonetes

Fonte: www.ead.fea.usp.br/Agronegécios

Conforme RDC n° 277 de 02 de setembro de 2005, o produto erva-mate é
constituido exclusivamente de folhas e ramos das variedades da llex paraguariensis, na
forma inteira ou moida e as etapas de producdo podem ser observadas conforme
Figura 10.

Segundo Souza (1991), a erva mate € constituida por: agua, celulose, gomas,
dextrina, mucilagem, glicose, pentose, substancias graxas, resina aromatica, legumina,
albumina, cafeina, teofilina, cafearina, cafamarina, acido matetanico, acido félico, acido
caféico, acido viridico, clorofila, colesterina, metilxantinas e 6leo essencial. Nas cinzas
encontram-se grandes quantidades de potassio, litio, &cidos folicos, sulfurico,
carbdnico, cloridrico e citrico, além de magnésio, manganés, ferro, aluminio e tracos de

arsénio.
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Erva-mate (Galhos)

Picador: planta verde e iumida é triturada;

U

Sapeco: planta é chamuscada (3 a4 min
/3502C) em chama;

U

Secagem: os talos e as folhas s30 secos em

tuneis aquecidos (4 a 5 min /2002C)

o

Cancheamento: folhas e talos retalhados por
facas mecanicas.

i

Conjunto de meshs (varias peneiras) para
separa as folhas dos talos

g

Torrefagdo (12 min/ 1602C)
separada dos talos e das folhas
para obteng¢io do cha mate.

g

Folhas e talos s3o embalados
em proporgdes adequadas e
comercializados como cha-mate

Figura 10 - Fluxograma de producéo da erva-mate.

Fonte: RDC n° 277 com modifica¢cfes.
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Segundo Bastos et al., (2007), os principais compostos encontrados na erva-

mate estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Compostos quimicos presentes no mate.

Compostos Quimicos presentes no Mate

Acidos fendlicos cI_orogé_nicq, _ cafeicq, quiniqo, 3,_4—d[c§1feoilquinico, 3,5-
dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico

Flavonoides quercetina, Kampferol, rutina

Saponinas triterpénicas derivadas dos &cidos ursolico e oleandlico

Metilxantinas cafeina e teobromina

Aminoacidos néo citados.

Minerais P,FeeCa

Vitaminas C,B,eB,

A torragem das folhas para obtencdo do cha mate tem mostrado alterar sua
composicao, levando a reducéo de alguns constituintes (saponinas e metilxantinas) e a
formacdo de outros compostos biologicamente ativos. Varios fatores irdo determinar a
concentracdo dessas substancias no cha mate, tais como o tempo de temperatura e
infusdo, a relacdo massa de erva/volume de agua, granulometria da erva, composi¢cao
da erva (porcentagem de talos e folhas), além da presenca de outras espécies de llex
gue podem seu utilizadas como adulterantes (Bastos et al., 2007).

Em trabalho recente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa utilizando
camundongos (Swiss) foi verificado o efeito hipolipidémico do cha em camundongos
obesos e também o efeito do cha mate tostado como inibidor da atividade da lipase
pancreatica (Martins et al., 2009).

O efeito antiobesidade da erva mate também foi demonstrado em homens e
mulheres normolipidémicos e dislipidémicos que consumiram mate verde ou tostado (50
e 20 mg/ml, respectivamente) os quais apresentaram reducdo nos niveis de LDL

colesterol apos 40 dias de consumo (De Morais et al., 2009).
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2.6 Camellia sinensis

Camellia sinensis é um arbusto de pequeno porte, de origem asiatica,
pertencente a familia Theaceae. Apresenta folhas simples, inteiras com margem
serreada e textura coriacea. Originario da China, o cha é cultivado e consumido pelas
caracteristicas de aroma, sabor e propriedades medicinais em mais de 160 paises
(Kumudavally, 2008). E designado genericamente como cha-da-india ou como cha-
verde, oolong, bancha e cha-preto, em referéncia ao produto resultante do preparo
diferencial das folhas (Duarte & Menarin, 2006).

De acordo com as condi¢cOes de cultivo, coleta, preparo e acondicionamento das
folhas esta planta da origem a muitos chas diferentes. No entanto, todos esses tipos
podem ser divididos em quatro categorias distintas: Cha branco: ndo fermentado,
produzido de folhas jovens da planta,é retirado das plantas antes que as flores
desabrochem quando os brotos ainda permanecem protegidos por pélos finos e, por
iSso é mais raro e caro; para o preparo do cha preto, as folhas sdo fermentadas; para o
preparo do cha verde, as folhas sdo apenas escaldadas e fervidas para garantir a
preservacgao da cor.

O ché& oolong se encaixa numa categoria intermediaria: passa por um processo
de fermentacédo mais brando e, por isso, tém aroma menos acentuado do que os pretos.
Dos trés tipos de cha, o chid verde é o mais rico em compostos com atividades
funcionais (Kimura, 1984).

As propriedades funcionais do ch& verde s&o provenientes do seu conteudo
polifendico e demonstrou-se que participam de sua estrutura quimica aproximadamente
60 diferentes polifendis (Chanadiri et al., 2005).

A maioria dos polifenéis do cha verde se apresenta como flavandis, e dentre
estes, predominam as catequinas que sdo uma classe de polifendis com propriedades
funcionais caracterizadas por conter apenas a hidroxila no carbono-3, porém sem a
dupla ligag&o entre o carbono-2 e o carbono-3 do anel C e serem compostos incolores,
hidrossoluveis, que contribuem para o0 amargor e a adstringéncia do cha verde
(Matsubara & Rodrigues-Amaya, 2006).
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Um estudo realizado por Xu et al. (2004) demonstrou que 50% das catequinas
presentes no cha sdo epimerizadas por tratamento térmico, porém o0s autores
concluiram neste estudo que a reacdo de epimerizacdo nao alterou significantemente a
atividade antioxidante, absorcédo e metabolismo dos polifenois do cha.

As catequinas do ch& verde podem ser epimerizadas durante o tratamento
térmico. Porém, foram observados que independentemente da epimerizacdo, as
catequinas impediram a hipertrigliceridemia pos-prandial, provavelmente por diminuir a
capacidade ou velocidade de absorcéo de triacilglicerol no intestino pela inibicédo direta
da lipase pancreatica (Kao et al., 2000).

As quatro principais catequinas do cha verde séo (-)-epicatequina (EC), (-)-3-
galato de epicatequina (ECG), (-)-epigalocatequina (EGC) e 3-galato de
epigalocatequina (EGCG) (Mukhtar & Ahmad, 2000), e suas estruturas estdo dispostas
na Figura 11.

HO
OH

OH

OH OH

|| || OH
o] o]
() - 3= Galato de Epicateguina

(-} - 3 - Galato de Epigalocatequina

Figura 11 - Estrutura das catequinas presentes no cha verde.

Fonte: Lamaréao & Fialho., 2009
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Na preparacéo tradicional de uma xicara de ch& verde erva, em proporgéo de 1%
(p/v) em agua, fervido por 3 minutos, contém aproximadamente 35-45 mg/100mL de
catequinas e 6 mg/100 mL de cafeina dentre outros constituintes, sendo que o maior
constituinte polifendlico é o EGCG. Estima-se que em uma xicara de 240 mL do cha
verde tem cerca de 200mg de EGCG (Hasler, 2002).

Em relagdo a biodisponibilidade de catequinas em humanos a concentragéo de
EGCG no plasma fica em torno de 1uM apos 1 hora da ingesta de 6-12 copos (com
200mL cada) de cha verde. Os niveis plasmaticos de polifendis apresentam-se em
concentracfes muito pequenas (micromols). Portanto, para que ocorra efeito benéfico a
saude deve-se ingerir o cha varias vezes ao dia em dieta fracionada (Manach et al.,
2005).

O cha verde apresenta muitos efeitos benéficos e dentre eles tem se destacado a
possivel reducdo da gordura corporal. A dose de cha verde que apresenta tal efeito
ainda varia muito devido a diversidade na qualidade dos chas, porém acredita-se que a
dosagem oOtima encontra-se na ingestdo em torno de 3 copos/dia, 0 que equivale a
aproximadamente 240-320 mg de polifendis (Xu et al., 2004).

Diversos pesquisadores tém estudado o efeito das catequinas no metabolismo
lipidico em nivel de oxidacdo e sobre a massa corporal propriamente dita em animais.
Grupos experimentais de ratos receberam uma dieta hiperlipidica durante 7 semanas.
Um dos grupos recebeu as catequinas na quarta semana de experimento e ao final do
estudo foi observado nesse grupo diminuicdo da concentracéo de colesterol total, TAG,
LDL (lipoproteina de baixa densidade) e de gordura visceral (Chanadiri et al., 2005).

Estudos sobre o efeito da EGCG e outras catequinas, por via oral ou
intraperitoneal, em ratos da raca Sprague Dawley, mostraram que injecdes contendo 15
mg de EGCG foram capazes de causar intensa perda de peso, com valores
aproximados em 50% dos ratos em 2 a 7 dias de tratamento. Tais efeitos ndo foram
observados quando se utilizou EC, ECG e EGC e quando a administracao de EGCG foi
suspensa os ratos recuperaram o peso perdido (Kao et al., 2000).

Segundo relatado por Ashida et al., (2004) quando ratos adultos ingeriram cha

verde por 3 semanas, 0S animais apresentaram reducdo do tecido adiposo sem
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alteracdo na massa corporal e no consumo alimentar. Os mecanismos celulares
possiveis atribuidos foram diminuicdo da translocacdo do transportador de glicose
GLTU-4 no tecido adiposo e aumento da glicolise no tecido muscular esquelético, além
da supressdo da expressao ou ativacdo da adipogénese relacionada a fatores de
transcrigao.

Em estudo controlado realizado por Nagao et al., (2005) foram examinados 35
homens saudaveis com sobrepeso, sendo que, 17 destes individuos ingeriram uma
garrafa de cha verde por dia contendo 690 mg de catequinas provenientes do extrato de
cha verde e o grupo controle ingeriu apenas 22 mg de catequinas. Apés periodo de 12
semanas, 0 grupo tratado mostrou reducdo no peso corporal em 1,5%, no indice de
massa corpérea em 1,5%, na circunferéncia da cintura em 2,0%, na massa corporal em
3,7%, nas pregas cutaneas em 6,9%, na area total de gordura em 7,9% e na area de
gordura viceral 7,5%. Os autores verificaram que o consumo da bebida contendo altas
concentracbes de catequinas inibe a peroxidacado lipidica e promove alteracdes na
concentracdo de LDL.

Estudo realizado por Loest et al., (2002) demonstraram que o extrato de cha
verde pode ser utilizado para inibir a absorcédo intestinal de colesterol em ratas
ovarectomizadas e ser efetiva na absor¢do de a-tocoferol e acidos graxos. Os
resultados demonstraram que o extrato de cha verde contendo 42,9 a 120,5 mg de
catequinas foram capazes de diminuir significativamente a absorcdo intestinal de

colesterol e a-tocoferol.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral
Avaliar o efeito inibitério in vitro dos extratos de llex paraguariensis e Camellia

sinensis, nas formas verdes e tostadas, na atividade de lipases pancreéticas humana e

porcina.

3.2 Especificos

- Avaliar o efeito da concentracdo dos extratos de llex paraguariensis (formas verde e
tostada) e Camellia sinensis como inibidores da atividade de lipase pancreética porcina
e humana;

- Determinar os parametros cinéticos (Kn, Kije Vmax) das reacdes enzimaticas;

- Caracterizar quimicamente as amostras fazendo uso de espectrometria de massas
com ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) e cromatografia liquida de ultra eficiéncia

acoplada a detector de massas (UPLC-MS);

- Comparar o efeito dos extratos nas formas verdes e tostados como inibidor de lipases

pancreaticas; e sua relacdo com 0s principais compostos presentes nos extratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Para o preparo do meio in vitro foram utilizados os seguintes reagentes: Azeite
de Oliva (Costa d’Oro S.A.-Loc Madona di Lugo Spoleto, It4lia), tampéao Tris/HCL, CaCl,
(Merck), Albumina Bovina (Sigma), NaCl (Merck), L-a-fosfatidilcolina (PC; from egg yolk,
Sigma), Colesterol (Sigma), sal hidratado de taurocolato 4cido de sodio (Sigma). Para o
preparo do titulante foi utilizado KOH (Hidréxido de Potassio) P.A. (Merck) e indicador
Fenolftaleina (Synth). As curvas padrdes foram realizadas utilizando Acido Oléico
(Synth), acido galico e quercetina (Sigma).

4.1.2 Enzimas
Lipase Pancreatica Humana - LPH (de suco pancreatico, BCR-693) e Lipase

Pancreatica Porcina - PPP (tipo Il, 100-400 U/mg utilizando azeite de oliva) da marca
Sigma Chemical (St Louis, MO).

4.1.3 Extratos inibidores
Chéa Mate Erva, Cha Mate Tostado e Cha Verde fabricados pela empresa Leédo

Janior S.A (Curitiba, Brasil) foram obtidas no comércio local, na cidade de Braganca

Paulista, Sdo Paulo.
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4.2 Métodos

4.2.1 Determinacao da curva padréo de acido graxo livre

A curva padrdo de &cido graxo livre foi determinada utilizando Acido Oléico
padrdo, em diferentes concentracdes, diluido em 1 mL de Tampé&o Tris-HCI, pH 7,0. A
faixa utilizada para determinacdo da curva padrdo de acido graxo livre foi feita nas
concentragbes 2.5; 5.0; 7.5; 10; 12.5; 15; 17.5; 25; 50; 75; 100; 175 mg/mL. Foi
preparado também um branco somente com tampéao e fenolftaleina para eliminacéo de
possiveis interferentes. As solucdes padroes foram tituladas com KOH 0,1M
(Fc=1.0042) e 3 gotas de fenolftaleina como indicador acido-base. Os resultados foram

expressos em pumol de &cido oleico/mL (Anexo 1).

4.2.2 Extratos e formas de preparo

Os extratos aquosos de llex paraguariensis (mate erva e mate tostado) e
Camellia sinensis (ch& verde) foram preparados utilizando a mistura de trés lotes
diferentes de cada erva. Os extratos aquosos foram preparados em agua destilada,
através de infusdo por 10 minutos a temperatura de 80 °C. A liofilizacdo dos extratos foi
realizada com os extratos aquosos congelados por dois dias em placas de Petri e
posteriormente liofilizados por mais dois dias. A partir deste extrato liofilizado
concentrado foram realizadas subsequentes diluicdes nas concentra¢gdes 5, 10, 30, 50,
70, 100 e 150 pg/mL que foram utilizadas no estudo como inibidores da atividade de

lipase.
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4.2.3 Reacao enzimatica

A emulsédo do substrato foi preparada pela ultrassonificagdo do azeite de oliva
(100mM) em solucao contendo 9 mM de taurocolato, 1 mM de fosfatidilcolina, 0,1 mM
de colesterol, 15 mg de albumina/ml, 100 mM de NaCl, tampéao Tris-HCI 0,1M (pH 7,0)
e 1 mM CaCl, e posteriormente pré-incubada por 3 minutos a 37 °C.

A reacdo enzimética iniciou-se pela adicdo de 50 uL de lipase pancreética
humana (LPH) ou lipase pancreética porcina (LPP) (250ug/mL em tampao Tris-HCL pH
7). Os tubos foram incubados a 37° C por 30 minutos em agitador rotativo. Apos
incubacdo os tubos foram retirados e a reacdo enzimatica foi paralisada por imersao
dos tubos em banho-maria com agua fervente a 100°C por 3 minutos. Posteriormente,
os tubos foram resfriados em banho de gelo.

Os experimentos foram realizados em sistema de reacdo com diferentes
concentracfes dos extratos. Ensaios sem a enzima (branco) e sem o inibidor (controle)
foram realizados para verificacdo de possiveis interferéncias no método. Todos o0s

testes foram realizados em triplicata.

4.2.4 Determinacgdo do efeito inibitorio dos extratos

Apos resfriamento dos tubos (branco, controle e amostras), o conteudo foi
guantitativamente transferido para erlenmeyers e adicionado trés gotas de fenolftaleina.
Foi utilizado como titulante KOH 0,1 M (Fc=1.0042) e o volume final determinado por
diferenca de volume do branco e volume da amostra (ou controle). Os resultados foram
calculados em umol/mL de &cido oléico liberado por minuto de reacao utilizando a curva
padrao de acido oleico. O efeito inibitério dos extratos foi expresso como % relativa de
AGL considerando como 100% o controle da reacao.
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4.2.5 Determinacgdo das constantes cinéticas

A fim de determinar a constante de Michaelis Menten (K,), a constante de
inibicdo, (K;) e velocidade maxima (Vmax) uma série de concentracdes de substrato (10-
100 mmol/L) foram testadas no sistema de ensaio. Cada analise foi realizada com e
sem o extrato inibidor (concentracao de 100 pg/mL). Gréficos de Lineweaver-Burk foram
utilizados para determinar o mecanismo cinético dos extratos sobre a atividade da
lipase pancreatica usando o programa GraphPad Prism cinética enzimética (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

A constante de inibicao, K;foi calculada a partir da equacéo seguinte:
Kmap=Km (1 + [I]/ Kj)
Onde Kn, e Km 5 representa o ky, sem e com os extratos e [I] representa a concentracao

dos extratos testados.

4.3 Caracterizagcdo quimica dos extratos

4.3.1 Método Folin-Ciocalteu: determinacédo de polifendis totais

O conteudo polifendico dos extratos foi determinado utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau, como descrito por Tsai et al. (2007). O reativo de Folin-Ciocalteu®
(molibdato, tungstato e acido fosférico) na presenca de compostos fendlicos, modifica
sua coloracdo de amarelo para azul, sendo que a intensidade da cor se correlaciona
com a quantidade de fendis na sua constituicdo (Singleton et al., 1999). A rea¢do ocorre
visto que os fenois contidos nas amostras sao oxidados em meio basico, resultando na
formacédo do O,’, que reage com os acidos originando a coloracao azul. Inicialmente foi
preparado um extrato aquoso a 0,01% (m/v) a partir do extrato liofilizado de llex
paraguariensis e Camellia sinensis. Transferiu-se uma aliquota de 1 mL para um tubo
de ensaio e adicionou-se 0,25 mL de solucdo tampéo carbonato-tartarato (750 mL de

agua quente, 200g de Na,CO3 e 12 g de tartarato de sddio), em seguida transferiu-se
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0,025mL de reagente Folin-Ciocalteau (Merck) deixando-se agir por 30 minutos em
repouso a temperatura de 20°.C. A absorbancia foi medida num comprimento de onda
de 700 nm em espectrofotdmetro UV/VIS. O conteddo de polifendis totais foi calculado

através da curva padréao de acido galico (Anexo 2).

4.3.2 Método para determinacéao de flavondides totais

O conteudo de flavondides totais dos extratos foi determinado através de um
ensaio colorimétrico simples (Tsai et al., 2008): 0,25 ml de cada extrato foi adicionado a
um tubo contendo 1 ml de agua destilada e 0,75 ml de 5% NaNO,, 0,075 ml de 10%
AICI; e 0,5 ml de 1 M NaOH adicionado sequencialmente. O volume da solucdo de
reacdo foi entdo ajustado para 2,5 ml com 4gua destilada e lida a absorbancia a 510
nm. O teor de flavonoides de cada extrato foi calculado usando uma curva padrédo

preparada com quercetina (Anexo 3).

4.3.3 Anadlise quali e quantitativa dos extratos

A caracterizacdo quimica dos extratos foi realizada por analise qualitativa pelo
método ESI-MS (ionizacdo eletrospray) em espectrometro de massa. Foi também
utilizada a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de massa

(UPLC-MS) para a analise quantitativa dos compostos presentes nos extratos.

4.3.3.1 Caracterizacéo por ESI-MS

Os extratos foram diretamente infundidos na fonte por meio de uma de seringa
automatica (Harvard Apparatus) a uma vazéao de 10 iL /min. Os espectros ESI-MS dos
extratos foram adquiridos no modo de ions negativos utilizando um hibrido de alta
resolucao e alta precisdo (5 ppm) em espectrometro de massa Micromass Waters-Q-
TOF (Manchester, UK). As tensfes capilares e cone foram fixados em -3000 V e -40 V,
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respectivamente, com uma temperatura dessolvatacdo de 100 ° C. Os extratos foram
diluidos em uma solucao contendo 70% (v / v) de metanol (grau cromatografico), 30%
(v/v) agua purificada e 0,5% de hidroxido de amonio.

A limpeza do equipamento foi realizada utilizando uma solucédo de metanol/agua
adicionada de hidroxido de aménio a 0,1%, a fim de retirar os possiveis interferentes.
Posteriormente, o equipamento foi calibrado com solucéo de &cido formico a 0,1%.

4.3.3.2 Quantificacdo dos compostos da llex paraguariensis por UPLC-MS

A separacdo cromatografica dos compostos da llex paraguariensis foi obtida
usando um sistema ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com coluna
Waters BEH UPLC (2,1 x 50 mm, tamanho de particula 1.7um) a temperatura de 25 ° C,
injetando 5 uL de cada extrato. Um gradiente foi aplicado utilizando duas fases moveis -
(A) &gua purificada com 1% de &cido formico e (B) acetonitrila com 1% de acido férmico
- comegando com B 2%, aumentando para 35% em B 6 min, e depois para 100% B
6,10-6,50 min, e, finalmente, retornar as condi¢des iniciais. A deteccao foi feita em
ambos os modos de ions positivos e negativos usando um espectrémetro de massa
Aqcuity TQD com uma fonte de ESI (Waters Micromass, Milford, MA, EUA) Os
compostos foram quantificados através de um método de padrdo externo com base em

curvas de calibracao preparadas com acidos clorogénicos e quinico.

4.3.3.3 Quantificacdo dos compostos da Camellia sinensis por UPLC-MS

A separacdo cromatografica dos compostos da Camellia sinensis foi obtida
usando um sistema ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com coluna
C18, (particulas 1.7 pm, didmetro interno 2mm, comprimento 50 mm) Waters a
temperatura de 25 ° C, injetando 5 uL de cada amostra. A deteccao foi realizada por
lonizagdo eletrospray em modo negativo usando um espectrdmetro de massa Aqculity

TQD com uma fonte de ESI (Waters Micromass, Milford, MA, EUA) nas condic¢des:
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capilar +/-3000V, cone +/-30 V, temperatura de nebulizagdo 150°C e de secagem
350°C, varrendo em modo positivo e negativo entre m/z 100 e 1000. Um gradiente foi
aplicado utilizando duas fases moveis - (A) agua purificada com 0,1% de acido formico
e (B) metanol. Os compostos foram quantificados através de um método de padréao
externo com base em curvas de calibracdo preparadas com padrbes de Galocatequina
galato, Epigalocatequina, Epicatequina galato e Epigalocatequina galato.

4.3.4 Anédlise estatistica

Os dados foram expressos em meédia + desvio padrdo. As médias entre o
controle e as amostras foram comparadas pelo método estatistico t-student. Para a
comparacao entre as amostras foi realizado teste F seguido do teste T ndo pareado.

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito das diferentes concentracfes de extrato de mate tostado na inibicdo da

atividade da lipase pancreética porcina e humana

O experimento foi realizado conforme itens 4.2.3. e 4.2.4., visando definir a
concentracdo Otima do extrato de mate tostado para acdo inibitéria das lipases,
utilizando concentragcédo fixa das enzimas LPH e LPP (50 pyL na concentracdo de
250ug/mL em tampéo Tris-HCL, pH 7). Os resultados obtidos estdo representados na

Figura 12.
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Figura 12 - % relativa de acidos graxos liberados (% AGL) na reacdo enzimatica em presenca
do extrato de mate tostado (MT).

O efeito do extrato de mate tostado na inibicdo da atividade da LPH e LPP foi
calculado considerando o controle como 100% de AGL no sistema de reacéo.

Os resultados obtidos mostram que o extrato de mate tostado possui acéo
inibitdria, com caracteristica dose-dependente, tanto na atividade da LPH quanto na
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LPP, observando significativa inibicdo na atividade das enzimas a partir da
concentracédo 50 pg/mL de mate tostado (~ 50% de inibicdo). Na faixa de concentragéo
70 a 150 pg/mL deste inibidor, a porcentagem de AGL no sistema diminui
significativamente. Estes resultados confirmam que este extrato é capaz de inibir a acao
da lipase pancreatica confirmando os dados relatados por Martins et al. (2009) e por
Arcari et al. (2009).

5.2 Efeito das diferentes concentracdes de extrato de mate erva na inibicdo da

atividade da lipase pancreatica porcina e humana

O experimento foi realizado conforme itens 4.2.3. e 4.2.4, visando definir a
concentracdo Otima do extrato de mate erva para acao inibitéria das lipases
pancreédticas porcina e humana. O efeito do extrato de mate erva na inibicdo da
atividade da LPH e LPP foi expresso como % relativa de AGL considerando o controle
como 100% de AGL.

Conforme demonstrado na Figura 13, o extrato de mate erva também apresentou
acdo inibitéria, dose-dependente tanto na atividade da LPH quanto na LPP quando
comparado ao controle. O melhor efeito inibitério do extrato de mate erva na atividade
da LPH foi observado a partir da concentracdo 50 ug/mL. Nas concentracdes 70, 100 e
150 pg/mL do extrato os valores de acidos graxos liberados se mantiveram em 4%

sugerindo que 70 ug/mL é a concentracdo 6tima para seu efeito inibitorio.
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Figura 13 — % relativa de acidos graxos liberados (% AGL) na reacdo enzimatica em presenca
do extrato de mate erva (ME).

5.3 Efeito das diferentes concentracdes de extrato de cha verde na inibicdo da

atividade da lipase pancreatica porcina e humana

O experimento foi realizado conforme itens 4.2.3 e 4.2.4 e o efeito do extrato de
ché verde na inibicdo da atividade da LPH e LPP expresso como % relativa de AGL
considerando o controle como 100% de AGL.

Conforme demonstrado na Figura 14, a acéo inibitéria do extrato de cha verde,
na faixa de concentracédo de 5-50 ug/mL, foi maior sobre a atividade da LPP (reduzindo
0 contetudo de AGL de 50 para 10% de AGL em relacdo ao controle) do que na LPH.
Pode ser observado 100% de efeito inibitdrio na atividade da LPH e LPP a partir da
concentracdo 70 pg/mL deste extrato, uma vez que ndo ha AGL no sistema de reacao.
Podemos sugerir que nesta faixa de concentracdo tem-se o estacionario ou pseudo-

equilibrio da reacéao enzimatica.
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Figura 14 - % relativa de acidos graxos liberados (% AGL) na reacdo enzimética em presenca
do extrato de chéa verde (CV).

O extrato de cha verde apresentou maior acao inibitéria na atividade da LPH e
LPP em relacdo aos extratos de mate tostado e mate erva partir da concentracdo 70
png/mL, conforme demonstrado nas Figura 14.

Os resultados confirmam a acéo inibitéria do extrato de cha verde na atividade de
lipases pancreaticas como sugerido em estudo realizado por Juhel et al.(2000).

O efeito inibitério dos extratos de mate tostado, mate erva e cha verde na
atividade da LPP e LPH pode ser caracterizado como dose-dependente, visto que os
resultados mostraram que quanto maior a concentracdo do inibidor menor a

porcentagem de acido graxo liberados na reacgéao.
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5.4 Efeito comparativo dos extratos na atividade inibitoria das lipases

Comparando a acao dos extratos na atividade das enzimas estudadas, observou-
se que o extrato de chéa verde apresentou maior efeito inibitério tanto na atividade da
LPH quanto na LPP quando comparado aos outros extratos, conforme Figura 15.

O extrato de mate erva apresentou efeito inibitorio intermediario tanto na LPH
quanto na LPP. Por outro lado, quando utilizado o extrato de mate tostado, quantidades
maiores de &cidos graxos foram liberados no sistema de rea¢édo, mostrando, portanto a
baixa atividade inibitéria na reacdo de hidrélise do azeite de oliva. Possivelmente, esta
baixa atividade observada para o extrato de mate tostado comparada ao extrato de
mate erva esteja relacionada com a diminuicdo da quantidade de polifendis presentes

na planta devido ao processo de torrefacédo para a obtencédo do mate tostado.

1004
100+

% AGL
% AGL

Figura 15 — Inibicdo da atividade da LPH (A) e LPP (B) pelos extratos de llex paraguariensis (ME
e MT) e Camellia sinensis (CV), na concentracédo de 50 ug/mL.

*Inibicdo expressa como % de AGL no sistema de reagcdo (*p < 0,05).
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5.5 Anadlises quimicas

As analises quimicas dos extratos foram realizadas conforme descrito no item
4.3.

5.5.1 Conteldo de fendlicos e flavonoéides nos extratos inibidores

A Tabela 6 mostra que tanto a quantidade de polifendis totais quanto a
quantidade de flavondides totais sdo significativamente maiores no extrato cha verde
em relacdo a quantidade presente nos outros tipos de extratos e que o0 extrato mate
tostado possui menor quantidade de polifendis e flavondides em comparacdo aos

extratos mate erva e cha verde.

Tabela 6 - Fendlicos Totais e Contelido de Flavonodides nos extratos inibidores.

Extrato AqQuoso Polifenois Totais Flavondides Totais
(mg &cido gélico / g extrato) (mg quercetina/ g extrato)

Mate Erva 154.0+ 0.6 125.9+0.9

Mate Tostado 98.7+0.2 74.6£0.2

Cha Verde 268.3+0.7 152.2+0.4

Os resultados sdo expressos como valor médio + DP de determinagfes em triplicata e expressos como

equivalentes de 4cido géalico (mg/g extrato) e equivalente de quercetina (mg/g de extrato) .

5.5.2 Caracterizacdo quimica da llex paraguariensis

Os compostos fendlicos dos extratos de mate erva e tostado foram
caracterizados no ESI-MS, conforme Figura 16, onde o espectro A representa 0 mate
erva e B o mate tostado e, quantificados por UPLC-MS conforme Tabela 7. O

cromatograma pode ser observado na Figura 17.
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Figura 16 - Andlise qualitativa dos compostos majoritarios nos extratos de mate erva e mate
tostado por ESI-MS.

Tabela 7 - Compostos Fendlicos dos extratos aquosos de mate erva e tostado quantificados por
UPLC-MS.

Extrato Mate Erva Extrato Mate Tostado

Compostos m/z (ng/mL) (ng/mL)
Acido cafeico 179 3.9+0.1 5.1+0.3
Acido quinico 191 2.8+0.3 25.1+ 0.1
Cafeina 194 113.6 + 3.7 985+1.3
Acidos dicafeoilchiquimico* 335 55+£0.7 36.0+ 0.5
Cafeoilglicose 341 180.0+£8.9 344+25
Acidos cafeoilquinicos* 353 335.4+45 215.7+3.5
Feruloilquinicos 367 33.1+£0.2 21.7+0.2
Acidos dicafeoilchiquimicos* 497 1.7+0.1 46+0.3
Acidos dicafeoilquinicos* 515 1,414.9 + 182.8 878.3 +£96.7
Rutina 609 937.7 £ 80.6 1451 +4.3

Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo (SD) de trés determinag8es. * somatéria dos isébmeros
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Figura 17 — Andlise cromatografica do extrato de llex paraguariensis por UPLC-MS.

Compostos identificados: (1) Acido Quinico; (2) Cafeoilglicose ; (3) Acidos cafeoilquinicos (4-O-
acido cafeoilquinico (cripto-acido clorogénico) e 5-O- acido cafeoilquinico (neo-acido
clorogénico)); (4) Acido cafeico; (5) Acido feruloilquinico; (6) Acidos dicafeoilchiquimicos (acido
3,4-dicafeoilquinico e acido 3,5-dicafeoilquinico); (7) Rutina; (8) Acidos dicafeoilquinicos; (9)

Acidos dicafeoilchiquimicos

Os seguintes compostos majoritarios foram identificados nos extratos de mate
erva e tostado: &cido caféico (m/z 179), a&cido quinico (m/z 191), acido cafeoichiquimico
(m/z 335), glicose cafeoil (m/z 341), &cido cafeoilquimico (m/z 353), acido
feruloilquinicos (m/z 367), acido dicafeoilchiquimico (m/z 497), acido dicafeoilquimico
(m/z 515) e rutina (m/z 609). A semelhanga entre os conjuntos de ions no espectro ESI-
MS de mate erva e tostado indicou que ambos os extratos foram qualitativamente
similares, entretanto conforme determinado por UPLC-MS e demonstrado na Tabela 7
h& diferencas significativas em relacdo as quantidades dos compostos. Os compostos
fendlicos cafeoilglicose, acidos cafeoilquinicos, acidos feruloilquinicos, dicafeoilquinicos
e rutina apresentam diminuicdo na concentracdo durante o processo de torrefacao, por
outro lado, o &acido caféico, acido quinico, &cido cafeoilchiquinico e &cido

dicafeoichiquimico apresentaram aumento na concentracdo. A presenca de cafeina e
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teobromina foram determinados por UPLC-MS no modo ion positivo, e as areas de seus
picos nos dois extratos foi ligeiramente diferente.

5.5.3 Caracterizacdo quimica da Camellia sinensis

Os principais polifendis do cha verde foram caracterizados no ESI-MS, conforme
Figura 18 e as catequinas foram quantificadas por UPLC-MS conforme Figura 19. Os
resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 8.

Foram identificados no extrato de cha verde os seguintes compostos: m/z 191 -
acido quinico, m / z 305.5 — epigalocatequina, m / z 353 - &cido cafeoilquimico, m / z
441.5 — epicatequina galato, m / z 457.5 - galocatequina galato, m / z 457.5 —
epigalocatequina galato e m / z 497 - 4cido dicafeoilchiquimico.

MeOH:H20 NH4OH
(v_250 (1.029) Om {1154 TOF )
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1 #
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Figura 18 - Analise qualitativa da composi¢cao do extrato cha verde por ESI-MS.
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Tabela 8 - Composicao dos principais polifendis presentes no cha verde.

Extrato Cha Verde

Compostos m/z (ng/mg)

Acido quinico 191 ng*
Epigalocatequina 305.5 148+1.0
Isbmeros acidos cafeoilquinicos 353 ng*
Epicatequina galato 441.5 228+1.7
Galocatequina galato 457.5 51+04
Epigalocatequina galato 457.5 106.1+11.7
Isbmeros acido dicafeoilchiquimico 497 ng*

Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo (SD) de trés determinagdes. *ndo quantificado.

Epigalocatequina
galato

Epigalocatequina

Galocatequina
P 287 galato

i Epicatequina
galato

Time
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Figura 19 - Analise cromatografica do extrato cha verde por UPLC-MS.
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A Tabela 9 mostra uma comparacédo da composicdo dos polifendis presentes no
cha verde e no mate erva segundo dados obtidos no presente trabalho e em outros
relatos da literatura.

Tabela 9 - Comparacao dos polifendis encontrados no cha verde e mate erva.

SeEesE Ché verde Mate Verde
Acido cafeico X X
Ccafeina | N
Derivados cafeoil | X
Acido cafeoilchiquimico | X
Catequinas x
Acido clorogénico | x
Epicatequina galato x
Epigalocatequina x
Epigalocatequina galato N —
Acido feruloilquinico | X
Galocatequina galato S I —
Acido quinico X X
Rutina X X

Fonte: Heck e Mejia, 2007, com modificacdes, onde (x) significa presenca e (---) significa auséncia de
polifendis.
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5.6 Estudo dos Parametros Cinéticos

Para determinacdo da velocidade da reacdo (expressa em % AGL no sistema),
catalisada pela lipase pancreatica humana (LPH) e porcina (LPP), e o efeito inibitério
dos extratos de Camellia sinensis e llex paraguariensis, foram plotados graficos
reciprocos de Lineweaver-Burk e determinadas as constantes de Michaelis-Menten e
velocidade maxima (Km,Km ap € Vmax) conforme item 4.2.5.

5.6.1 Parametros cinéticos segundo Lineweaver-Burke

Foi comparado o efeito inibitério do extrato de mate erva, mate tostado e cha
verde na concentracdo de 100 pug/mL na atividade da LPP e LPH através dos gréaficos
de Lineweaver-Burk representados pelas Figuras 20, 21 e 22.

Todos os extratos mostraram efeito inibitério dose-dependente para os dois tipos
de enzima, tendo em vista a linearidade obtida através das linhas de tendéncia dos
graficos. Pode ser observado nos graficos que a acéo inibitéria dos trés tipos de
extratos, foi maior na LPP, fato que se explica pela baixa estabilidade da LPH no meio
reacional in vitro.

Através da equacao da reta obtida nos graficos os valores K, € Viqax foram
determinados e estdo demonstrados na Tabela 10.

Em relacdo a afinidade das enzimas LPP e LPH pelo substrato 6leo de oliva,
podemos verificar que as reagdes catalisadas pela LPH resultaram em valores menores
de K, portanto, denota que esta enzima tem maior afinidade pelo substrato.

Quando se comparada o efeito dos diferentes inibidores podemos verificar que o
extrato de cha verde (CV) é o mais efetivo, uma vez que resultou em maior aumento do
valor de Kn, ap (de 36,19 mmol/L na auséncia do inibidor para 50,69 e 91,24 mmol/L para
a LPH e LPP respectivamente)

O extrato de mate erva (ME) também foi um inibidor efetivo levando ao aumento

do Km ap (de 30,71 mmol/L na auséncia do inibidor para 64,09 e 72,33 mmol/L para a
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LPH e LPP respectivamente). Por outro lado o extrato de mate tostado ndo promoveu

alteracdo significativa nos valores de Kp

ap. Os resultados caracterizam os trés

inibidores como competitivos, uma vez que promoveram aumento dos valores de K

sem alterar de forma significativa os valores de Vmna. Um inibidor competitivo age

apenas para aumentar K., aparente do substrato.
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Figura 20 — Gréfico duplo reciproco de
Lineweaver-Burk na presenca de diferentes
concentragcbes do substrato utilizando como

inibidor extrato de mate erva.

Figura 21 - Gréafico duplo reciproco de
Lineweaver-Burk na presenca de diferentes
concentracdes do substrato utilizando como
inibidor extrato de mate tostado.

0.25

0.20 4

=1
wn
1

010 4

1/V M x min™

= Controle
LPH
v LPP

[ T
-0.04 -0.02

1/ [Substrato] mmol/|

Figura 22 - Grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk na presenca de diferentes
concentracdes do substrato utilizando como inibidor extrato de cha verde.
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Tabela 10 - Determinacdo de Km, ap € Vmax pelo Grafico de Lineweaver-Burk para os

extratos de mate erva (ME), mate tostado (MT) e ch& verde (CV).

Sistema Eq. dareta Coordenadas | Valores obtidos Parametros Cinéticos
de reacéo XY XY
Vmax ( pmol/L/min)
Para X=0 Y = 0,027
((i((:rr:ltlrrill:)?dor) y= 0,97x + 0,0268 37'31
Re=0.9977 Ko (MMol/L)
Para Y=0 X =-0,028 36,19
Vmax ( UmMol/L/min)
Para X=0 Y = 0,026
LPH y = 1,1591x + 0,0263 52,08
ME R2=0,9917 _ _ Km ap (Mmol/L)
Para Y=0 X =-0,016 64,00
Para X=0 Y = 0.023 Vmax ( tmol/L/min)
LPP y =1,6563x + 0,0229 ’ 43,67
ME Rz =0,9991 Para Y=0 X = -0.014 K., ap (mmol/L)
72,33
Controle y = 0,9256x + 0,0313 | Para X=0 Y = 0,039 Vimax ( Hmol/L/min) -
(sem inibidor) R2 = 0,9984 < ( I/L) ,
- _ m (Mmo
Para Y=0 X =-0,032 3133
Para X=0 Y = 0.031 Vimax ( pmol/L/min)
LPH y = 1,5451x + 0,0309 ’ 31,95
MT R2=0,9913 Para Y=0 X = -0,034 Kmap (Mmol/L)
29,58
Para X=0 Y = 0,031 Vimax ( umol/L/min)
LPP y =1,2153x + 0,0388 ! 32,36
MT R2=0,9969 Kin ap (MMOIL)
Para Y=0 X =-0,020 50,03
Vmax ( UmMol/L/min)
Para X=0 Y =0,031
ii:]tirg:)?dor) y = 0,9368x + 0,0305 32,79
R?=0,9979 _ _ Km (umol/L)
Para Y=0 X =-0,028 30,71
Para X=0 Y = 0.031 Vimax ( pmol/L/min)
LPH y =1,5916x + 0,0314 ’ 31,85
Ccv R2 = 0,9941 Para Y=0 X = 0021 Kmap (MmOlIL)
’ 50,69
Para X=0 Y = 0.028 Vimax ( pmol/L/min)
LPP y = 2,5452x + 0,0279 ' 35,84
Ccv R2 = 0,9988 Para Y=0 X = 0,011 Kmap (MmoliL)
91,24
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O aumento de Ky, ap Observado nas reacbes em presenca dos inibidores nao
significa que o complexo El possua uma menor afinidade pelo substrato. O Ky, medido
como [S] para Y2 Vmax, aumentara na presenca de um inibidor competitivo porque
qualquer que seja a concentracdo deste inibidor existira uma fracdo de enzima sob a
forma de El, a qual ndo possui afinidade pelo substrato. O aumento de K, resulta da
distribuicdo da enzima disponivel entre as formas de “afinidade total - E” e “nenhuma
afinidade - EI” pelo substrato (Nelson & Cox, 2011).

A velocidade da reacdo na presenca de um inibidor competitivo permanece a
mesma, e uma concentragdo muito maior do substrato € necesséria para atingir
qualquer fracdo de Vmax. Para que a reacao ocorra € necessario que o sistema chegue
ao estado de transicdo que € um momento molecular transitério nos quais eventos
como a quebra de ligacdo, a formacao de ligacdo ou desenvolvimento de carga ocorre
com a mesma probabilidade de seguirem tanto para formar novamente o substrato
como para formar o produto. A funcdo da enzima como catalisador € aumentar a
velocidade da reacdo diminuindo a energia de ativagao (AG) e o inibidor afeta a catélise
apenas por diminuir a quantidade de enzima que se liga ao substrato. Sabe-se que Vmax
nao varia devido a presenca de um inibidor competitivo, isto é, o inibidor diminui apenas
a ligacdo entre enzima/substrato se ligando a enzima de forma reversivel, porém as
ligacdes entre enzima e substrato no sistema reacional ndo séo afetadas (Segel, 1979).

Pelos valores obtidos através do célculo do grau de inibicdo (K;), dispostos na

Tabela 11, nota-se que os inibidores foram, significantemente, mais eficazes sobre a
LPP visto que esta enzima apresentou menor valor de K; e, portanto, maior grau de

inibicdo neste sistema reacional.
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Tabela 11 - Comparacdo dos parametros cinéticos da reacdo catalisada pela LPP e
LPH na presenca dos extratos mate erva, mate tostado, mate verde.

Sistema de reacao Inibidor Km ap Vimax Ki«
mmol/L pmol/L/min mmol/L

Controle sem inibidor Kmn =36,19 37,31
LPH 64,09 52,08 0,57
LPP ME 72,33 43,67 0,51

Controle sem inibidor  Kj, =31,33 25,77
LPH 29,58 31,95 1,06
LPP MT 50,03 32,36 0,63

Controle sem inibidor K., =30,71 32,79
LPH 50,69 31,85 0,61
LPP v 91,24 35,84 0,34

* Onde Km, ap= Km (1 + [I] / Ki); Km, € Km ap representa o kn sem e com os extratos e [I] representa a concentragéo
dos extratos testados.

Segundo a literatura, um aumento de [S] a uma [I] constante leva a diminuicdo do
grau de inibicdo na reacao. Os resultados mostram que houve inibicdo dos dois tipos de
enzima, porém a enzima LPP apresentou menor K; que a enzima LPH, o que demonstra
gue o inibidor foi mais efetivo para a enzima LPP nos trés diferentes extratos.

O valor de K; equivale a concentracdo de inibidor que duplicara a inclinacdo do
gréfico de 1/v vs 1/[S], portanto quanto menor o valor de K; maior o grau de inibicao.

Em relacdo a inibicAo enzimética podemos notar, em ordem crescente, que o
extrato de cha verde (K; = 0,34 mmol/L) apresentou maior efeito inibitorio na atividade da
LPP que os demais, vindos em segundo lugar o mate erva (K; = 0,51 mmol/L) e por
altimo o mate tostado (K;= 0,63 mmol/L). Por outro lado, a inibicdo da LPH foi maior para
o extrato de mate erva (K; = 0,57 mmol/L), em seguida para o cha verde (K; = 0,61

mmol/L) e por ultimo para o mate tostado (K; = 1,06 mmol/L).
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6. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos concluiu-se que:

Todos os extratos analisados, em especial os extratos de cha verde e mate erva
foram capazes de inibir de forma competitiva e dose dependente a atividade das LPH e
LPP, fato de grande interesse para o tratamento da obesidade;

O extrato que apresentou efeito inibitério mais significativo foi o cha verde, o qual
possui altas concentragbes de catequinas e seus derivados e, portanto, podem ser
apontados como 0s principais compostos capazes de inibir a atividade das lipases;

A caracterizacdo quimica dos extratos de llex paraguariensis (mate erva e
tostado) mostrou que o processo de torrefacdo da erva leva a perda de importantes
compostos polifendlicos, como rutina e isdmeros do acido cafeoilquinico e
dicafeoilquinico possivelmente responsaveis pela atividade inibitéria do extrato de mate
erva;

A determinacdo dos parametros cinéticos das reacdes (Km, Ki € Vimax) confirmou
gque embora os extratos de llex paraguarensis e Camellia sinensis apresentem
composi¢cbes diferentes, ambos apresentaram potencial inibitério na atividade das
enzimas, em especial sobre a atividade da LPP.

Pode-se concluir que o extrato de Camellia sinensis (cha verde) e de llex
paraguarensis (erva verde) pode ser de interesse para 0 desenvolvimento de

coadjuvantes no tratamento da obesidade.
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8. ANEXOS
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Anexo 1 - Curva padréo de acido oléico.
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Anexo 2 - Curva padrao de acido gdlico para determinagao de fendlicos totais pelo método de

Folin-Ciocalteau.
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Anexo 3 - Curva padrao de quercetina utilizada no ensaio de quantificagdo dos flavonéides totais.

61



