Revista Brasileira de Biociéncias
Brazilian Journal of Biosciences

ISSN 1980-4849 (on-line) / 1679-2343 (print)

ARTIGO

Inibic¢ao de enzimas digestivas por extratos de po comercial de
Hoodia gordonii utilizado no tratamento da obesidade

Chrystian Aratjo Pereira'*, Luciana Lopes Silva Pereira?, Angelita Duarte Corréa’,
Pricila M. Batista Chagas*, Stefania Pricilla de Souza® e Custddio Donizete dos Santos®

Recebido: 16 de junho de 2010  Recebido apos revisao: 12 de novembro de 2010  Aceito: 13 de abril de 2011
Disponivel on-line em http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs/index.php/rbb/article/view/1621

RESUMO: (Inibigdo de enzimas digestivas por extratos de po comercial de Hoodia gordonii utilizado no tratamento da
obesidade). Evidéncias etnofarmacoldgicas sustentam o efeito inibidor do apetite e emagrecedor da Hoodia gordonii (Apocy-
naceae) nativa do continente africano e comercializada no mundo todo para o tratamento da obesidade. Porém, tais efeitos
foram demonstrados apenas pelo seu principio ativo, o glicosideo P57. Nao ha estudos relacionados a presenga de inibidores
enzimaticos em amostras comerciais da planta, que podem participar ou mesmo serem responsaveis pelos efeitos propostos.
O objetivo deste trabalho foi realizar ensaios de inibi¢do de enzimas digestivas com amostras comerciais do p6 de H. gor-
donii (PHG). Foram realizadas analises de inibi¢do das enzimas o-amilase, o e B-glicosidases, lipase e tripsina na presenca
e auséncia de um fluido gastrico simulado. Foram detectadas inibigdes (expressas em unidades de enzima inibida, UEI)
apenas das a e  glicosidases, com diferengas entre as amostras. Para a-glicosidase, a inibigao foi maior na presenca (50,5 e
29,8) que na auséncia (10,4 ¢ 16,7) do fluido gastrico para as amostras HA ¢ HB, respectivamente. Ja para f-glicosidase, a
inibigdo s6 foi detectada (25,5 e 12,9) na auséncia do fluido géstrico, para ambas as amostras. Os resultados indicam que as
amostras de PHG sao capazes de inibir somente as enzimas digestivas o e B-glicosidases, em niveis considerados satisfatorios
segundo a literatura, especialmente para a primeira. A presenga dessa atividade inibitéria pode explicar, portanto, parte do
efeito emagrecedor dos PHG, até entdo atribuido somente a acdo do glicosideo ativo P57. Apesar dos ensaios de inibigdo
terem mostrado qualitativamente as mesmas respostas para as duas amostras, quantitativamente diferengas sdo encontradas,
levantando questionamentos quanto a padronizagio dos extratos comerciais.
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ABSTRACT: (Inhibition of digestive enzymes by commercial powder extracts of Hoodia gordonii). Ethnopharmacological
evidence supporting the inhibitory effect of appetite and weight loss Hoodia gordonii (Apocynaceae) native to Africa and
sold worldwide for the treatment of obesity. However, such effects have been demonstrated only by its active ingredient, the
glycoside P57. There are no studies related to the presence of compounds such as enzyme inhibitors, in commercial samples
of the plant, which may participate or even be responsible for the proposed effects. The objective of this study was to test the
inhibition of digestive enzymes with commercial samples of H. gordonii powder (PHG). Analysis was performed, inhibi-
tion of the enzymes a-amylase, o and B-glycosidases, lipase and trypsin in the presence and absence of a simulated gastric
fluid. Inhibitions were detected (expressed in units of enzyme inhibited, UEI) only the o and B glucosidases, with differences
between samples. For a-glycosidase inhibition was greater in the presence (50.5 and 29.8) in the absence (10.4 and 16.7) of
gastric fluid samples for HA and HB, respectively. As for B-glycosidase inhibition was not detected (25.5 and 12.9) in the
absence of gastric fluid, for both samples. The results indicate that the samples PHG are only able to inhibit the digestive
enzymes a and B glycosides in satisfactory levels according to the literature, especially for the first one. The presence of this
inhibitory activity may therefore explain part of the slimming effect of the PHG, attributed so far only the action of the active
glycoside P57. Despite the inhibition assays have shown the same answers qualitatively for the two samples, quantitative
differences are found, raising questions about the standardization of commercial extracts.

Key words: obesity, enzyme inhibition, glycosidase.

INTRODUCAO cluindo preparagdes farmacoldgicas e suplementos di-
etéticos que objetivam restringir a absor¢do de energia
e promover a perda de peso, sendo a maioria constituida
de extratos vegetais (Boniglia et al. 2008).

A prospeccdao de alternativas terapéuticas, princi-

A obesidade vem crescendo acentuadamente ao redor
do mundo nos ultimos anos e os potenciais riscos de sua
prevaléncia e progressdo envolvem as dislipidemias,
hipertensao, doencas coronarianas, diabetes, entre out-

ras (Mosca et al., 2008, OPAS/OMS, 2003, SBEM,
2009). Uma das formas de combater essa epidemia ¢
com tratamento medicamentoso. Atualmente, estdo dis-
poniveis diversos produtos para o controle do peso, in-

palmente de origem vegetal, apresenta-se como opg¢ao
promissora para a descoberta de novos fitoterapicos e
fitomedicamentos, visto que a grande diversidade de es-
pécies vegetais ainda sem estudos representa um vasto
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campo de moléculas a serem descobertas (Foglio et al.
2006). Os produtos naturais vém recuperando espago e
importancia na industria farmaceéutica, seja per-se, seja
como fonte inspiradora de novos padrdes moleculares
bioativos (Viegas Jr. et al. 2006). Nesse contexto, al-
vos moleculares como enzimas e receptores tem sido
estudados para a busca de medicamentos baseados no
mecanismo de inibicdo enzimatica que ocasiona alter-
acOes benéficas no metabolismo e 0 uso no tratamento
de doengas (Montanari & Bonzani 2001, Viegas Jr. et
al. 2006, Yunes et al. 2001).

As enzimas amilase e glicosidases sdo responsaveis
pelo processamento de carboidratos provenientes da
dieta, atuando na quebra do amido e na absor¢do de
monossacarideos pelos enterocitos (Guyton & Hall
2002). Dessa forma, inibidores dessas enzimas, pre-
sentes em plantas, oferecem uma estratégia promissora
para o controle da hiperglicemia associada ao diabetes
tipo 2, obesidade e hipertensdo através da reducdo da
quebra do amido e da absorcdo da glicose no intestino
(Kwon et al. 2006).

Adicionalmente, a lipase envolvida no metabolismo
de lipidios apresenta-se também como interessante
alvo de inibidores, uma vez que sua inibi¢do promove
reducdo na absor¢ao de triglicerideos da dieta, ocasion-
ando diminuicao do aproveitamento caldrico e perda de
peso. Por outro lado, a inibi¢do de tripsina envolvida
na digestdo de proteinas, ao contrario das demais ini-
bigdes, configura-se como efeito maléfico (Friedman
& Brandon 2001) pois impede a completa absor¢do de
aminoacidos presentes nos alimentos e de fundamental
importancia para o organismo.

Diversos estudos demonstram a eficacia, a importan-
cia e o potencial de uso de inibidores de amilases (Bo-
niglia et al. 2008, Tormo et al. 2004, Obiro et al 2008,
Udani et al. 2009), glicosidases (Melo & Carvalho
2006, Kwon et al. 2006) e lipases (Mancini & Halp-
ern 2002, Souza 2009) no tratamento da obesidade e
comorbidades associadas e reforgam a necessidade da
busca por novas fontes desses inibidores.

Evidéncias etnofarmacolodgicas sustentam o efeito
inibidor do apetite ¢ emagrecedor da Hoodia gordonii
(Masson) Sweet ex Decne., uma planta da ordem Genti-
anales, familia Apocynaceae, sub-familia Asclepiadace-
ae, nativa do continente africano, que ¢ encontrada nos
desertos da Namibia e de Kalahari (Van Heerden 2008,
WHO 2003). Ha milhares de anos, o povo San, um dos
mais antigos habitantes da regido sul do continente afti-
cano, consome pedacos de H. gordonii picados, durante
as cacadas. Por varios dias de caga, sem alimento e agua
eles ingerem apenas a planta para saciar a fome, ini-
bir o apetite e manter a disposi¢do (WHO 2003). Hoje,
o grande interesse pelas propriedades inibidoras do
apetite da Hoodia, proporciona uma intensa demanda
por produtos a base da planta. Estima-se que, somente
no mercado norte-americano, estejam disponiveis para
comercializacdo mais de 100 produtos em diversas
apresentagoes (tabletes, capsulas, géis, sucos, pos, chas,

e outros) que contenham a planta em sua composi¢do
(Avula et al. 2008). Porém, tais efeitos foram demon-
strados apenas pelo seu principio ativo, o glicosideo
purificado P57 (MacLean & Luo 2004, Van Heerden
et al. 2007). Nao ha estudos relacionados a presencga
de outros compostos como inibidores enzimaticos, em
amostras comerciais da planta, que eventualmente po-
dem participar ou até mesmo serem responsaveis pelos
efeitos propostos.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi re-
alizar ensaios de inibigdo de enzimas digestivas com
amostras comerciais do pd de H. gordonii (PHQG),
visando detectar a atividade de inibidores, aos quais
poderia também ser atribuida participagdo no suposto
efeito emagrecedor da planta.

MATERIAL E METODOS

Obtencgdo das amostras do po comercial de H. gordonii

(PHG) e preparo dos extratos

Duas amostras comerciais do p6 de H. gordonii, (de-
nominadas HA e HB) foram adquiridas em farmacias
de manipulagdo dos municipios de Lavras e Juiz de
Fora, ambos em Minas Gerais, acompanhadas de lau-
dos de andlises de controle de qualidade realizadas por
fornecedores de matérias-primas nacionais, porém de
procedéncia informada da China.

As amostras foram misturadas com agua destilada
nas propor¢des 1:5 e 1:10 (p/v) e colocadas em agita-
dor horizontal a temperatura ambiente durante 1 hora.
Em seguida, a mistura foi centrifugada por 15 minutos
a2.500 g. O precipitado foi descartado e o sobrenadante
obtido foi congelado para a realizag@o das andlises.

Obtencado das enzimas

Foram utilizadas nos ensaios a enzima o-amilase pan-
creatica suina do tipo VI (SIGMA) e as enzimas tripsina
pancredtica suina e lipase suina tipo II (MERCK). As
o e PB-glicosidases foram obtidas a partir de duodeno
suino fresco cedido pelo Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras. O tecido foi triturado
em liquidificador com tampao Tris-HCI1 0,5 mol.L"!, pH
8,0 a 4 °C, para extracdo das enzimas das membranas
dos enterdcitos e processado em mixer até completa ho-
mogeneizacao. O homogeneizado foi filtrado em malha
de nylon e centrifugado por 10 minutos a 2.500 g, a 4
°C. O sobrenadante foi recolhido e utilizado como ex-
trato enzimatico.

Atividade de a-amilase

A atividade de a-amilase foi determinada segundo a
metodologia proposta por Noelting & Bernfeld (1948).
Assim, 50 uLL da amostra e 50 pL de enzima a-amilase
foram pré-incubados por 20 minutos em banho-maria
a 37°C. O substrato foi o amido 1%, preparado em
tampao Tris 0,05 mol.L!, pH 7,0 acrescido de NaCl 38
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mmol.L"' e CaCl, 0,1 mmol.L"'. Apés adi¢do de 100 pL
do substrato, a mistura foi incubada por quatro perio-
dos de tempo. A reagdo foi interrompida adicionando-
se 200 puL do reagente acido 3,5 dinitrosalicilico e o
produto lido em espectrofotdmetro, a 540 nm.

Atividade de a-glicosidase

A atividade de a-glicosidase foi determinada se-
gundo Kwon et al. (2006), utilizando p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo 5 mmol.L! em tampdo citrato-fosfato
0,1 mol.L"!, pH 7,0 como substrato. No ensaio, 50 uL da
amostra ¢ 100 pL de enzima foram incubados em ban-
ho-maria a 37 °C por quatro periodos de tempo, apos
adi¢@o de 50 pL do substrato. A reagdo foi interrompida
adicionando-se 1 mL de NaOH 0,05 mol.L", e a leitura
do produto feita em espectrofotometro, a 410 nm.

Atividade de p-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada se-
gundo Kwon et al. (2006), utilizando p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo 5 mmol.L! em tampao citrato-fosfato
0,1 mol.L!, pH 7,0 como substrato. No ensaio, 50 uL
da amostra e 100 pL de enzima foram incubados em
banho-maria a 37 °C por quatro periodos de tempo apos
adi¢do de 50 pL do substrato. A reacdo foi interrom-
pida adicionando-se 1 mL de NaOH 0,05 mol.L"!, ¢ o
produto lido em espectrofotometro, a 410 nm.

Atividade de lipase

Em cada analise, a mistura de 100 pL de lipase, 50
pL de extrato da amostra e 50 pL de substrato p-nitro-
fenilpalmitato 8 mmol.L"! em tampdo Tris-HCI 0,05
mmol.L"!, pH 8,0 contendo 0,1% Triton-X100, foram
incubados por quatro periodos de tempo. A reagdo foi
paralisada transferindo os tubos para um banho de gelo
e adicionando-se 1.000 pL de tampao Tris-HCI 0,05
mmol.L' pH 8,0. O p-nitrofenol (produto da agdo da
lipase sobre o p-nitrofenilpalmitato), de colora¢do ama-
rela, foi lido em espectrofotdmetro, a 410 nm (Souza
2009).

Atividade de tripsina

A atividade de tripsina foi determinada segundo a
metodologia proposta por Erlanger (1961). Assim, 200
pL da amostra e 200 pL de enzima foram incubados em
banho-maria a 37°C por quatro periodos de tempo ap6s
adi¢do de 800 pL do substrato p-benzoil-D-L arginina
p-nitroanilida (BApNA), preparado em tampao TRIS
(trihidroximetilaminometano) 0,05 mol.L!, pH 8,2. A
reacdo foi interrompida adicionando-se 200 pL de acido
acético 30% e o produto lido em espectrofotdmetro, a
410 nm.

Determinac¢do da inibi¢do

A inibigo das enzimas foi obtida a partir da determi-
nacdo das inclinagdes das retas (absorbancia x tempo)
dos ensaios de atividade das enzimas controle (sem

amostra) e enzimas mais inibidor (com amostra). A in-
clinacdo da reta ¢ decorrente da velocidade de forma-
¢do de produto por minuto de reagdo e a presenca do
inibidor ocasiona uma diminui¢do nessa inclinagdo. A
partir dessa inclinagdo, os valores de absorbancia foram
convertidos em pmol de produto por meio de uma curva
padrdo de glicose, para a amilase, e de p-nitrofenol, para
as glicosidases e para lipase, enquanto para a tripsina
foi usado o coeficiente de extingdo molar do BApNA
determinado por Erlanger (1961).

Preparo do fluido gastrico simulado

Com o objetivo de simular o processo de digestdo no
estomago in vitro, foram também realizados os ensaios
de atividades enzimaticas na presenca de um fluido
gastrico simulado. Para tal, os extratos foram incuba-
dos com o fluido géstrico simulado preparado segundo
a USP (1995), por 1 hora em banho-maria a 37 °C. Apds
esse periodo, foram neutralizados com o sal bicarbon-
ato de sodio até o pH fisioldgico e s6 entdo realizados
os ensaios de atividade.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os resultados de inibi¢do enzimatica dos extratos de
PHG s@o apresentados na Tabela 1.

Os extratos do PHG demonstraram inibicdo apenas
das enzimas glicosidases envolvidas no metabolismo de
carboidratos, no extrato 1:5. Nao foi detectada inibicdo
das enzimas lipase e tripsina, envolvidas nos metabolis-
mos lipidico e proteico, respectivamente.

Para a a-glicosidase, HB foi cerca de 60% mais efe-
tiva que a HA antes da exposi¢@o ao fluido gastrico, mas
apds a exposicdo, a situacdo inverteu-se. No entanto,
para ambas, a exposicdo ao fluido gastrico simulado oc-
asionou aumento da inibi¢do, indicando que o inibidor
sofre potencializagdo apds a alteracdo do pH, provavel-
mente por ioniza¢do de grupos ativos. Expressando a
inibicdo de alfa-glicosidase em porcentagem, verifica-
se para HA, 16,67% e 57,47% e para HB, 26,83% e
33,91%, antes e apo6s a exposi¢do ao fluido gastrico,
respectivamente. Tais percentuais, em especial aqueles
obtidos para ambas apds a exposicao ao fluido géstrico,
encontram-se dentro da faixa considerada como um
bom perfil inibitério de enzimas relacionadas ao metab-
olismo de carboidratos como a alfa-glicosidase (Kwon
et al. 2006).

Ja para a B-glicosidase a inibicdo aparece somente
na auséncia do fluido gastrico simulado, desaparecendo
completamente apds a exposi¢do ao mesmo. Porém, HA
apresenta o dobro de atividade inibitéria em relacdo a
HB, que a exemplo do que ocorreu com a a-glicosidase
demonstra diferengas entre as amostras que em tese, de-
veriam ser proximas.

Na dieta humana normal, existem apenas trés fon-
tes principais de carboidratos, representadas pelos dis-
sacarideos sacarose e lactose e o polissacarideo amido
(Guyton & Hall 2002). Considerando que nos trés ca-
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Tabela 1. Inibi¢do das enzimas digestivas em unidades de enzima inibida (UEI") por extratos do p6 comercial de duas amostras de Hoodia

gordonii, antes e apos exposi¢ao ao fluido gastrico simulado.

Amostra?
HA HB
Enzima Extrato Selrn ﬂl.lidO Apc?s ﬂ.uido Selrn ﬂl.lidO Ap(?s ﬂ.uido
gastrico gastrico gastrico gastrico

Amilase 1:5 nd? nd nd nd

1:10 nd nd nd nd
Alfa-glicosidases 1:5 10,4+ 1,3 50,5+2,8 16,7+ 1,4 29,8 £2.5

1:10 nd nd nd nd
Beta-glicosidases 1:5 255+19 nd 12,9+ 1,1 nd

1:10 nd nd nd nd
Lipase 1:5 nd nd nd nd

1:10 nd nd nd nd
Tripsina 1:5 nd nd nd nd

1:10 nd nd nd nd

1. Unidades de enzima inibida em pmol.min-1.g-1 amostra; 2. Dados sdo a média de triplicatas + desvio padrdo; 3. nd, inibi¢ao nio detectada.

sos o tipo de ligagdo glicosidica entre os residuos de
monossacarideos ¢ uma ligacdo do tipo o, 0 consumo
humano de PHG devera apresentar maior repercussao
na inibi¢@o da a-glicosidase, ja que a B-glicosidase rep-
resenta pouca importancia no metabolismo energético
de carboidratos em humanos.

Os inibidores de enzimas envolvidas no metabolismo
glucidico, amplamente distribuidos em plantas (Silano
et al. 1975), induzem tolerancia aos carboidratos, sacie-
dade, perda de peso e retardamento do esvaziamento
gastrico, que podem ser Tteis no tratamento da obesi-
dade e diabetes mellitus ndo insulino-dependente (tipo
2) (Boniglia et al. 2008, Chen et al. 2008, Mosca et al.
2008, Udani et al. 2009). Inibidores de glicosidases sao
agentes de grande interesse terapéutico, uma vez que
apresentam atividade contra virus, crescimento tumoral
e metdstases, diabetes entre outros (Melo & Carvalho
2006). Uma forte inibi¢do de a-glicosidase e pouca ou
nenhuma inibicdo de a-amilase podem ser potencial-
mente usadas como uma terapia complementar efetiva
para hiperglicemia pds-prandial, com a vantagem de
apresentar menos efeitos colaterais como aqueles decor-
rentes da excessiva inibi¢do de a-amilase pancredtica,
que resulta em fermentacdo bacteriana anormal de car-
boidratos ndo digeridos no célon (Kwon et al. 2006).

Assim, positivamente, os PHG podem apresentar
efeito na diminui¢do da absor¢do de carboidratos in
vivo por inibi¢do de enzimas envolvidas na digestdo.
A presenca dessa atividade inibitéria pode explicar,
portanto, parte do efeito emagrecedor dos PHG, até
entdo atribuido somente a a¢do do glicosideo ativo P57.
Considerando ainda a necessidade de analises comple-
mentares como cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para detecg¢do da presenca do glicosideo ativo
em amostras de PHG, tais inibidores podem eventual-
mente assumir o papel central como responsaveis pelo
suposto efeito emagrecedor desses PHG.

Por outro lado, apesar dos ensaios de inibi¢ao terem
mostrado qualitativamente as mesmas respostas para as
duas amostras, quantitativamente observam-se varia-
¢Oes entre as amostras analisadas, levantando question-
amentos quanto a padronizagao, controle de qualidade e

procedéncia dos extratos comerciais desse fitoterapico.

CONCLUSAO

As amostras comerciais do p6 de Hoodia gordonii
(PHG) analisadas sdo capazes de inibir somente as enzi-
mas o e B-glicosidases, em niveis considerados satis-
fatorios segundo a literatura.

Entre as glicosidases, a inibicdo de a-glicosidase ¢
considerada mais importante do ponto de vista energé-
tico, credenciando dessa forma o PHG como potencial
auxiliar na redugdo de hiperglicemia pés-prandial. Adi-
cionalmente, a inibi¢do de B-glicosidase deve ser con-
siderada para outras possiveis aplicagdes referidas na
literatura.
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