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RESUMO

Obesidade € uma doenca cronica que predispde a hipertensdo, diabetes tipo 1, hiperlipidemia,
doenga coronariana, acidente vascular cerebral e certos tipos de cancer. O aumento da sua
prevaléncia no Brasil, assim como em varios paises, tem se tornado um problema de satde
publica e tem incentivado a busca por novas alternativas farmacologicas para o tratamento
desta patologia. Os efeitos adversos dos inibidores de apetite de acdo central e a sua recente
proibicdo em alguns paises, incluindo o Brasil, tém propiciado alternativamente a pesquisa de
farmacos de acdo periférica. Nesse contexto, o desenvolvimento de inibidores da digestéo e
absorcéo de lipidios através de mecanismos gastrointestinais surge como uma importante
estratégia. Entre os potenciais alvos terapéuticos encontram-se enzimas envolvidas no
metabolismo dos lipidios, com destaque para a lipase pancreatica (LP). Orlistat, um forte
inibidor da LP, é usualmente utilizado como farmaco de referéncia. A avaliagdo da inibicdo
da atividade da LP pode ser realizada por diferentes métodos in vitro, mediante determinacéo
dos 4&cidos graxos livres ou de outros produtos resultantes da hidrolise do substrato.
Entretanto, a evidéncia acumulada indica a existéncia de variaveis analiticas que s&o
determinantes para a exatiddo e precisdo do método e que, consequentemente, devem ser
levadas em consideracdo a fim de se obter resultados confidveis. Fatores criticos, como
composicdo do meio de incubacdo, uso e tipo de tensoativo, tempo e modo de interromper a
reacao enzimatica podem ser significativos, dependendo da substancia a ser analisada. Neste
trabalho, aspectos relevantes a este tema sao abordados de modo sistematico, visando destacar
as principais variaveis analiticas implicitas na avaliacdo in vitro da atividade inibitéria sobre a
LP.

Palavras-chave: lipase pancreatica; ensaios de inibi¢cao; metabolismo de lipidios.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a obesidade pode ser definida como
uma doenga cronica, prevalente tanto em paises desenvolvidos quanto naqueles em via de
desenvolvimento, podendo afetar criancas e adultos (WHO, 2013). Em termos numéricos, a
obesidade é caracterizada quando o indice de Massa Corporal (IMC)* excede 30 kg/m?,
diferenciando-a da condicdo de sobrepeso, quando o IMC resulta entre 25 e 29,9 kg/m?
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH-US, 1998; MARINOU et al., 2010). Atualmente,
é considerada um dos maiores desafios da salde publica global, tendo-se em vista 0
significativo aumento de sua prevaléncia, gerando custos substanciais, diretos e indiretos, aos
cofres publicos (ROSSNER, 2002; BRASIL, 2013b).

Estratégias atuais para o tratamento da obesidade e sobrepeso incluem modificacdes
dos habitos alimentares e exercicios fisicos, terapia com medicamentos e cirurgia bariatrica,
isolados ou em combinacdo (ELANGBAM, 2009). O tratamento com medicamentos,
geralmente, é recomendado para pacientes com IMC > 30 kg/m? ou para pacientes com IMC
entre 27 e 29,9 kg/m? que apresentem alguma comorbidade relacionada & obesidade
(ELANGBAM, 2009; KANG e PARK, 2012). Esses medicamentos podem atuar mediante
acao central, periférica ou a combinacdo de ambas (ELANGBAM, 2009). Entretanto, os
medicamentos com atuacdo sobre o sistema nervoso central, inibidores do apetite,
especificamente, apresentam efeitos adversos consideraveis, como aumento dos riscos de
problemas cardiovasculares (WOOLTORTON, 2002; ELANGBAM, 2009). Assim como em
outros paises, no Brasil a comercializacdo das anfetaminas esta proibida desde 2011 e os
derivados da sibutramina em assunto de discussdo, sendo que recentemente decidiu-se por

manter sua comercializagdo, contudo sob monitoramento (BRASIL, 2013a).

Uma das causas da obesidade estd associada ao desequilibrio no metabolismo de
lipidios, afetando, assim, a homeostase no organismo (HOFBAUER, 2002; WEIGLE, 2003;
SRIVASTAVA e SRIVASTAVA, 2004). Nesse contexto, a intervencéo sobre o metabolismo
lipidico surge como alternativa intermediéria no tratamento dessa doenca. Uma importante
estratégia inclui o desenvolvimento de inibidores da digestdo e absorcao de lipidios através de
mecanismos gastrointestinais, caracterizando uma intervencgéo periférica, ao invés de central
(SHI e BURN, 2004; FOSTER-SCHUBERT e CUMMINGS, 2006).

*QO IMC é calculado através da formula: peso (kg)/altura (m?)



Essa potencial abordagem terapéutica implica na identificacdo, cada dia crescente, das
enzimas envolvidas nesse metabolismo, entre elas, a lipase pancreética (LP), provavelmente
tida como principal alvo terapéutico em potencial (SHI e BURN, 2004; BIRARI e
BHUTANI, 2007).

Para avaliar a atividade inibitoria sobe a LP é necessario dispor de ensaios especificos
capazes de avaliar a atividade da enzima e, consequentemente, a sua posterior inibicao.
Alguns metodos desenvolvidos com intuito de avaliar in vitro a atividade da LP tém se
fundamentado no doseamento dos acidos graxos livres ou dos produtos liberados pela
hidrolise do substrato (SMELTZER et al, 1992; HASAN et al, 2009).

O presente trabalho consiste em uma revisdo critica dos métodos de determinacdo da
inibicdo da lipase pancreatica, a luz de aspectos relevantes relacionados com caracteristicas da

enzima e 0s mecanismos de acao e inibicdo.



2. OBESIDADE

Né&o é possivel abordar temas referentes a determinacéo da atividade inibitéria da LP

sem contextualizar a importancia desses no marco da obesidade.

A obesidade é tida como uma doenca crbnica, sendo caracterizada como uma
proporcéo anormal ou excessiva de massa de gordura no corpo. O excesso de peso € um fator
predisponente para doencas como hipertensdo arterial, dislipidemia, diabetes Il, doengas
cardiovasculares, apneia do sono e alguns tipos de cancer. Entre os diversos fatores que levam
ao sobrepeso e a obesidade, merecem destaque aqueles de natureza genética, metabolica,
comportamental e ambiental (ROSSNER, 2002). No entanto, varias consequéncias negativas
associadas ao excesso de peso sdo de cardter reversivel, desaparecendo com o
restabelecimento do peso normal (ROSSNER, 2002; CALLE et al., 1999; WHO, 2013).

A obesidade ¢é considerada um dos maiores desafios da salde publica do século XXI,
tendo em vista 0 aumento de sua prevaléncia na populacdo mundial em niveis estatisticamente
alarmantes. Considera-se que ha cerca de 475 milhdes de adultos obesos, mais de 200 milhdes
de criancas em idade escolar acima do peso, e, pelo menos, 2,8 milhdes de adultos que véo a
0Obito a cada ano como resultado do excesso de peso ou obesidade (ROSSNER, 2002; WHO,
2013; 1ASO, 2013). De igual importancia, € o impacto dos custos substanciais, diretos e
indiretos, aos cofres publicos, associados a necessidade de servicos de prevencdo, diagndstico
e tratamento do excesso de peso e de comorbidades correlatas (WHO, 2013; IASO, 2013).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Salde, a proporcdo de pessoas com
sobrepeso avancou de 42,7%, em 2006, para 48,5%, em 2011, e, a proporcdo de pessoas
obesas avancou de 11,4% para 15,8%. Anualmente, o Sistema Unico de Salde gasta cerca de

R$ 488 milhdes com o tratamento de doencas associadas a obesidade (BRASIL, 2013b).

Também, a obesidade pode resultar em impactos sociais, pois 0s obesos sdao muitas
vezes estigmatizados, podendo desencadear graves problemas psicologicos associados a
depressdo e baixa autoestima, em detrimento da qualidade de vida e saude mental do
individuo (IASO, 2013).
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3. METABOLISMO LIPIDICO

Muitos organismos armazenam energia sob a forma de 6leos e gorduras, derivados de
acidos graxos. Mais da metade da energia utilizada pelo coracdo, por exemplo, deriva desses
acidos graxos, que procedem de vérias fontes, entre elas, das gorduras consumidas na dieta.
(NELSON e COX, 2008).

Previamente a absorcéo, ocorre a hidrdlise dos triglicerideos ingeridos na dieta. O
processo se inicia na boca, continua no estbmago mediante uma lipase gastrica estavel ao
acido, e se completa no duodeno pela acdo da LP, principalmente. Essa acdo das lipases sobre
os lipidios permite a conversdo dos triglicerideos em mono- e diglicerideos, acidos graxos
livres e glicerol. Os produtos liberados pela hidrélise de lipidios sdo absorvidos pelos
enterdcitos na forma de micelas formadas pelos sais biliares, colesterol e &cido lisofosfatidico,
seguindo-se a ressintese em triglicerideos, que sdo armazenados nos adipdcitos (BIRARI e
BHUTANI, 2007; NELSON e COX, 2010; DE LA GARZA et al., 2011).

A sintese e o metabolismo de éacidos graxos e triglicerideos séo processos
coordenados, mediados por enzimas reguladas por estimulos nutricionais e hormonais. O
metabolismo lipidico deve ser mantido em equilibrio para que o organismo permaneca em
homeostase. Caso esse equilibrio seja perdido, podem desenvolver-se obesidade e doencas
correlacionadas (SHI e BURN, 2004; BIRARI e BUTHANI, 2007).

Consequentemente, as enzimas envolvidas no metabolismo lipidico sdo alvos
potenciais da descoberta de novos farmacos capazes de inibir a digestdo e absorcao de lipidios
em nivel periférico (LUNDER et al, 2005; ELANGBAM, 2009). Assim, o mecanismo do
metabolismo lipidico e a identificacdo de enzimas relacionadas, com destaque para a LP, vém
sendo fortemente estudados visando ao tratamento da obesidade. Uma das principais
vantagens dessa estratégia é a exclusdo dos mecanismos de agdo central (LUNDER et al,
2005; ELANGBAM, 2009).

3.1.  Lipase Pancreatica
Lipases sdo enzimas que digerem gorduras, incluindo triglicerideos e fosfolipidios, e

gue desempenham um papel fundamental no metabolismo lipidico. As lipases humanas

incluem o grupo de lipases pré-duodenais (lingual e gastrica) e o grupo das extra-duodenais
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(pancredtica, hepética, lipoproteica e endotelial) (MUKHERJEE, 2003; BIRARI e
BHUTANI, 2007).

As lipases, também conhecidas como triacilglicerolacil-hidrolases, catalisam a
hidrélise de triglicerideos formando acidos graxos livres e glicerol em meio aquoso, ou atuam
na reacdo inversa em meio organico (KILINC et al., 2002). A enzima remove 0s acidos
graxos das posi¢oes a e o’ dos triglicerideos, resultando em B-monoglicerideos, &cidos graxos
saturados de cadeia longa e &cidos graxos poliinsaturados (MUKHERJEE, 2003; SHI e
BURN, 2004; BIRARI e BHUTANI, 2007). Além da atividade hidrolitica, essas enzimas
catalisam as reacOes de esterificacdo, interesterificacdo, alcodlise, acidolise e amindlise dos
triglicerideos (JOSEPH et al., 2008; HASAN et al., 2009). A especificidade dessas enzimas
para a hidrolise de triglicerideos varia consideravelmente, sendo que lipases de diferentes
origens mostram afinidades diferentes para tri-, di-, e monoglicerideos, e para varios alcoois
alifaticos (KAPOOR e GUPTA, 2012).

A LP, sintetizada pelas células acinares do pancreas, é uma das enzimas que compdem
0 suco pancredtico, tornando-se essencial para a digestdo, a nivel intestinal, de gorduras
ingeridas na dieta (MUKHERJEE, 2003). A secrecdo da enzima pode ser estimulada por
horménios intestinais, como a colecistocinina e a secretina, recebendo reforco por
mecanismos colinérgicos (BOROVICKA et al., 1997; MILED et al., 2000) . Sendo
responsavel pela hidrélise de 50 a 70% do total de gorduras ingeridas pela dieta, a LP tem
sido amplamente utilizada para a determinacdo da eficAcia de produtos como agentes
antiobesidade (SHI e BURN, 2004; BIRARI e BHUTANI, 2007).

O substrato para a lipase € a fase ndo aquosa, constituida por agregados lipidicos e ndo
por uma molécula Unica (ESPOSITO et al., 1973; LAGOCKI et al., 1973; MUKHERJEE,
2003). Contudo, sais biliares e outras substancias anfifilicas dificultam a atividade da LP,
impedindo a ligagdo da enzima com a superficie lipidica (RUGANI et al., 1995; VAN
TILBEURGH et al., 1999). Para que a enzima atue de forma ideal, faz-se necessaria a
presenca de um cofator, a colipase, uma proteina exdcrina do pancreas que, na presenca das
substancias interferentes, atua ancorando a enzima na interface entre agua-lipidio
(BROCKMAN, 2000; RUGANI et al., 1995; MUKHERJEE, 2003).
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3.2.  Propriedades Estruturais da Lipase Pancreéatica

A LP é uma enzima solivel em agua, com tamanho de 50 kDa, composta por 449
residuos de aminoacidos, apresentando dois dominios estruturais: um dominio N-terminal
grande (residuos 1-336) e um dominio C-terminal menor (residuos 337-449), demonstrado
nas figuras 1 e 2 (WINKLER et al., 1990; MILED et al., 2000).

O dominio N-terminal contém um sitio ativo composto por uma triade catalitica
formada por Ser 152, Asp 176 e His 263. Identificou-se uma superficie em alga denominada
tampa do dominio, formada por uma ponte dissulfeto entre os residuos 237 e 261, cobrindo o
sitio ativo (WINKLER et al., 1990; LOWE, 2002). Essa superficie € estabilizada através de
ligacOes de van der Waals com outras duas algcas denominadas R5, formada pela ligacéo entre
os residuos 75 e 84, e 39, formada pela ligacao entre os residuos 203 e 223 (WINKLER et al.,
1990; VAN TILBEURGH et al., 1993; MILED et al., 2000). Na presenca de lipidios, ha a
hipdtese de que esses trés elementos sofram um rearranjo com o intuito de permitir 0 acesso
do substrato ao sitio ativo (VAN TILBEURGH et al., 1993; MILED et al., 2000).

O dominio C-terminal da LP tem papel importante na ligacdo com a colipase.
Entretanto, na auséncia de interface, ou seja, substrato, ndo ocorre mudanca conformacional
na molécula da enzima induzida pela ligagdo com a colipase (CARRIERE et al., 1998;
MILED et al., 2000).

Figura 1 - Estrutura cristalografica da LP

Tampa Sitio Ativo

Tampa Sitio Ativo N J ) Q \ .
) e O g
A, —> @-;
> T N

Dominio N-terminal

Dominio N-terminal 7’
Dominio C-terminal Dominio C-terminal

Conformagao Fechada Conformagao Aberta

Fonte: Adaptado de LOWE, M. E. (2002).
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Figura 2 — Representacéo da superficie da LP

Tampa Sitio Ativo

Dominio C-terminal Dominio N-terminal R .
Dominio C-terminal Dominio N-terminal

Conformacgao Fechada Conformagé&o Aberta

Fonte: Adaptado de MILED, N. et al. (2000).

3.3. Ligacdo entre Lipase Pancreéatica-Colipase

A colipase forma um complexo 1:1 com a LP (figura 3), facilitando a adsorcéo da
enzima na superficie da interface lipidio-agua coberta por sais biliares. O resultado disso € a
hidrolise rapida e eficiente do substrato de triglicerideos e fosfolipidios (BORGSTROM et al.,
1979; LARSSON e ERLANSON-ALBERTSSON, 1982; ERLANSON-ALBERTSSON,
1983; CARRIERE et al., 1998). Na auséncia de colipase, a LP é inativa frente & presenca dos
sais biliares encontrados no intestino delgado (CARRIERE et al., 1998).

A colipase é uma proteina anfifilica, fato que explica sua capacidade de se ligar com a
LP e, a0 mesmo tempo, com o substrato lipidico (MILED et al., 2000). A ligacdo com a LP
ocorre mediante interacdes polares com sua extremidade hidrofilica, enquanto que o sitio de
ligacdo interfacial com o substrato se d& pela extremidade formada por aminoacidos
hidrofébicos (CARRIERE et al., 1998; MILED et al., 2000).

A ligacdo LP-colipase é fortemente influenciada pela presenca de lipidios, sendo que
estudos revelaram que a orientacdo delas também depende do tipo de lipidio presente,
resultando em consequéncias nas propriedades funcionais do complexo (ERLANSON-
ALBERTSSON, 1982, 1983). Também, ha relatos de que os produtos da lipdlise exercem
influéncia sobre a ligacdo LP-colipase, podendo, em alguns casos, ser maior do que a exercida

pelo substrato. Nesse sentido, um aumento na interacéo entre a LP e a colipase na presenca de
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lipidios pode ser entendido como um aumento da concentracdo do componente hidrofébico no
meio. (PATTON et al., 1978; ERLANSON-ALBERTSSON, 1983).

Figura 3 - Estrutura e interacdo entre LP e Colipase

A Colipase B
\‘\n L Colipase
i & ‘ Tampa Sitio Ativo

Q

) NG @M)ﬁ

3

) "\l DA g

\\5‘ ‘> 7
T Dominio C-terminal
, I \ Dominio N-terminal
ﬂ Dominio N-terminal

BN

Dominio C-terminal
| LP Conformacao Aberta |

LP Conformacao Fechada

(A) Estrutura cristalogréfica da colipase e da LP na conformagéo fechada; (B) Representacéo da
superficie da ligacdo LP-colipase, na conformacéo aberta da LP. Fonte: Adaptado de MILED, N.
et al. (2000) e LOWE, M. E. (2002).

3.4. Lipase Pancreatica Porcina (LPP)

A LPP apresenta uma homologia de 86% com a LP humana, tornando-se uma das
lipases mais utilizadas em reacdes de biotransformacdo (WINKLER et al., 1990; BIRARI e
BHUTANI, 2007). Também, a LPP é bastante termoestavel, se mantém ativa em meios
reacionais anidros, e é economicamente mais viavel se comparada com as lipases de origem

humana, microbiana e de outros animais (GOGOI et al., 2008).

A LPP, assim como a LP humana, € uma pequena proteina globular composta por uma
cadeia de 449 aminoacidos, possuindo um dominio N-terminal (residuos 1-336) e um dominio
C-terminal (residuos 337-449). Como relatado anteriormente, a atividade hidrolitica da
enzima resulta da combinagéo dos fatores lipase, colipase e sais biliares (DE CARO et al.,
1981; HERMOSO et al., 1996; MENDES et al., 2012).
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4. INIBICAO ENZIMATICA

As reacOes catalisadas por enzimas podem ser interrompidas ou retardadas pela
temperatura, desidratacdo, pH, e também moléculas interferentes, genericamente
denominados inibidores enzimaticos, que figuram entre algumas importantes substancias de

interesse farmacéutico e farmacoldgico (NELSON e COX, 2008).

Os inibidores enzimaticos sdo classificados em duas classes, de acordo com seu modo

de acdo: inibidores reversiveis e irreversiveis (NELSON e COX, 2008).

Os inibidores reversiveis compreendem dois grupos: os inibidores competitivos, que
competem com o substrato pelo sitio ativo da enzima e impedem sua ligacdo; e os inibidores
ndo competitivos, que se ligam em um local diferente do sitio ativo, provocando a inibicdo da
reacao catalitica. Por sua vez, inibidores irreversiveis atuam ligando-se covalentemente com a
enzima, ou formando uma ligagdo ndo covalente, porém, relativamente estavel, ou destruindo

um grupo funcional essencial para a sua atividade (NELSON e COX, 2008).

4.1. Inibicdo da Lipase Pancreatica

Entre os principais mecanismos propostos para explicar a inibicdo da atividade da LP,
dois deles destacam-se entre os demais. Assim, a LP pode ter sua atividade catalitica
bloqueada através da inibicdo na interface lipidio-agua, sendo especifica, quando ha alguma
interacdo do inibidor com a lipase, ou ndo especifica, quando nao ha interacdo com a enzima;
e, também, através de ligacdo direta no seu sitio ativo, de forma irreversivel (PIERONI, 1990;
GUERCIOLINI, 1997; TISS, 2004; ALOULOU et al., 2006).

A inibicdo especifica na interface lipidio-agua pode ser diferenciada em duas
categorias:
M A inibicdo via anticorpos monoclonais €;

(i)  Ainibicdo envolvendo o dominio C-terminal isolado.

Em relacdo a primeira, verificou-se que alguns anticorpos monoclonais, sintetizados a
partir de epitopos da LP humana, foram capazes de reconhecer um epitopo conformacional no

dominio C-terminal que, ao formarem complexos com a enzima, interferem na adsorcéo
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interfacial, inibindo, assim, a atividade lipolitica (CHAHINIAN et al., 2002; ALOULOU et
al., 2006).

No que tange & segunda categoria, a inibicdo através do dominio C-terminal, isolado
da estrutura da enzima, baseia-se na capacidade deste de competir com a LP pela ligagdo com
a colipase, na presenca de elevadas concentracdes micelares de sais biliares, impedindo a
ancoragem na interface lipidio-agua (AYVAZIAN, 1996, 2001; ALOULOQOU et al., 2006).

A inibicdo ndo especifica pode ser exemplificada atraves dos sais biliares. Como
mencionado anteriormente, os sais biliares, moléculas com caracteristicas anfifilicas,
impedem a adsorcdo da LP na interface lipidio-agua, inibindo a lipdlise, de forma n&o
especifica (BORGSTROM 1975; MOMSEN e BROCKMANN, 1976; BEZZINE et al., 1999;
ALOULOU et al., 2006). Da mesma forma, outras moléculas com caracteristicas anfifilicas
também podem apresentar efeitos inibidores, competindo com a LP pela ligacdo com a
superficie lipidio-agua. Pode-se citar como exemplo a albumina sérica bovina, que em
elevadas concentracBes diminui a ligacdo da LPP com a interface lipidio-4gua, reduzindo,
portanto, a lipélise (BORGSTROM e ERLANSON, 1978; ALOULOU et al., 2006).

Em relacdo a inibi¢do por ligacdo direta no sitio ativo da enzima, um potente inibidor
da LP é o Orlistat, uma B-lactona lipofilica sintetizada a partir da lipstatina, um produto
natural do Streptomyces toxytricini (HADVARY et al., 1988; BORGSTROM, 1988:;
LUNDER et al., 2005; ALOULOQU et al., 2006). Este inibidor atua de forma covalente,
formando um complexo com a enzima resultante do ataque nucleofilico da serina do sitio
ativo da LP ao grupo B-lactona do farmaco (HADVARY et al., 1991; ALOULOU et al.,
2006; TSUJITA et al., 2006). Ao inibir a lipdlise gastrointestinal, o Orlistat reduz em torno de
30% da absorc¢do da gordura ingerida na dieta, sendo excretada quase totalmente pela via fecal
(HAUPTMAN et al., 2000; TOPLAK et al., 2005; ELANGBAM, 2009).

Atualmente, o Orlistat (Xenical®, Hoffman-La Roche) é o Unico medicamento
inibidor da LP disponivel no mercado. Entretanto, apresenta diversos efeitos colaterais como
flatuléncia, manchas oleosas, cOlicas abdominais, urgéncia e incontinéncia fecal e
esteatorréia, diminuindo a adesdo do paciente ao tratamento e criando necessidade de
tratamento adicional para minimizar esses efeitos indesejaveis (CHAPUT et al., 2007; YUN,
2010).
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5. ENSAIOS DE AVALIACAO DA ATIVIDADE DA LIPASE PANCREATICA

Véarios métodos foram desenvolvidos para avaliacdo da atividade lipolitica da LP in
vitro, que pode, por exemplo, ser medida através da taxa de desaparecimento de um substrato
ou da taxa de producdo de um determinado produto (SMELTZER et al., 1992; HASAN et al.,
2009). Além de observar as vantagens e possiveis restri¢cdes de cada protocolo no momento da
escolha do método mais adequado, a confiabilidade nos resultados obtidos depende da
identidade e qualidade da enzima utilizada, condi¢cbes do meio reacional, possiveis

interferentes e especificidade pelo substrato.

5.1. Parametros Criticos dos Ensaios in vitro

Tendo-se em vista a similaridade da LPP com a LP humana e o fato de ser uma das
enzimas mais utilizadas nos trabalhos de avaliagdo da atividade da LP, os aspectos abordados

apresentam um enfoque maior nas condi¢fes requeridas por essa enzima.

5.1.1. Tensoativos

Alguns estudos para avaliar a atividade da LP utilizam substéncias anfifilicas com o
intuito de maximizar a superficie de contato na interface lipidio-agua e, com isso, favorecer as
reacOes catalisadas pela enzima (DELORME et al., 2011). Essas substancias anfifilicas, ou
tensoativos, tém uma forte influéncia sobre as interacGes fisico-quimicas na interface lipidio-
agua, causando reducdo da tensdo interfacial, um consequente aumento do indice de dispersao
das goticulas lipofilicas na forma de emulsao ou favorecendo a formacédo de micelas (TISS et
al., 2001; DELORME et al., 2011).

Assim, sais biliares sdo tensoativos naturais que favorecem a dispersdo dos produtos
da hidrdlise das gorduras mediante formacao de micelas. Entretanto, observou-se que 0s sais
biliares podem provocar inibi¢do in vitro da atividade da LP, uma vez que esses tambem
teriam a capacidade de se ligar ao substrato lipidico, reduzindo o contato direto entre substrato
e enzima (MUN et al., 2007; DELORME et al., 2011; VIRANOQOV et al., 2012). Estudos
demonstram que os efeitos in vitro dos sais biliares sobre a LP dependem da sua
concentracdo, assim uma maior proporcdo de sais biliares ndo conjugados tende a inibir a

atividade da LP, enquanto que os sais biliares conjugados tendem a inibi-la quando em
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concentragdes acima da concentracdo micelar critica (CMC) (BORGSTROM e ERLANSON,
1973; KNARREBORG et al., 2003; BROWNLEE et al., 2010). Por outro lado, alguns
autores verificaram que os sais biliares conjugados em concentracbes abaixo da CMC
demonstraram um efeito estimulador sobre a lipdlise (BORGSTROM e ERLANSON, 1973;
BROWNLEE et al., 2010). Algumas hipdteses foram levantadas, como uma possivel
estabilizacdo da estrutura da enzima ou a formacdo de uma camada 6tima de sais biliares na
superficie do substrato, contudo esses resultados ndo foram confirmados (SCHOOR e
MELIUS, 1970; BROCKERHOFF, 1971; BORGSTROM e ERLANSON, 1973). Ainda,
outros estudos sugerem que os sais biliares evitam a adsorc¢ao da LP ao substrato por ligar-se
ao sitio ativo da enzima (WILDE e CHU, 2011).

Analogamente aos sais biliares, tensoativos sintéticos também apresentam efeito
inibidor sobre a LP, entretanto, ainda ndo existe consenso sobre 0 mecanismo responsavel por
essa inibicdo. Os tensoativos e a LP podem interagir, tanto em solucdo como na interface
agua-lipidio, sendo que as propriedades dos diferentes tensoativos (ibnicos e ndo idnicos)
podem modular essas interagdes (BROWNLEE et al., 2010). Estudos indicam que tensoativos
ndo ibnicos promovem principalmente interagdes hidrofdbicas, enquanto os idnicos, por sua
vez, promovem interacOes eletrostaticas relacionadas com a carga da enzima. Entretanto,
independente do tensoativo escolhido, as interacdes entre esses dois componentes pode
provocar diversas alteracdes sobre a estrutura e conformacao da enzima e, também, sobre a
interacdo entre a enzima e a interface lipidica (MILLER et al., 2000; ANTIPOVA et al.,
2001; BROWNLEE et al., 2010).

Segundo outros autores, 0s tensoativos competem com a LP pela adsorcéo na interface
lipidica e, quando presentes em concentracfes acima da CMC, mantém a LP na fase aquosa e
em sua forma inativa (TISS et al., 2004; BROWNLEE et al., 2010). Por outro lado, alguns
estudos demonstram que os tensoativos podem induzir e, posteriormente, bloquear a forma
ativa da enzima, tornando seu sitio ativo acessivel a um eventual inibidor. Assim, por
exemplo, o Orlistat teve sua atividade inibitoria aumentada na presenca de sais biliares,
quando esses estavam em concentragdes acima da CMC (BELLE et al., 2007; BROWNLEE
et al., 2010). Além disso, alguns autores relatam que tensoativos com ligagdes éster em sua
molécula podem, eventualmente, também servir de substrato para a enzima, configurando um

mecanismo de competicdo com o substrato lipidico propriamente dito, como seria 0 caso do
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polissorbato 20 (VON TIGERSTROM e STELMASCHUK, 1989; LEHNER e VERGER,
1997; GILHAM E LEHNER, 2005).

Tendo em vista que se trata de avaliacdo da atividade enzimatica sobre substratos
insollveis, torna-se evidente a dificuldade de prever como esses tensoativos podem interagir,
face a complexa compartimentalizacdo da enzima entre varias faces e interfaces
(BROWNLEE et al., 2010). Outro efeito imponderavel esta relacionado com a capacidade dos
tensoativos de formarem sistemas nano-estruturados, cuja complexidade é dependente da
concentragéo de tensoativos utilizada no experimento (FLORENCE e ATWOOQOD, 2011).

51.2. pH

O pH do meio reacional ndo aparenta ser fator importante a considerar, embora a
atividade méxima da LP ocorra na faixa entre 7,3 e 9,0 (MENDES et al., 2012) . Apesar de
ser uma enzima alcalina, ha relatos de sua atividade em meios neutros e moderadamente
acidos, sendo também estavel nessas condicdes. Isso é coerente com a faixa de pH intestinal
onde a LP atua, que varia de 5,0 a 7,0, e explica as diferencas entre as condi¢bes Otimas
relatadas para ensaios in vitro com LP que visavam mimetizar as reacdes metabdlicas in vivo
(BAGI et al., 1997; MENDES et al., 2012). Alguns exemplos de substratos e respectivos
valores de pH sdo: hidrélise de 6éleo de oliva emulsionado em pH entre 7,5 e 9,0; hidrolise de
triacetina em pH 7,0; e hidrolise de palmitato de p-nitrofenila em pH entre 7,4 e 8,5 (BAGI et
al., 1997; Ll et al., 2009; MENDES et al., 2012).

5.1.3. Temperatura

A LP é classificada como uma enzima mesofila, apresentando atividade 6tima na faixa
de temperatura entre 35 e 45 °C. Para fins experimentais, € importante assegurar essa faixa de
estabilidade térmica, de modo a melhor mimetizar as condigdes fisiologicas (BAI et al., 2006;
LEE et al., 2009; MENDES et al., 2012). Cabe salientar, por exemplo, que em solucdo Tris-
HCI a 60 °C, a LP perde aproximadamente 90% de sua atividade original (LU et al., 2012;
MENDES et al., 2012).
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5.1.4. Tons Metalicos

Os sais de ions metalicos também tém um papel relevante na atividade da LP, que
apresenta locais de ligacao especificos, podendo induzir tanto efeitos positivos quanto efeitos
negativos (SIMONS et al., 1998; MENDES et al., 2012). Os fons metalicos Ca** e Na*, por
exemplo, contribuem positivamente para a atividade da LP, entretanto por mecanismos
distintos (FREITAS et al., 2007; MENDES et al., 2012). O calcio evita a inibicdo pelo
acumulo de produtos da acdo enzimatica, formando sais insollveis de célcio com os acidos
graxos liberados na hidrélise (LI et al., 2011; MENDES et al., 2012). Ja o ion sodio contribui
aumentando o pH na interface enzima-lipidio, que tende a diminuir conforme progride a
liberacdo de acido graxos de cadeia longa, através da substituicdo dos ions hidrogénio pelos
ions sodio em torno da enzima (BROCKERHOFF e JENSEN, 1974; MENDES e DE
CASTRO, 2005; MENDES et al., 2012).

Contrariamente, os fons metéalicos AI**, Ag®, Fe?*, Pb®* sdo considerados inibidores
potenciais da LP. Os trés ultimos ions inibem a enzima através de alteracdo na sua
conformacdo nativa, ligando-se com os grupos SH dos residuos cisteina da cadeia proteica
(FREITAS et al., 2007; MENDES et al., 2012).

5.1.5. Substratos

Uma das propriedades mais importantes de qualquer enzima é a especificidade pelo
seu substrato. Essa especificidade pode ser influenciada de duas formas: pelo efeito indutivo
provocado pelos diferentes substituintes no substrato, sendo que atomos de halogénio, grupos
nitro e ciano podem aumentar o processo de hidrélise, enquanto, por outro lado, o grupo
hidroxila pode diminui-la; e pelo impedimento estérico, por exemplo, pela diminui¢do na taxa

de hidrdlise de ésteres de alcoois secundarios e fendlicos (MENDES et al., 2012).

Na avaliacdo in vitro da atividade da LP, além dos substratos naturais, representados
pelos ésteres de glicerol (tri-, di-, e monoacilglicerdis), ésteres de colesterol, fosfolipidios e 0s
galactolipidios, também se utilizam os substratos sintéticos (MAURICH et al., 1991a;
MENDES et al., 2012). E o caso dos substratos cromogénicos, representados por ésteres de
acidos graxos de p-nitrofenol, B-naftol, eosina, &cido salicilico, dimercaptoetanol ou por

acilglicerdis esterificados com acidos graxos contendo uma sonda cromogénica (MAURICH
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et al., 1991a). O palmitato de p-nitrofenila é um substrato utilizado para avaliar a atividade
catalitica da LP e que libera p-nitrofenol, que pode ser detectado e quantificado
espectrofotometricamente (WANG et al., 1983; MAURICH et al., 1991a).

5.2.  Métodos de Determinacdo da Atividade

A atividade lipolitica da LP pode ser determinada por diferentes métodos. Os acidos
graxos livres ou outros produtos liberados durante a hidrdlise dos substratos podem ser
quantificados por titulacdo do &cido graxo ou por complexacdo desse com um reagente
colorimétrico. Também, podem-se utilizar ésteres de p-nitrofenila como anédlogos dos
substratos, seguido da quantificacdo por espectrometria UV-VIS ou cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Os protocolos mais comumente utilizados na determinacdo da
atividade da LP sdo comentados a seguir (PINSIRODOM e PARKIN, 2001; GILHAM e
LEHNER, 2005; HASAN et al., 2009).

5.2.1. Método Titulométrico

O método titulométrico, baseado na titulacdo da acidez resultante da liberacdo de
acidos graxos pela reacéo lipolitica, € comumente utilizado para determinar a atividade da LP
e é tido como método de referéncia (BROCKMAN, 1981; DELLAMORA-ORTIZ et al.,
1997; PINSIRODOM e PARKIN, 2001; HASAN et al., 2009). Trata-se de um método
economicamente vidvel e de fécil execucdo, particularmente apropriado para caracterizar a
atividade da enzima, assim como o fendmeno de ativacdo interfacial (HASAN et al., 2009).
Também, permite que praticamente qualquer triglicerideo possa ser utilizado como substrato,
desde que esse possa permanecer disperso em uma solucdo, evitando, consequentemente, erro
nos resultados (JENSEN, 1983; PINSIRODOM e PARKIN, 2001).

Embora 0 método de titulagdo ndo seja o mais especifico para acidos graxos, a forma
como é conduzido proporciona a especificidade desejada (PINSIRODOM e PARKIN, 2001).
Para isso, é necessario considerar algumas variaveis criticas como:
(1) A adicdo de etanol & emulsdo com o intuito de facilitar a solubilizagdo dos &cidos
graxos;
(i) Escolha do indicador mais adequado, a fim de garantir a titulagdo completa de

todos os &cidos graxos;
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(ili)  Escolha de um tampdo consistente com o pH ideal e que ndo interfira nos
resultados da analise;

(iv)  Presenca de ions que possam provocar a saponificacdo dos acidos graxos, como
Mg®* e Ca?*.

No caso de substratos contendo triglicerideos naturais ou sintéticos na forma de
emulsdo, o0 meio pode ser agitado mecanicamente, neutralizando-se os acidos graxos liberados
com hidréxido de sédio (PINSIRODOM e PARKIN, 2001; HASAN et al., 2009). As
principais restricbes ao método séo a baixa sensibilidade e o fato de ndo permitir o estudo da
cinética de reacdo (GILHAM e LEHNER, 2005).

5.2.2. Método Espectrofotométrico

O método espectrofotométrico é comumente utilizado para investigar a atividade de
esterases e lipases, utilizando-se como substrato ésteres de p-nitrofenila com cadeias alifaticas
de diversos tamanhos (PINSIRODOM e PARKIN, 2001; GILHAM e LEHNER, 2005). Esse
método estd baseado na capacidade esterolitica da lipase, que libera como produto o p-
nitrofenol, um composto cromo6foro de coloracdo amarela, em meio levemente alcalino, que
apresenta Amax entre 400 — 410 nm (PINSIRODOM e PARKIN, 2001; GILHAM e
LEHNER, 2005).

Em geral, ésteres de cadeia curta, como o butirato, sdo utilizados para determinar a
atividade de esterase, enquanto que ésteres de cadeia longa, como laurato, palmitato e oleato,
sdo utilizados para a atividade da lipase (GILHAM e LEHNER, 2005). Apesar da facilidade
de aquisicdo e ampla utilizacdo, deve-se levar em consideracdo a natureza sintética desses
substratos, razdo pela qual eles fornecem apenas valores presuntivos da atividade enzimatica.
Desse modo, 0 método deve ser empregado com cautela, sendo recomendado na realizagdo de
avaliaces preliminares, que deverdo ser confirmadas posteriormente por um método mais
especifico (PINSIRODOM e PARKIN, 2001).

Os ésteres mais utilizados sdo o laurato e o palmitato, sendo os resultados obtidos com
esse Ultimo os que melhor se correlacionam com os obtidos pelo método titulométrico
(SIGURGISLADOTTIR et al.,1993; HASAN et al., 2009). Deve-se levar em consideracio

que ésteres de cadeia curta sdo solveis em solu¢Bes tamponadas, enquanto que substratos de
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cadeia longa, que incluem laurato e palmitato, requerem o uso de agentes emulsionantes
(GILHAM e LEHNER, 2005).

Entre as vantagens do método espectrofotométrico cabe mencionar o fato de se tratar
de um método pratico, rédpido, direto, que permite o estudo da cinética da atividade
enzimatica. Além disso, a execucdo do método requer a utilizacdo de pequenos volumes,
sendo adaptavel para placas tipo Elisa de 96 pocos e, consequentemente, passivel de
automacdo. Por essas caracteristicas, € 0 método de escolha para triagem de varias amostras
ou preparacdes (JAEGER e REETZ, 2000; PINSIRODOM e PARKIN, 2001; GILHAM e
LEHNER, 2005).

Algumas das limitac6es relacionadas a esse método incluem:

(i) A utilizacdo do método é desaconselhada no caso de amostras bioldgicas, sendo
mais indicado para o emprego em amostras de lipase purificada, por ndo conterem
substancias interferentes;

(i) A absorbéancia do p-nitrofenol é dependente do pH do meio reacional, motivo pelo
qual os ensaios cinéticos devem ser realizados em pH neutro e alcalino, ainda que
essa condicdo seja tida como desfavoravel a atividade de algumas lipases. Uma
forma de contornar essa limitacdo é aumentando o pH do meio reacional apds se
atingir o platd na cinética de reacdo;

(i) Qualquer eventual turvacédo introduzida na mistura reacional, como pode ocorrer
durante a preparacdo da amostra contendo a lipase, causaria um aumento errdneo
na leitura da absorbancia (GILHAM e LEHNER, 2005).

5.2.3. Método Colorimétrico

O método colorimétrico, que € considerado mais especifico do que o titulométrico,
envolve a complexacdo dos acidos graxos livres com uma substancia cromogénica, podendo
aumentar a velocidade e a sensibilidade dos ensaios de atividade da LP (LOWRY e
TINSLEY, 1976; PINSIRODOM e PARKIN, 2001). O principio do método se baseia na
formacdo de complexos entre acidos graxos e um metal bivalente, normalmente cobre, que
posteriormente sdo analisados espectrofotometricamente, no comprimento de onda adequado.
Os 4acidos graxos liberados complexados em meio organico na forma de sais cupricos

apresentam coloracdo azul. A quantificagdo é com auxilio de uma curva analitica preparada
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com é&cido oleico (DUNCOMBE, 1963; PINSIRODOM e PARKIN, 2001; HASAN et al.,
2009).

Para aumentar a sensibilidade do método costuma-se adicionar piridina a0 meio
reacional, o que aumenta a solubilidade dos complexos formados (PINSIRODOM e
PARKIN, 2001).

5.2.4. Métodos Cromatograficos

A cromatografia em camada delgada (CCD), a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e a cromatografia gasosa (CG) constam entre os métodos mais recentes utilizados na
determinacéo direta dos acidos graxos ou compostos cromoforos liberados ap6s a hidrolise do
substrato (CHRISTIE, 1987; GUNSTONE et al., 1994; HASAN et al., 2009).

Pela técnica de CCD os lipidios podem ser visualizados pela exposi¢cdo ao vapor de
iodo apos sua separacdo. Os valores de Rf das manchas reveladas sdo entdo comparados com
0s obtidos com as respectivas substancias de referéncia (LEHNER e KUKSIS, 1992;
GILHAM e LEHNER, 2005). Embora versétil e barato, a separacdo é demorada e a técnica
carece de especificidade, permitindo apenas a caracterizacdo dos produtos analisados. A
alternativa, baseada no uso de substancias radio-marcadas, possibilita rastrear a origem dos
produtos da acdo enzimatica, porém, requer cuidados adicionais no momento da manipulacéo
(GILHAM e LEHNER, 2005).

O CLAE permite a identificacdo e quantificacdo dos produtos da hidrélise pela LP, por
exemplo, de ésteres de p-nitrofenol (MAURICH et al., 1991a, 1991b; GILHAM e LEHNER,
2005). Esse método também pode ser utilizado para separar misturas de acidos graxos livres,
misturas de diferentes triglicerideos e, também, misturas desses dois grupos (ERGAN e
ANDRE, 1989; GILHAM e LEHNER, 2005). A identificacdo dos tipos de acidos graxos €
realizada por comparacdo dos tempos de retencdo com substancias de referéncia. A exigéncia
de equipamento especializado e de reagentes de alto grau de pureza limita a utilizacdo desta
técnica de custo elevado (GILHAM e LEHNER, 2005).

A CG também pode ser utilizada para separar e quantificar os produtos de hidrolise da
lipase, sendo preferivel ao CLAE devido a sua maior sensibilidade (GILHAM e LEHNER,
2005; HASAN et al., 2009). A técnica possibilita a quantificagdo simultanea de mono-, di-, e
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triglicerideos, e outros lipidios, requerendo apenas a adi¢do de uma quantidade conhecida de
padrdo interno (PLANK e LORBEER, 1995; GILHAM e LEHNER, 2005). Ainda que se trate
de um método extremamente sensivel, apresenta a desvantagem de ser trabalhoso e de

requerer equipamento especializado e de elevado custo (GILHAM e LEHNER, 2005).

5.2.5. Método Fluorimétrico

O método baseia-se na quantificacdo dos produtos da reacdo que se tornam
fluorescentes ap6s sofrerem o processo de hidrolise (GILHAM e LEHNER, 2005). Como
substrato é possivel utilizar um triglicerideo com um grupo alquila substituido por uma
porcdo com propriedade fluorescente, como o pireno (NEGRE et al., 1985; THUREN et al.,
1987; GILHAM e LEHNER, 2005). Apresenta como principais vantagens a sensibilidade, o
monitoramento continuo da cinética da reacdo e ndo interferéncia da turbidez do meio
reacional. A maior atividade lipolitica da LP é proporcional a intensidade da fluorescéncia
medida (GILHAM e LEHNER, 2005).
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6. SUBSTANCIAS COM ATIVIDADE INIBITORIA SOBRE A LIPASE
PANCREATICA

Descobertas recentes tém feito com que produtos naturais obtidos a partir de plantas
medicinais tradicionais despertem o interesse na busca de novas substancias capazes de inibir
a LP. Esse efeito inibidor tem sido demonstrado tanto para extratos, como para fragoes
enriquecidas e compostos quimicos isolados de diferentes espécies de vegetais. Alguns
exemplos de extratos estdo listados na tabela 1 (BIRARI e BHUTANI, 2007; SLANC et al.,
2009; BUSTANJI et al., 2011).

Pode-se observar que os ensaios de avaliacdo da atividade inibitdria dos extratos de
diferentes espécies vegetais empregaram como substrato os de origem sintética
preferencialmente, sendo o método espectrofotométrico o mais frequentemente utilizado.
Conforme foi salientado anteriormente, este método apenas fornece dados preliminares sobre
a atividade da LP. Assim sendo, os resultados listados devem ser vistos com cautela,
necessitando de avaliagdes mais especificas. Por esse motivo e considerando a complexidade
da composicdo desses extratos, os estudos levantados certamente ndo possibilitam a
identificacdo das substancias especificamente envolvidas na atividade inibitoria da LP.
Consequentemente, o eventual efeito sinérgico entre substancias de classes quimicas iguais ou
diferentes ndo pode ser considerado, do mesmo modo que qualquer interferéncia sobre
mecanismos de inibicdo fica vedada. Outra restricdo a aceitacdo irrestrita dos dados até hoje
relatados para extratos de plantas reside na diversidade de condigdes de reacdo, que incluem o
uso de tensoativos no meio reacional. Neste ultimo caso, as evidéncias indicam que, em
determinadas circunstancias, esse tipo de substancia pode interferir seriamente na atividade

determinada in vitro.

Tabela 1 - Extratos de espécies vegetais com atividade inibitoria sobre a LP, determinados por ensaios
espectrofotométricos.

Nome Cientifico Substrato* Referéncia
Amaranthus retroflexus OPN CONFORTI et al., 2011
Anchusa azurea OPN CONFORTI et al., 2011
Anthemis palestina BPN BUSTANJI et al., 2011
Arctostaphylos uva-ursi PPN SLANC et al., 2009
Asparagus acutifolius OPN CONFORTI et al., 2011
Baccharis trimera PPN SOUZA, S. et al., 2011
Bellis perennis X-PAL SLANC et al., 2009
Brassica nigra PPN SLANC et al., 2009
Brassica oleracea subs. capitata PPN SLANC et al., 2009

Continua.
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Continuagéo.

Nome Cientifico Substrato* Referéncia
Chrysanthemum coronarium. BPN BUSTANJI et al., 2011
Cleistocalyx operculatus PPN ZHANG e LU, 2012
Cnicus benedictus X-PAL SLANC et al., 2009
Cudrania tricuspidata BPN KIM et al., 2012
Diplotaxis tenuifolia OPN CONFORTI et al., 2011
Epilobium parviflorum X-PAL SLANC et al., 2009
Filipendula ulmaria PPN SLANC et al., 2009
Hypericum triquetrifolium BPN BUSTANJI et al., 2011
Lythrum salicaria X-PAL SLANC et al., 2009
Malus domestica PPN SLANC et al., 2009
Malva nicaeensis BPN BUSTANJI et al., 2011
Mentha spicata OPN CONFORTI et al., 2011
Morus bombycis BPN KIM et al., 2010
Musa sapientum PPN SLANC et al., 2009
Olea sativa X-PAL SLANC et al., 2009
Ononis natrix BPN BUSTANJI et al., 2011
Origanum syriacum BPN BUSTANJI et al., 2011
Origanum vulgare X-PAL SLANC et al., 2009
Origanum vulgare subsp. viridulum OPN CONFORTI et al., 2011
Papaver rhoeas subsp. rhoeas OPN CONFORTI et al., 2011
Paronychia argentea BPN BUSTANJI et al., 2011
Phaseolus vulgaris X-PAL SLANC et al., 2009
Picea abies PPN SLANC et al., 2009
Pisum sativum PPN SLANC et al., 2009
Portulaca orelacea OPN CONFORTI et al., 2011
Raphanus raphanistrum subsp. landra OPN CONFORTI et al., 2011
Raphanus sativus BPN BUSTANJI et al., 2011
Reseda alba BPN BUSTANJI et al., 2011
Rosmarinus officinalis PPN SLANC et al., 2009
Rubus caesius OPN CONFORTI et al., 2011
Rubus idaeus X-PAL SLANC et al., 2009
Rumex conglomeratus OPN CONFORTI et al., 2011
Salvia officinalis PPN SLANC et al., 2009
Satureja montana X-PAL SLANC et al., 2009
Silene vulgaris OPN CONFORTI et al., 2011
Smyrnium olusatrum OPN CONFORTI et al., 2011
Solanum tuberosum PPN SLANC et al., 2009
Sonchus asper OPN CONFORTI et al., 2011
Sonchus oleraceus OPN CONFORTI et al., 2011
Sorbus commixta BPN YUN et al., 2010
Syzygium aromaticum PPN SLANC et al., 2009
Tilia platyphyllos PPN SLANC et al., 2009
Thymus pulegioides PPN SLANC et al., 2009
Vaccinium myrtillus PPN SLANC et al., 2009
Viscum album BPN YUN, 2010
Conclusao.

*Palmitato de p-nitrofenila (PPN), Butirato de p-nitrofenila (BPN), Octanoato de p-nitrofenila (OPN), 5-bromo-

4-cloro-3-indoxilpalmitato (X-PAL).

6.1. Saponinas

Entre os compostos quimicos isolados, ha relatos de atividade inibitoria sobre a LP

para polifendis, metilxantinas, terpenos e saponinas (BIRARI E BHUTANI, 2007; DE LA
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GARZA et al., 2011). Dentre esses, da-se destaque as saponinas em face de suas propriedades

anfifilicas.

Saponinas sdo heterosideos formados pela ligacdo de uma ou mais cadeias osidicas a
um nucleo (aglicona) esteroide ou triterpénico. Constituem uma das classes de maior destaque
entre 0s metabdlitos secundarios, podendo ocorrer em um grande numero de espeécies
vegetais, sendo isoladas de raizes, rizomas, caules, cascas, folhas, sementes e frutos (SPARG
et al., 2004; VINCKEN et al.,, 2007; DE LA GARZA et al.,, 2011). Devido as suas
caracteristicas estruturais, as saponinas possuem propriedades anfifilicas, sendo identificaveis
uma parte lipofilica, a aglicona, e outra hidrofilica, formada pelos agucares (MITRA e
DUNGAN, 1997; PAVEI et al., 2007).

Além de seu emprego como tensoativo, as saponinas apresentam um grande nimero
de propriedades bioldgicas e farmacoldgicas relevantes e tém despertado o interesse para a
descoberta de propriedades ainda ndo estabelecidas (PAVEI et al., 2007). Nesse contexto,
alguns estudos avaliaram o potencial inibidor sobre a LP das saponinas de algumas espécies

vegetais (tabela 2).

Tabela 2 - Saponinas de espécies vegetais com atividade inibitéria sobre a LP.

Nome Cientifico Substrato I\/Ietc_Jdo ~ Referéncia
Determinacéao
Aesculus turbinata OoMU* Fluorescéncia KIMURA et al., 2006
Dioscorea nipponica OoMuU* Fluorescéncia KWON et al., 2003
Eleutherococcus senticosus Trioleina Colorimétrico Ll etal., 2007
Eleutherococcus sessiliflorus Oleo de Soja Colorimétrico YOSHIZUMI et al., 2006
Gardenia jasminoides Trioleina CLAE SHENG et al., 2006
Gypsophila oldhamiana Trioleina Colorimétrico ZHENG et al., 2007
Kochia scoparia Trioleina Colorimétrico HAN et al., 2006
Momordica charantia Trioleina Colorimétrico OISHI et al., 2007
Panax ginseng Trioleina Colorimétrico KARU et al., 2007
Panax japonicus Trioleina Colorimétrico HAN et al., 2005
Panax quinquefolium Trioleina Colorimétrico LIU et al, 2008
Platycodi radix Trioleina Colorimétrico XU et al., 2005
Sapindus rarak Trioleina Colorimétrico MORIKAWA et al., 2009
Scabiosa tschiliensis Trioleina Colorimétrico ZHENG et al., 2004

*Qleato de p-metilumbeliferona (OMU)

Como pode se constatar, os estudos listados relatam o uso preponderante da trioleina
como substrato para a enzima, sendo o método colorimétrico desenvolvido por Zapf e col.
(1981) o mais utilizado na determinagédo da atividade inibitoria da LP, em alguns casos com

modificacdes.
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Em relacdo ao meio reacional, apenas o estudo realizado por Sheng e col. (2006) fez
uso da colipase. Os demais ensaios fizeram uso apenas da LP. Praticamente todos os trabalhos
fizeram uso de agentes com caracteristicas tensoativas, a citar taurocolato de sédio e
fosfatidilcolina. Apesar disso, a avaliacdo de eventuais interferéncias analiticas causadas por
essas substancias ndo consta em nenhum dos trabalhos acima listados. Como mencionado
anteriormente, tensoativos podem interferir na atividade da LP, alterando os resultados
determinados in vitro. A utilizacdo de taurocolato de sodio na emulsificacao do substrato, por
exemplo, interferiu na atividade enzimatica da LP, provocando uma diminuicdo na mesma
(MARTINS et al., 2010). Contrariamente, outros resultados relatados, onde sais biliares,
incluindo acido taurocolico, foram adicionados ao meio reacional ndo contemplaram essa
interacdo dos tensoativos e a sua influéncia sobre a ativacdo ou inibicdo da atividade

enzimatica.

Em geral, os estudos se limitam a relatar a existéncia ou ndo da atividade inibitoria,
com excecdo de dois deles. Sheng e col. (2006) propem um possivel mecanismo de acdo das
saponinas de Gardenia jasminoides baseado na competicdo pelo substrato dessas com a
enzima. De forma similar, Oishi e col. (2007) propdem que a fracdo saponosidica de
Momordica charantia interage com o substrato, reduzindo a area de contato entre substrato e

a LP, inibindo-a, indiretamente.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos vem se observando uma intensificacdo na busca de novas
alternativas terapéuticas no tratamento da obesidade. Nesse contexto, a inibicao da atividade
da LP tem se convertido em objeto de estudos destinados & identificacdo de substancias que
representem novos modelos moleculares e que sejam capazes de inativa-la seletivamente.
Contudo, os aspectos que incidem na escolha e realizacdo do método de determinacdo da

atividade inibitoria da LP sdo varios e distintos.

No que se refere aos produtos naturais de origem vegetal, os dados levantados
mostram que os estudos foram realizados, majoritariamente, com 0s extratos brutos, mediante
determinacdo pelo método espectrofotométrico e uso de substratos sintéticos. Contrariamente,
os estudos realizados com fragdes saponosidicas utilizaram o método colorimétrico e
substratos naturais. Este fato impede chegar a conclusdes inequivocas, uma vez que o0 método
escolhido pode ndo ser o mais indicado para as caracteristicas da substancia e do substrato

utilizados.

Outro aspecto a ser levantado refere-se ao padrdo de referéncia. Nem todos 0s ensaios
mencionam a utilizacdo de um farmaco de referéncia, mas quando mencionam, € o Orlistat.
Este farmaco tem seu mecanismo de a¢do bem estabelecido e atua diretamente sobre a LP,
inibindo-a de forma irreversivel. Isso implica que um resultado positivo para a substancia
testada, em um ensaio realizado nas mesmas condi¢cdes experimentais que o Orlistat, ocorreu
de condicBes experimentais favoraveis a ambos, pressupondo-se um mecanismo de acdo
similar ao do Orlistat. Contudo, existe evidencia que algumas substancias dependem de
fatores especificos para exercer atividade inibitéria da LP in vitro, o que poderia levar a

resultados falso-negativos decorrentes de condi¢des experimentais inapropriadas.

Do ponto de vista analitico, as perspectivas futuras apontam para necessidade de:
M Avaliar a atividade enzimatica da LP em um meio reacional que mimetize o mais
préximo possivel o meio intestinal in vivo;
(i) Avaliar e padronizar criteriosamente 0 método de determinacdo da atividade
inibitéria da LP segundo as peculiaridades da substancia testada e do substrato

utilizado e;
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(ili)  Face ao conhecimento acumulado sobre o mecanismo de acdo das lipases, avaliar a
atividade das substéncias candidatas visando estabelecer o mecanismo de acdo

préprio.
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