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RESUMO 

 

Obesidade é uma doença crônica que predispõe à hipertensão, diabetes tipo II, hiperlipidemia, 

doença coronariana, acidente vascular cerebral e certos tipos de câncer. O aumento da sua 

prevalência no Brasil, assim como em vários países, tem se tornado um problema de saúde 

pública e tem incentivado a busca por novas alternativas farmacológicas para o tratamento 

desta patologia. Os efeitos adversos dos inibidores de apetite de ação central e a sua recente 

proibição em alguns países, incluindo o Brasil, têm propiciado alternativamente a pesquisa de 

fármacos de ação periférica. Nesse contexto, o desenvolvimento de inibidores da digestão e 

absorção de lipídios através de mecanismos gastrointestinais surge como uma importante 

estratégia. Entre os potenciais alvos terapêuticos encontram-se enzimas envolvidas no 

metabolismo dos lipídios, com destaque para a lipase pancreática (LP). Orlistat, um forte 

inibidor da LP, é usualmente utilizado como fármaco de referência. A avaliação da inibição 

da atividade da LP pode ser realizada por diferentes métodos in vitro, mediante determinação 

dos ácidos graxos livres ou de outros produtos resultantes da hidrólise do substrato. 

Entretanto, a evidência acumulada indica a existência de variáveis analíticas que são 

determinantes para a exatidão e precisão do método e que, consequentemente, devem ser 

levadas em consideração a fim de se obter resultados confiáveis. Fatores críticos, como 

composição do meio de incubação, uso e tipo de tensoativo, tempo e modo de interromper a 

reação enzimática podem ser significativos, dependendo da substância a ser analisada. Neste 

trabalho, aspectos relevantes a este tema são abordados de modo sistemático, visando destacar 

as principais variáveis analíticas implícitas na avaliação in vitro da atividade inibitória sobre a 

LP. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, a obesidade pode ser definida como 

uma doença crônica, prevalente tanto em países desenvolvidos quanto naqueles em via de 

desenvolvimento, podendo afetar crianças e adultos (WHO, 2013). Em termos numéricos, a 

obesidade é caracterizada quando o Índice de Massa Corporal (IMC)* excede 30 kg/m
2
, 

diferenciando-a da condição de sobrepeso, quando o IMC resulta entre 25 e 29,9 kg/m
2 

(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH-US, 1998; MARINOU et al., 2010). Atualmente, 

é considerada um dos maiores desafios da saúde pública global, tendo-se em vista o 

significativo aumento de sua prevalência, gerando custos substanciais, diretos e indiretos, aos 

cofres públicos (RÖSSNER, 2002; BRASIL, 2013b). 

 

Estratégias atuais para o tratamento da obesidade e sobrepeso incluem modificações 

dos hábitos alimentares e exercícios físicos, terapia com medicamentos e cirurgia bariátrica, 

isolados ou em combinação (ELANGBAM, 2009). O tratamento com medicamentos, 

geralmente, é recomendado para pacientes com IMC ≥ 30 kg/m
2
 ou para pacientes com IMC 

entre 27 e 29,9 kg/m
2
 que apresentem alguma comorbidade relacionada à obesidade 

(ELANGBAM, 2009; KANG e PARK, 2012).  Esses medicamentos podem atuar mediante 

ação central, periférica ou a combinação de ambas (ELANGBAM, 2009). Entretanto, os 

medicamentos com atuação sobre o sistema nervoso central, inibidores do apetite, 

especificamente, apresentam efeitos adversos consideráveis, como aumento dos riscos de 

problemas cardiovasculares (WOOLTORTON, 2002; ELANGBAM, 2009). Assim como em 

outros países, no Brasil a comercialização das anfetaminas está proibida desde 2011 e os 

derivados da sibutramina em assunto de discussão, sendo que recentemente decidiu-se por 

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

 

Uma das causas da obesidade está associada ao desequilíbrio no metabolismo de 

lipídios, afetando, assim, a homeostase no organismo (HOFBAUER, 2002; WEIGLE, 2003; 

SRIVASTAVA e SRIVASTAVA, 2004). Nesse contexto, a intervenção sobre o metabolismo 

lipídico surge como alternativa intermediária no tratamento dessa doença. Uma importante 

estratégia inclui o desenvolvimento de inibidores da digestão e absorção de lipídios através de 

mecanismos gastrointestinais, caracterizando uma intervenção periférica, ao invés de central 

(SHI e BURN, 2004; FOSTER-SCHUBERT e CUMMINGS, 2006). 

*O IMC é calculado através da fórmula: peso (kg)/altura (m
2
) 
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Essa potencial abordagem terapêutica implica na identificação, cada dia crescente, das 

enzimas envolvidas nesse metabolismo, entre elas, a lipase pancreática (LP), provavelmente 

tida como principal alvo terapêutico em potencial (SHI e BURN, 2004; BIRARI e 

BHUTANI, 2007). 

 

Para avaliar a atividade inibitória sobe a LP é necessário dispor de ensaios específicos 

capazes de avaliar a atividade da enzima e, consequentemente, a sua posterior inibição. 

Alguns métodos desenvolvidos com intuito de avaliar in vitro a atividade da LP têm se 

fundamentado no doseamento dos ácidos graxos livres ou dos produtos liberados pela 

hidrólise do substrato (SMELTZER et al, 1992; HASAN et al, 2009). 

 

O presente trabalho consiste em uma revisão crítica dos métodos de determinação da 

inibição da lipase pancreática, à luz de aspectos relevantes relacionados com características da 

enzima e os mecanismos de ação e inibição.  
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2. OBESIDADE 

 

Não é possível abordar temas referentes à determinação da atividade inibitória da LP 

sem contextualizar a importância desses no marco da obesidade. 

 

A obesidade é tida como uma doença crônica, sendo caracterizada como uma 

proporção anormal ou excessiva de massa de gordura no corpo. O excesso de peso é um fator 

predisponente para doenças como hipertensão arterial, dislipidemia, diabetes II, doenças 

cardiovasculares, apneia do sono e alguns tipos de câncer. Entre os diversos fatores que levam 

ao sobrepeso e à obesidade, merecem destaque aqueles de natureza genética, metabólica, 

comportamental e ambiental (RÖSSNER, 2002). No entanto, várias consequências negativas 

associadas ao excesso de peso são de caráter reversível, desaparecendo com o 

restabelecimento do peso normal (RÖSSNER, 2002; CALLE et al., 1999; WHO, 2013). 

 

A obesidade é considerada um dos maiores desafios da saúde pública do século XXI, 

tendo em vista o aumento de sua prevalência na população mundial em níveis estatisticamente 

alarmantes. Considera-se que há cerca de 475 milhões de adultos obesos, mais de 200 milhões 

de crianças em idade escolar acima do peso, e, pelo menos, 2,8 milhões de adultos que vão a 

óbito a cada ano como resultado do excesso de peso ou obesidade (RÖSSNER, 2002; WHO, 

2013; IASO, 2013). De igual importância, é o impacto dos custos substanciais, diretos e 

indiretos, aos cofres públicos, associados à necessidade de serviços de prevenção, diagnóstico 

e tratamento do excesso de peso e de comorbidades correlatas (WHO, 2013; IASO, 2013). 

 

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saúde, a proporção de pessoas com 

sobrepeso avançou de 42,7%, em 2006, para 48,5%, em 2011, e, a proporção de pessoas 

obesas avançou de 11,4% para 15,8%. Anualmente, o Sistema Único de Saúde gasta cerca de 

R$ 488 milhões com o tratamento de doenças associadas à obesidade (BRASIL, 2013b).  

 

Também, a obesidade pode resultar em impactos sociais, pois os obesos são muitas 

vezes estigmatizados, podendo desencadear graves problemas psicológicos associados à 

depressão e baixa autoestima, em detrimento da qualidade de vida e saúde mental do 

indivíduo (IASO, 2013).  
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3. METABOLISMO LIPÍDICO 

 

Muitos organismos armazenam energia sob a forma de óleos e gorduras, derivados de 

ácidos graxos. Mais da metade da energia utilizada pelo coração, por exemplo, deriva desses 

ácidos graxos, que procedem de várias fontes, entre elas, das gorduras consumidas na dieta. 

(NELSON e COX, 2008). 

 

Previamente à absorção, ocorre a hidrólise dos triglicerídeos ingeridos na dieta. O 

processo se inicia na boca, continua no estômago mediante uma lipase gástrica estável ao 

ácido, e se completa no duodeno pela ação da LP, principalmente. Essa ação das lipases sobre 

os lipídios permite a conversão dos triglicerídeos em mono- e diglicerídeos, ácidos graxos 

livres e glicerol. Os produtos liberados pela hidrólise de lipídios são absorvidos pelos 

enterócitos na forma de micelas formadas pelos sais biliares, colesterol e ácido lisofosfatídico, 

seguindo-se a ressíntese em triglicerídeos, que são armazenados nos adipócitos (BIRARI e 

BHUTANI, 2007; NELSON e COX, 2010; DE LA GARZA et al., 2011). 

 

A síntese e o metabolismo de ácidos graxos e triglicerídeos são processos 

coordenados, mediados por enzimas reguladas por estímulos nutricionais e hormonais. O 

metabolismo lipídico deve ser mantido em equilíbrio para que o organismo permaneça em 

homeostase. Caso esse equilíbrio seja perdido, podem desenvolver-se obesidade e doenças 

correlacionadas (SHI e BURN, 2004; BIRARI e BUTHANI, 2007). 

 

Consequentemente, as enzimas envolvidas no metabolismo lipídico são alvos 

potenciais da descoberta de novos fármacos capazes de inibir a digestão e absorção de lipídios 

em nível periférico (LUNDER et al, 2005; ELANGBAM, 2009). Assim, o mecanismo do 

metabolismo lipídico e a identificação de enzimas relacionadas, com destaque para a LP, vêm 

sendo fortemente estudados visando ao tratamento da obesidade. Uma das principais 

vantagens dessa estratégia é a exclusão dos mecanismos de ação central (LUNDER et al, 

2005; ELANGBAM, 2009). 

 

3.1. Lipase Pancreática 

 

Lipases são enzimas que digerem gorduras, incluindo triglicerídeos e fosfolipídios, e 

que desempenham um papel fundamental no metabolismo lipídico.  As lipases humanas 

incluem o grupo de lipases pré-duodenais (lingual e gástrica) e o grupo das extra-duodenais 
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(pancreática, hepática, lipoproteica e endotelial) (MUKHERJEE, 2003; BIRARI e 

BHUTANI, 2007). 

 

As lipases, também conhecidas como triacilglicerolacil-hidrolases, catalisam a 

hidrólise de triglicerídeos formando ácidos graxos livres e glicerol em meio aquoso, ou atuam 

na reação inversa em meio orgânico (KILINÇ et al., 2002). A enzima remove os ácidos 

graxos das posições α e α’ dos triglicerídeos, resultando em ß-monoglicerídeos, ácidos graxos 

saturados de cadeia longa e ácidos graxos poliinsaturados (MUKHERJEE, 2003; SHI e 

BURN, 2004; BIRARI e BHUTANI, 2007).  Além da atividade hidrolítica, essas enzimas 

catalisam as reações de esterificação, interesterificação, alcoólise, acidólise e aminólise dos 

triglicerídeos (JOSEPH et al., 2008; HASAN et al., 2009). A especificidade dessas enzimas 

para a hidrólise de triglicerídeos varia consideravelmente, sendo que lipases de diferentes 

origens mostram afinidades diferentes para tri-, di-, e monoglicerídeos, e para vários álcoois 

alifáticos (KAPOOR e GUPTA, 2012). 

 

  A LP, sintetizada pelas células acinares do pâncreas, é uma das enzimas que compõem 

o suco pancreático, tornando-se essencial para a digestão, a nível intestinal, de gorduras 

ingeridas na dieta (MUKHERJEE, 2003). A secreção da enzima pode ser estimulada por 

hormônios intestinais, como a colecistocinina e a secretina, recebendo reforço por 

mecanismos colinérgicos (BOROVICKA et al., 1997; MILED et al., 2000) . Sendo 

responsável pela hidrólise de 50 a 70% do total de gorduras ingeridas pela dieta, a LP tem 

sido amplamente utilizada para a determinação da eficácia de produtos como agentes 

antiobesidade (SHI e BURN, 2004; BIRARI e BHUTANI, 2007). 

 

O substrato para a lipase é a fase não aquosa, constituída por agregados lipídicos e não 

por uma molécula única (ESPOSITO et al., 1973; LAGOCKI et al., 1973; MUKHERJEE, 

2003). Contudo, sais biliares e outras substâncias anfifílicas dificultam a atividade da LP, 

impedindo a ligação da enzima com a superfície lipídica (RUGANI et al., 1995; VAN 

TILBEURGH et al., 1999). Para que a enzima atue de forma ideal, faz-se necessária a 

presença de um cofator, a colipase, uma proteína exócrina do pâncreas que, na presença das 

substâncias interferentes, atua ancorando a enzima na interface entre água-lipídio 

(BROCKMAN, 2000; RUGANI et al., 1995; MUKHERJEE, 2003). 
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3.2. Propriedades Estruturais da Lipase Pancreática 

 

A LP é uma enzima solúvel em água, com tamanho de 50 kDa, composta por 449 

resíduos de aminoácidos, apresentando dois domínios estruturais: um domínio N-terminal 

grande (resíduos 1-336) e um domínio C-terminal menor (resíduos 337-449), demonstrado 

nas figuras 1 e 2 (WINKLER et al., 1990; MILED et al., 2000). 

 

O domínio N-terminal contém um sítio ativo composto por uma tríade catalítica 

formada por Ser 152, Asp 176 e His 263. Identificou-se uma superfície em alça denominada 

tampa do domínio, formada por uma ponte dissulfeto entre os resíduos 237 e 261, cobrindo o 

sítio ativo (WINKLER et al., 1990; LOWE, 2002). Essa superfície é estabilizada através de 

ligações de van der Waals com outras duas alças denominadas ß5, formada pela ligação entre 

os resíduos 75 e 84, e ß9, formada pela ligação entre os resíduos 203 e 223 (WINKLER et al., 

1990; VAN TILBEURGH et al., 1993; MILED et al., 2000). Na presença de lipídios, há a 

hipótese de que esses três elementos sofram um rearranjo com o intuito de permitir o acesso 

do substrato ao sítio ativo (VAN TILBEURGH et al., 1993; MILED et al., 2000). 

 

O domínio C-terminal da LP tem papel importante na ligação com a colipase. 

Entretanto, na ausência de interface, ou seja, substrato, não ocorre mudança conformacional 

na molécula da enzima induzida pela ligação com a colipase (CARRIÈRE et al., 1998; 

MILED et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Domínio C-terminal 

Domínio N-terminal 

Tampa Sítio Ativo 

Conformação Fechada Conformação Aberta 

Tampa Sítio Ativo 

Domínio C-terminal 

Domínio N-terminal 

Figura 1 - Estrutura cristalográfica da LP 

Fonte: Adaptado de LOWE, M. E. (2002). 
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3.3. Ligação entre Lipase Pancreática-Colipase 

 

A colipase forma um complexo 1:1 com a LP (figura 3), facilitando a adsorção da 

enzima na superfície da interface lipídio-água coberta por sais biliares. O resultado disso é a 

hidrólise rápida e eficiente do substrato de triglicerídeos e fosfolipídios (BORGSTRÖM et al., 

1979; LARSSON e ERLANSON-ALBERTSSON, 1982; ERLANSON-ALBERTSSON, 

1983; CARRIÈRE et al., 1998). Na ausência de colipase, a LP é inativa frente à presença dos 

sais biliares encontrados no intestino delgado (CARRIÈRE et al., 1998). 

 

A colipase é uma proteína anfifílica, fato que explica sua capacidade de se ligar com a 

LP e, ao mesmo tempo, com o substrato lipídico (MILED et al., 2000). A ligação com a LP 

ocorre mediante interações polares com sua extremidade hidrofílica, enquanto que o sítio de 

ligação interfacial com o substrato se dá pela extremidade formada por aminoácidos 

hidrofóbicos (CARRIÈRE et al., 1998; MILED et al., 2000). 

 

A ligação LP-colipase é fortemente influenciada pela presença de lipídios, sendo que 

estudos revelaram que a orientação delas também depende do tipo de lipídio presente, 

resultando em consequências nas propriedades funcionais do complexo (ERLANSON-

ALBERTSSON, 1982, 1983). Também, há relatos de que os produtos da lipólise exercem 

influência sobre a ligação LP-colipase, podendo, em alguns casos, ser maior do que a exercida 

pelo substrato. Nesse sentido, um aumento na interação entre a LP e a colipase na presença de 

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

Conformação Fechada 

Domínio C-terminal Domínio N-terminal 
Domínio C-terminal Domínio N-terminal 

Conformação Aberta 

Tampa Sítio Ativo 

Figura 2 – Representação da superfície da LP 
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lipídios pode ser entendido como um aumento da concentração do componente hidrofóbico no 

meio. (PATTON et al., 1978; ERLANSON-ALBERTSSON, 1983). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Lipase Pancreática Porcina (LPP) 

 

A LPP apresenta uma homologia de 86% com a LP humana, tornando-se uma das 

lipases mais utilizadas em reações de biotransformação (WINKLER et al., 1990; BIRARI e 

BHUTANI, 2007). Também, a LPP é bastante termoestável, se mantém ativa em meios 

reacionais anidros, e é economicamente mais viável se comparada com as lipases de origem 

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

 

A LPP, assim como a LP humana, é uma pequena proteína globular composta por uma 

cadeia de 449 aminoácidos, possuindo um domínio N-terminal (resíduos 1-336) e um domínio 

C-terminal (resíduos 337-449). Como relatado anteriormente, a atividade hidrolítica da 

enzima resulta da combinação dos fatores lipase, colipase e sais biliares (DE CARO et al., 

1981; HERMOSO et al., 1996; MENDES et al., 2012). 

 

Domínio C-terminal 

Domínio N-terminal 

Tampa Sítio Ativo 

Colipase 

 LP Conformação Fechada 

A B 

(A) Estrutura cristalográfica da colipase e da LP na conformação fechada; (B) Representação da 

superfície da ligação LP-colipase, na conformação aberta da LP.  Fonte: Adaptado de MILED, N. 

et al. (2000) e LOWE, M. E. (2002). 

Colipase 

Domínio C-terminal 

Domínio N-terminal 

LP Conformação Aberta 

Figura 3 - Estrutura e interação entre LP e Colipase 
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4. INIBIÇÃO ENZIMÁTICA 

 

As reações catalisadas por enzimas podem ser interrompidas ou retardadas pela 

temperatura, desidratação, pH, e também moléculas interferentes, genericamente 

denominados inibidores enzimáticos, que figuram entre algumas importantes substâncias de 

interesse farmacêutico e farmacológico (NELSON e COX, 2008). 

 

Os inibidores enzimáticos são classificados em duas classes, de acordo com seu modo 

de ação: inibidores reversíveis e irreversíveis (NELSON e COX, 2008). 

 

Os inibidores reversíveis compreendem dois grupos: os inibidores competitivos, que 

competem com o substrato pelo sítio ativo da enzima e impedem sua ligação; e os inibidores 

não competitivos, que se ligam em um local diferente do sítio ativo, provocando a inibição da 

reação catalítica. Por sua vez, inibidores irreversíveis atuam ligando-se covalentemente com a 

enzima, ou formando uma ligação não covalente, porém, relativamente estável, ou destruindo 

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

 

4.1. Inibição da Lipase Pancreática 

 

Entre os principais mecanismos propostos para explicar a inibição da atividade da LP, 

dois deles destacam-se entre os demais. Assim, a LP pode ter sua atividade catalítica 

bloqueada através da inibição na interface lipídio-água, sendo específica, quando há alguma 

interação do inibidor com a lipase, ou não específica, quando não há interação com a enzima; 

e, também, através de ligação direta no seu sítio ativo, de forma irreversível (PIERONI, 1990; 

GUERCIOLINI, 1997; TISS, 2004; ALOULOU et al., 2006). 

 

A inibição específica na interface lipídio-água pode ser diferenciada em duas 

categorias: 

(i) A inibição via anticorpos monoclonais e; 

(ii) A inibição envolvendo o domínio C-terminal isolado. 

 

Em relação à primeira, verificou-se que alguns anticorpos monoclonais, sintetizados a 

partir de epítopos da LP humana, foram capazes de reconhecer um epítopo conformacional no 

domínio C-terminal que, ao formarem complexos com a enzima, interferem na adsorção 
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interfacial, inibindo, assim, a atividade lipolítica (CHAHINIAN et al., 2002; ALOULOU et 

al., 2006). 

 

 No que tange à segunda categoria, a inibição através do domínio C-terminal, isolado 

da estrutura da enzima, baseia-se na capacidade deste de competir com a LP pela ligação com 

a colipase, na presença de elevadas concentrações micelares de sais biliares, impedindo a 

ancoragem na interface lipídio-água (AYVAZIAN, 1996, 2001; ALOULOU et al., 2006). 

 

A inibição não específica pode ser exemplificada através dos sais biliares. Como 

mencionado anteriormente, os sais biliares, moléculas com características anfifílicas, 

impedem a adsorção da LP na interface lipídio-água, inibindo a lipólise, de forma não 

específica (BORGSTRÖM 1975; MOMSEN e BROCKMANN, 1976; BEZZINE et al., 1999; 

ALOULOU et al., 2006). Da mesma forma, outras moléculas com características anfifílicas 

também podem apresentar efeitos inibidores, competindo com a LP pela ligação com a 

superfície lipídio-água. Pode-se citar como exemplo a albumina sérica bovina, que em 

elevadas concentrações diminui a ligação da LPP com a interface lipídio-água, reduzindo, 

portanto, a lipólise (BORGSTRÖM e ERLANSON, 1978; ALOULOU et al., 2006). 

 

Em relação à inibição por ligação direta no sítio ativo da enzima, um potente inibidor 

da LP é o Orlistat, uma β-lactona lipofílica sintetizada a partir da lipstatina, um produto 

natural do Streptomyces toxytricini (HADVÀRY et al., 1988; BORGSTRÖM, 1988; 

LUNDER et al., 2005; ALOULOU et al., 2006). Este inibidor atua de forma covalente, 

formando um complexo com a enzima resultante do ataque nucleofílico da serina do sítio 

ativo da LP ao grupo β-lactona do fármaco (HADVÀRY et al., 1991; ALOULOU et al., 

2006; TSUJITA et al., 2006). Ao inibir a lipólise gastrointestinal, o Orlistat reduz em torno de 

30% da absorção 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 único medicamento 

inibidor da LP disponível no mercado. Entretanto, apresenta diversos efeitos colaterais como 

flatulência, manchas oleosas, cólicas abdominais, urgência e incontinência fecal e 

esteatorréia, diminuindo a adesão do paciente ao tratamento e criando necessidade de 

tratamento adicional para minimizar esses efeitos indesejáveis (CHAPUT et al., 2007; YUN, 

2010). 
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5. ENSAIOS DE AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DA LIPASE PANCREÁTICA 

 

Vários métodos foram desenvolvidos para avaliação da atividade lipolítica da LP in 

vitro, que pode, por exemplo, ser medida através da taxa de desaparecimento de um substrato 

ou da taxa de produção de um determinado produto (SMELTZER et al., 1992; HASAN et al., 

2009). Além de observar as vantagens e possíveis restrições de cada protocolo no momento da 

escolha do método mais adequado, a confiabilidade nos resultados obtidos depende da 

identidade e qualidade da enzima utilizada, condições do meio reacional, possíveis 

interferentes e especificidade pelo substrato. 

 

5.1. Parâmetros Críticos 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 avaliação da atividade da LP, os aspectos abordados 

apresentam um enfoque maior nas condições requeridas por essa enzima. 

 

5.1.1. Tensoativos 

 

Alguns estudos para avaliar a atividade da LP utilizam substâncias anfifílicas com o 

intuito de maximizar a superfície de contato na interface lipídio-água e, com isso, favorecer as 

reações catalisadas pela enzima (DELORME et al., 2011). Essas substâncias anfifílicas, ou 

tensoativos, têm uma forte influência sobre as interações físico-químicas na interface lipídio-

água, causando redução da tensão interfacial, um consequente aumento do índice de dispersão 

das gotículas lipofílicas na forma de emulsão ou favorecendo a formação de micelas (TISS et 

al., 2001; DELORME et al., 2011). 

 

Assim, sais biliares são tensoativos naturais que favorecem a dispersão dos produtos 

da hidrólise das gorduras mediante formação de micelas. Entretanto, observou-se que os sais 

biliares podem provocar inibição in vitro da atividade da LP, uma vez que esses também 

teriam a capacidade de se ligar ao substrato lipídico, reduzindo o contato direto entre substrato 

e enzima (MUN et al., 2007; DELORME et al., 2011; VIRANOV et al., 2012). Estudos 

demonstram que os efeitos in vitro dos sais biliares sobre a LP dependem da sua 

concentração, assim uma maior proporção de sais biliares não conjugados tende a inibir a 

atividade da LP, enquanto que os sais biliares conjugados tendem a inibi-la quando em 
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concentrações acima da concentração micelar crítica (CMC) (BORGSTRÖM e ERLANSON, 

1973; KNARREBORG et al., 2003; BROWNLEE et al., 2010). Por outro lado, alguns 

autores verificaram que os sais biliares conjugados em concentrações abaixo da CMC 

demonstraram um efeito estimulador sobre a lipólise (BORGSTRÖM e ERLANSON, 1973; 

BROWNLEE et al., 2010). Algumas hipóteses foram levantadas, como uma possível 

estabilização da estrutura da enzima ou a formação de uma camada ótima de sais biliares na 

superfície do substrato, contudo esses resultados não foram confirmados (SCHOOR e 

MELIUS, 1970; BROCKERHOFF, 1971; BORGSTRÖM e ERLANSON, 1973). Ainda, 

outros estudos sugerem que os sais biliares evitam a adsorção da LP ao substrato por ligar-se 

ao sítio ativo da enzima (WILDE e CHU, 2011). 

 

Analogamente aos sais biliares, tensoativos sintéticos também apresentam efeito 

inibidor sobre a LP, entretanto, ainda não existe consenso sobre o mecanismo responsável por 

essa inibição. Os tensoativos e a LP podem interagir, tanto em solução como na interface 

água-lipídio, sendo que as propriedades dos diferentes tensoativos (iônicos e não iônicos) 

podem modular essas interações (BROWNLEE et al., 2010). Estudos indicam que tensoativos 

não iônicos promovem principalmente interações hidrofóbicas, enquanto os iônicos, por sua 

vez, promovem interações eletrostáticas relacionadas com a carga da enzima. Entretanto, 

independente do tensoativo escolhido, as interações entre esses dois componentes pode 

provocar diversas alterações sobre a estrutura e conformação da enzima e, também, sobre a 

interação entre a enzima e a interface lipídica (MILLER et al., 2000; ANTIPOVA et al., 

2001; BROWNLEE et al., 2010). 

 

Segundo outros autores, os tensoativos competem com a LP pela adsorção na interface 

lipídica e, quando presentes em concentrações acima da CMC, mantêm 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 sítio ativo acessível a um eventual inibidor. Assim, por 

exemplo, o Orlistat teve sua atividade inibitória aumentada na presença de sais biliares, 

quando esses estavam em concentrações acima da CMC (BELLE et al., 2007; BROWNLEE 

et al., 2010). Além disso, alguns autores relatam que tensoativos com ligações éster em sua 

molécula podem, eventualmente, também servir de substrato para a enzima, configurando um 

mecanismo de competição com o substrato lipídico propriamente dito, como seria o caso do 



19 
 

polissorbato 20 (VON TIGERSTROM e STELMASCHUK, 1989; LEHNER e VERGER, 

1997; GILHAM E LEHNER, 2005). 

 

Tendo em vista que se trata de avaliação da atividade enzimática sobre substratos 

insolúveis, torna-se evidente a dificuldade de prever como esses tensoativos podem interagir, 

face à complexa compartimentalização da enzima entre várias faces e interfaces 

(BROWNLEE et al., 2010). Outro efeito imponderável está relacionado com a capacidade dos 

tensoativos de formarem sistemas nano-estruturados, cuja complexidade é dependente da 

concentração de tensoativos utilizada no experimento (FLORENCE e ATWOOD, 2011). 

 

5.1.2. pH 

 

O pH do meio reacional não aparenta ser fator importante a considerar, embora a 

atividade máxima da LP ocorra na faixa entre 7,3 e 9,0 (MENDES et al., 2012) . Apesar de 

ser uma enzima alcalina, há relatos de sua atividade em meios neutros e moderadamente 

ácidos, sendo também estável nessas condições. Isso é coerente com a faixa de pH intestinal 

onde a LP atua, que varia de 5,0 a 7,0, e explica as diferenças entre as condições ótimas 

relatadas para ensaios in vitro com LP que visavam mimetizar as reações metabólicas in vivo 

(BAGI et al., 1997; MENDES et al., 2012). Alguns exemplos de substratos e respectivos 

valores de pH são: hidrólise de óleo de oliva emulsionado em pH entre 7,5 e 9,0; hidrólise de 

triacetina em pH 7,0; e hidrólise de palmitato de p-nitrofenila em pH entre 7,4 e 8,5 (BAGI et 

al., 1997; LI et al., 2009; MENDES et al., 2012). 

 

5.1.3. Temperatura 

 

A LP é classificada como uma enzima mesófila, apresentando atividade ótima na faixa 

de temperatura entre 35 e 45 °C.  Para fins experimentais, é importante assegurar essa faixa de 

estabilidade térmica, de modo a melhor mimetizar as condições fisiológicas (BAI et al., 2006; 

LEE et al., 2009; MENDES et al., 2012). Cabe salientar, por exemplo, que em solução Tris-

HCl 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. Íons Metálicos 

 

Os sais de íons metálicos também têm um papel relevante na atividade da LP, que 

apresenta locais de ligação específicos, podendo induzir tanto efeitos positivos quanto efeitos 

negativos (SIMONS et al., 1998; MENDES et al., 2012). Os íons metálicos Ca
2+

 e Na
+
, por 

exemplo, contribuem positivamente para a atividade da LP, entretanto por mecanismos 

distintos (FREITAS et al., 2007; MENDES et al., 2012). O cálcio evita a inibição pelo 

acúmulo de produtos da ação enzimática, formando sais insolúveis de cálcio com os ácidos 

graxos liberados na hidrólise (LI et al., 2011; MENDES et al., 2012). Já o íon sódio contribui 

aumentando o pH na interface enzima-lipídio, que tende a diminuir conforme progride a 

liberação de ácido graxos de cadeia longa, através da substituição dos íons hidrogênio pelos 

íons sódio em torno da enzima (BROCKERHOFF e JENSEN, 1974; MENDES e DE 

CASTRO, 2005; MENDES et al., 2012). 

 

Contrariamente, os íons metálicos Al
3+

, Ag
+
, Fe

2+
, Pb

2+
 são considerados inibidores 

potenciais da LP. Os três últimos íons inibem a enzima através de alteração na sua 

conformação nativa, ligando-se com os grupos SH dos resíduos cisteína 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 átomos de halogênio, grupos 

nitro e ciano podem aumentar o processo de hidrólise, enquanto, por outro lado, o grupo 

hidroxila pode diminuí-la; e pelo impedimento estérico, por exemplo, pela diminuição na taxa 

de hidrólise de ésteres de álcoois secundários e fenólicos (MENDES et al., 2012). 

 

Na avaliação in vitro da atividade da LP, além dos substratos naturais, representados 

pelos ésteres de glicerol (tri-, di-, e monoacilgliceróis), ésteres de colesterol, fosfolipídios e os 

galactolipídios, também se utilizam os substratos sintéticos (MAURICH et al., 1991a; 

MENDES et al., 2012). É o caso dos substratos cromogênicos, representados por ésteres de 

ácidos graxos de p-nitrofenol, ß-naftol, eosina, ácido salicílico, dimercaptoetanol ou por 

acilgliceróis esterificados com ácidos graxos contendo uma sonda cromogênica (MAURICH 
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et al., 1991a). O palmitato de p-nitrofenila é um substrato utilizado para avaliar a atividade 

catalítica 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 Determinação da Atividade 

 

A atividade lipolítica da LP pode ser determinada por diferentes métodos. Os ácidos 

graxos livres ou outros produtos liberados durante a hidrólise dos substratos podem ser 

quantificados por titulação do ácido graxo ou por complexação desse com um reagente 

colorimétrico. Também, podem-se utilizar ésteres de p-nitrofenila como análogos dos 

substratos, seguido da quantificação por espectrometria UV-VIS ou cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE). Os protocolos mais comumente utilizados na determinação da 

atividade da LP são 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 titulação da acidez resultante da liberação de 

ácidos graxos pela reação lipolítica, é comumente utilizado para determinar a atividade da LP 

e é tido como método de referência (BROCKMAN, 1981; DELLAMORA-ORTIZ et al., 

1997; PINSIRODOM e PARKIN, 2001; HASAN et al., 2009). Trata-se de um método 

economicamente viável e de fácil execução, particularmente apropriado para caracterizar a 

atividade da enzima, assim como o fenômeno de ativação interfacial (HASAN et al., 2009). 

Também, permite que praticamente qualquer triglicerídeo possa ser utilizado como substrato, 

desde que esse possa permanecer disperso em uma solução, evitando, consequentemente, erro 

nos resultados (JENSEN, 1983; PINSIRODOM e PARKIN, 2001). 

 

Embora o método de titulação não seja o mais específico para ácidos graxos, a forma 

como é conduzido proporciona a especificidade desejada (PINSIRODOM e PARKIN, 2001). 

Para isso, é necessário considerar algumas variáveis críticas como: 

(i) A adição de etanol à emulsão com o intuito de facilitar a solubilização dos ácidos 

graxos; 

(ii) Escolha do indicador mais adequado, a fim de garantir a titulação completa de 

todos os ácidos graxos; 
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(iii) Escolha de um tampão consistente com o pH ideal e que não interfira nos 

resultados da análise; 

(iv) Presença de íons que possam provocar a saponificação dos ácidos graxos, como 

Mg
2+

 e Ca
2+

. 

 

No caso de substratos contendo triglicerídeos naturais ou sintéticos na forma de 

emulsão, o meio pode ser agitado mecanicamente, neutralizando-se os ácidos graxos liberados 

com hidróxido de sódio (PINSIRODOM e PARKIN, 2001; HASAN et al., 2009). As 

principais restrições ao método são a baixa sensibilidade e o fato de não permitir o estudo da 

cinética de reação (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 alifáticas 

de diversos tamanhos (PINSIRODOM e PARKIN, 2001; GILHAM e LEHNER, 2005). Esse 

método está baseado na capacidade esterolítica da lipase, que libera como produto o p-

nitrofenol, um composto cromóforo de coloração amarela, em meio levemente alcalino, que 

apresenta ʎmax entre 400 — 410 nm (PINSIRODOM e PARKIN, 2001; GILHAM e 

LEHNER, 2005). 

 

Em geral, ésteres de cadeia curta, como o butirato, são utilizados para determinar a 

atividade de esterase, enquanto que ésteres de cadeia longa, como laurato, palmitato e oleato, 

são utilizados para a atividade da lipase (GILHAM e LEHNER, 2005). Apesar da facilidade 

de aquisição e ampla utilização, deve-se levar em consideração a natureza sintética desses 

substratos, razão pela qual eles fornecem apenas valores presuntivos da atividade enzimática. 

Desse modo, o método deve ser empregado com cautela, sendo recomendado na realização de 

avaliações preliminares, que deverão ser confirmadas posteriormente por um método mais 

específico (PINSIRODOM e PARKIN, 2001). 

 

Os ésteres mais utilizados são o laurato e o palmitato, sendo os resultados obtidos com 

esse último os que melhor se correlacionam com os obtidos pelo método titulométrico 

(SIGURGÍSLADÓTTIR et al.,1993; HASAN et al., 2009). Deve-se levar em consideração 

que ésteres de cadeia curta são solúveis em soluções 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 prático, rápido, direto, que permite o estudo da cinética da atividade 

enzimática. Além disso, a execução do método requer a utilização de pequenos volumes, 

sendo adaptável para placas tipo Elisa de 96 poços e, consequentemente, passível de 

automação. Por essas características, é o método de escolha para triagem de várias amostras 

ou preparações (JAEGER e REETZ, 2000; PINSIRODOM e PARKIN, 2001; GILHAM e 

LEHNER, 2005). 

 

Algumas das limitações relacionadas a esse método incluem: 

(i) A utilização do método é desaconselhada no caso de amostras biológicas, sendo 

mais indicado para o emprego em amostras de lipase purificada, por não conterem 

substâncias interferentes; 

(ii) A absorbância 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 condição seja tida como desfavorável à atividade de algumas lipases. Uma 

forma de contornar essa limitação é aumentando o pH do meio reacional após se 

atingir o platô na cinética de reação;  

(iii) Qualquer eventual turvação introduzida na mistura reacional, como pode ocorrer 

durante a preparação da amostra contendo a lipase, causaria um aumento errôneo 

na leitura da absorbância (GILHAM e LEHNER, 2005). 

 

5.2.3. Método Colorimétrico 

 

O método colorimétrico, que é considerado mais específico do que o titulométrico, 

envolve a complexação dos ácidos graxos livres com uma substância cromogênica, podendo 

aumentar a velocidade e a sensibilidade dos ensaios de atividade da LP (LOWRY e 

TINSLEY, 1976; PINSIRODOM e PARKIN, 2001). O princípio do método se baseia na 

formação de complexos entre ácidos graxos e um metal bivalente, normalmente cobre, que 

posteriormente são analisados espectrofotometricamente, no comprimento de onda adequado. 

Os ácidos graxos liberados complexados em meio orgânico na forma de sais cúpricos 

apresentam coloração azul. A quantificação é com auxílio de uma curva analítica preparada 
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com ácido oleico (DUNCOMBE, 1963; PINSIRODOM e PARKIN, 2001; HASAN et al., 

2009). 

Para aumentar a sensibilidade do método costuma-se adicionar piridina ao meio 

reacional, o que aumenta a solubilidade dos complexos formados (PINSIRODOM e 

PARKIN, 2001). 

 

5.2.4. Métodos Cromatográficos 

 

 A cromatografia em camada delgada (CCD), a cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) e a cromatografia gasosa (CG) constam entre os métodos mais recentes utilizados na 

determinação direta dos ácidos graxos ou compostos cromóforos liberados após a hidrólise do 

substrato (CHRISTIE, 1987; GUNSTONE et al., 1994; HASAN et al., 2009). 

 

Pela técnica de CCD os lipídios podem ser visualizados pela exposição ao vapor de 

iodo após sua separação. Os valores de Rf das manchas reveladas são então comparados com 

os obtidos com as respectivas substâncias de referência (LEHNER e KUKSIS, 1992; 

GILHAM e LEHNER, 2005). Embora versátil e barato, a separação é demorada e a técnica 

carece de especificidade, permitindo apenas a caracterização dos produtos analisados. A 

alternativa, baseada no uso de substâncias radio-marcadas, possibilita rastrear a origem dos 

produtos da ação enzimática, porém, requer cuidados adicionais no momento da manipulação 

(GILHAM e LEHNER, 2005). 

 

O CLAE permite a identificação e quantificação dos produtos da hidrólise 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 ácidos graxos livres, 

misturas de diferentes triglicerídeos e, também, misturas desses dois grupos (ERGAN e 

ANDRE, 1989; GILHAM e LEHNER, 2005). A identificação dos tipos de ácidos graxos é 

realizada por comparação dos tempos de retenção com substâncias de referência. A exigência 

de equipamento especializado e de reagentes de alto grau de pureza limita a utilização desta 

técnica de custo elevado (GILHAM e LEHNER, 2005). 

 

A CG também pode ser utilizada para separar e quantificar os produtos de hidrólise da 

lipase, sendo preferível ao CLAE devido a sua maior sensibilidade (GILHAM e LEHNER, 

2005; HASAN et al., 2009). A técnica possibilita a quantificação simultânea de mono-, di-, e 
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triglicerídeos, e outros lipídios, requerendo apenas a adição de uma quantidade conhecida de 

padrão interno (PLANK e LORBEER, 1995; GILHAM e LEHNER, 2005). Ainda que se trate 

de um método extremamente sensível, 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 quantificação dos produtos da reação que se tornam 

fluorescentes após sofrerem o processo de hidrólise (GILHAM e LEHNER, 2005). Como 

substrato é possível utilizar um triglicerídeo com um grupo alquila substituído por uma 

porção 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 contínuo da cinética da reação e não interferência da turbidez do meio 

reacional.  A maior atividade lipolítica da LP é proporcional à intensidade da fluorescência 

medida (GILHAM e LEHNER, 2005). 
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6. SUBSTÂNCIAS COM ATIVIDADE INIBITÓRIA SOBRE A LIPASE 

PANCREÁTICA 

 

Descobertas recentes têm feito com que produtos naturais obtidos a partir de plantas 

medicinais tradicionais despertem o interesse na busca de novas substâncias capazes de inibir 

a LP. Esse efeito inibidor tem sido demonstrado tanto para extratos, como para frações 

enriquecidas e compostos químicos isolados de diferentes espécies de vegetais. Alguns 

exemplos de extratos estão listados na tabela 1 (BIRARI e BHUTANI, 2007; SLANC et al., 

2009; BUSTANJI et al., 2011). 

 

Pode-se observar que os ensaios de avaliação da atividade inibitória 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 avaliações mais específicas. Por esse motivo e considerando a complexidade 

da composição desses extratos, os estudos levantados certamente não possibilitam a 

identificação das substâncias especificamente envolvidas na atividade inibitória da LP. 

Consequentemente, o eventual efeito sinérgico entre substâncias de classes químicas iguais ou 

diferentes não pode ser considerado, do mesmo modo que qualquer interferência sobre 

mecanismos de inibição fica vedada. Outra restrição à aceitação irrestrita dos dados até hoje 

relatados para extratos de plantas reside na diversidade de condições de reação, que incluem o 

uso de tensoativos no meio reacional. Neste último caso, as evidências indicam que, em 

determinadas circunstâncias, esse tipo de substância pode interferir seriamente na atividade 

determinada in vitro. 

 

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

espectrofotométricos. 

 

Nome Científico Substrato* Referência 
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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  Continuação. 

Nome Científico Substrato* Referência 
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 

  Conclusão. 

*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 químicos isolados, há relatos de atividade inibitória sobre a LP 

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

anfifílicas.  

 

Saponinas são heterosídeos formados pela ligação de uma ou mais cadeias osídicas a 

um núcleo (aglicona) esteroide ou triterpênico. Constituem uma das classes de maior destaque 

entre os metabólitos secundários, podendo ocorrer em um grande número de espécies 

vegetais, sendo isoladas de raízes, rizomas, caules, cascas, folhas, sementes e frutos (SPARG 

et al., 2004; VINCKEN et al., 2007; DE LA GARZA et al., 2011). Devido as suas 

características estruturais, as saponinas possuem propriedades anfifílicas, sendo identificáveis 

uma parte lipofílica, a aglicona, e outra hidrofílica, formada pelos açúcares (MITRA e 

DUNGAN, 1997; PAVEI et al., 2007). 

 

Além de seu emprego como tensoativo, as saponinas apresentam um grande número 

de propriedades biológicas e farmacológicas relevantes e têm despertado o interesse para a 

descoberta de propriedades ainda não 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 inibitória sobre a LP. 

Nome Científico Substrato 
Método 

Determinação 
Referência 

Aesculus turbinata OMU* Fluorescência KIMURA et al., 2006 

Dioscorea nipponica OMU* Fluorescência KWON et al., 2003 

Eleutherococcus senticosus Trioleína Colorimétrico LI et al., 2007 

Eleutherococcus sessiliflorus Óleo de Soja Colorimétrico YOSHIZUMI et al., 2006 

Gardenia jasminoides Trioleína CLAE SHENG et al., 2006 

Gypsophila oldhamiana Trioleína Colorimétrico ZHENG et al., 2007 

Kochia scoparia Trioleína Colorimétrico HAN et al., 2006 

Momordica charantia Trioleína Colorimétrico OISHI et al., 2007 

Panax ginseng Trioleína Colorimétrico KARU et al., 2007 

Panax japonicus Trioleína Colorimétrico HAN et al., 2005 

Panax quinquefolium Trioleína Colorimétrico LIU et al, 2008 

Platycodi radix Trioleína Colorimétrico XU et al., 2005 

Sapindus rarak Trioleína Colorimétrico MORIKAWA et al., 2009 

Scabiosa tschiliensis Trioleína Colorimétrico ZHENG et al., 2004 

*Oleato de ρ-metilumbeliferona (OMU) 

  

Como pode se constatar, os estudos listados relatam o uso preponderante da trioleína 

como substrato para a enzima, sendo o método colorimétrico desenvolvido por Zapf e col. 

(1981) o mais utilizado na determinação da atividade inibitória da LP, em alguns casos com 

modificações. 
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 Em relação 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 características tensoativas, a citar taurocolato de sódio e 

fosfatidilcolina.  Apesar disso, a avaliação de eventuais interferências analíticas causadas por 

essas substâncias não consta em nenhum dos trabalhos acima listados. Como mencionado 

anteriormente, tensoativos podem interferir na atividade da LP, alterando os resultados 

determinados in vitro.  A utilização de taurocolato de sódio na emulsificação do substrato, por 

exemplo, interferiu na atividade enzimática da LP, provocando uma diminuição na mesma 

(MARTINS et al., 2010). Contrariamente, outros resultados relatados, onde sais biliares, 

incluindo ácido taurocólico, foram adicionados ao meio reacional não contemplaram essa 

interação dos tensoativos e a sua influência sobre a ativação ou inibição da atividade 

enzimática.  

 

 Em geral, os estudos se limitam a relatar a existência ou não da atividade inibitória, 

com exceção de dois deles. Sheng e col. (2006) propõem um possível mecanismo de ação das 

saponinas de Gardenia jasminoides baseado na competição pelo substrato dessas com a 

enzima. De forma similar, Oishi e col. (2007) propõem que a fração saponosídica de 

Momordica charantia interage com o substrato, reduzindo a área de contato entre substrato e 

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

 

Nos últimos anos vem se observando uma intensificação na busca de novas 

alternativas terapêuticas no tratamento da obesidade. Nesse contexto, a inibição da atividade 

da LP tem se convertido em objeto de estudos destinados à identificação de substâncias que 

representem novos modelos moleculares e que sejam capazes de inativa-la seletivamente. 

Contudo, os aspectos que incidem na escolha e realização do método de determinação da 

atividade inibitória da LP são vários e distintos. 

 

No que se refere aos produtos naturais de origem vegetal, os dados levantados 

mostram que os estudos foram realizados, majoritariamente, com os extratos brutos, mediante 

determinação pelo método espectrofotométrico e uso de substratos sintéticos. Contrariamente, 

os estudos realizados com frações saponosídicas utilizaram o método colorimétrico e 

substratos naturais. Este fato impede chegar a conclusões inequívocas, uma vez que o método 

escolhido pode não ser o mais indicado para as características da substância e do substrato 

utilizados. 

 

Outro aspecto a ser levantado refere-se ao padrão de referência. Nem todos os ensaios 

mencionam a utilização de um fármaco de referência, mas quando mencionam, é o Orlistat. 

Este fármaco tem seu mecanismo de ação bem estabelecido e atua diretamente sobre a LP, 

inibindo-a de forma irreversível. Isso implica que um resultado positivo para a substância 

testada, em um ensaio realizado nas mesmas condições experimentais que o Orlistat, ocorreu 

de condições experimentais favoráveis a ambos, pressupondo-se um mecanismo de ação 

similar ao do Orlistat. Contudo, existe evidencia que algumas substâncias dependem de 

fatores específicos para exercer atividade inibitória da LP in vitro, o que poderia levar a 

resultados falso-negativos decorrentes de condições experimentais inapropriadas. 

 

Do ponto de vista analítico, as perspectivas futuras apontam para necessidade de: 

(i) Avaliar a atividade enzimática da LP em um meio reacional que mimetize o mais 

próximo possível o meio intestinal in vivo; 

(ii) Avaliar e padronizar criteriosamente o método de determinação da atividade 

inibitória da LP segundo as peculiaridades da substância testada e do substrato 

utilizado e; 
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(iii) Face ao conhecimento acumulado sobre o mecanismo de ação das lipases, avaliar a 

atividade das substâncias candidatas visando estabelecer o mecanismo de ação 

próprio. 
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