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Potencial dos extratos liofilizados de folhas de batata doce de polpa roxa (Ipomea batatas) no tratamento metabdlico da
obesidade

Bolsista: Maycon Antonio de Cesare

Introducédo

Doencas de natureza inflamatéria vém mostrando
um grande crescimento na populagdo geral. Com isso,
estudos com produtos naturais ricos em antocianinas e
polifendis ganham uma forca maior, pois tém a
caracteristica de poder combater essas inflamagdes. Folhas
de batata doce de polpa roxa (Ipomea batatas) apresentam
grandes quantidades destas substancias antioxidantes, porém
ndo vém sendo utilizadas como produto comestivel, nem
mesmo na forma de extratos concentrados, pois sua extracdo
deve ser feita em meio muito acido (pH ~ 1) usando-se
metanol como solvente, 0 que torna este tipo de extrato
muito téxico. Uma nova técnica desenvolvida pelo grupo
tem mostrado muito eficiéncia e baixa toxicidade, pois €é
realizada com suco de limdo que possui alto poder de
extracdo e ao mesmo tempo protege as substancias de
interesse. Assim, propusemos desenvolver e, se possivel,
patentear a nova técnica visando seu uso para tratamento
metabolico de obesidades e diabetes tipo | e Il, que séo
doencas inflamatorias.
Folha de Batata Roxa

Exsicata das folhas de batata roxa (Ipomea batatas). A) Cultivar 1 conhecida como cultivar Porto alegre, contendo a batata
com epiderme e polpa roxa. B) Cultivar 2 conhecida como cultivar casca roxa por possuir a batata com casca roxa mas polpa
branca. C) Cultivar 4, tambem chamada de cultivar japonesa, tem a batata com epiderme branca e polpa variando de branca
para roxa

A batata roxa estd no rank das mais importantes
colheitas do mundo, pelo grande consumo de batata.
Entretanto, as folhas ndo vém sendo usadas com muita
frequéncia’, exceto em alguns paises da Asia®. Seu uso pode
ser estimulado no momento em que houver uma forma de
administracdo melhor ou mais palatavel do que a da propria
folha, sendo essa a utilizada pelas poucas culturas que a
consomem atualmente. As folhas, por serem ricas em
antocianinas (grupo de moléculas que causam a cor roxa na
folha e na batata) e polifendis apresentam um grande efeito
benéfico sobre a saude.

Antocianinas

Antocianinas (do grego anthos = flor ekianos =
azul) sdo uma classe de moléculas pertencentes ao um
grande grupo chamado flavonoides. Elas fornecem as cores
vermelho, roxo e azul de certas frutas, vegetais e gréos,
dando uma melhor visibilidade (a insetos e aves) aos
alimentos e ajudando na protecdo da planta. Os Varios
estudos em animais com antocianinas vém descrevendo seus
efeitos benéficos sobre a salde, como, por exemplo,
protecdo contra hipercolesterolemia/aterosclerose®,
obesidade e hiperglicemia®, além do efeito antitumoral® e
antioxidante’, dando, assim forca a novas formas e métodos
de tratamentos com essas substancias.

Polifenois

Pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios

de plantas. Possuem baixo peso molecular e alta
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solubilidade em 4gua e estdo sendo nominadas como
promotores de sadde®, devido & sua ampla e benéfica
atuacdo no combate e prevencdo de patologias. Os
polifendis sdo encontrados em diversas frutas, como por
exemplo, na macé®, uva’, laranja'® e até mesmo no café*’.
Extracdo de antocianinas e polifendis

A extracdo normalmente é realizada com solventes
organicos etanol, metanol, acetona, acido acético entre
outros*?. Entretanto, o metanol é o que mostra maior
eficiéncia na extracdo de antocianinas e polifendis.

Entdo, para estimar a quantidade total desses
metabolicos, as folhas foram separadas em roxas e verdes
congeladas em nitrogénio liquido e pulverizadas para
extracdo. Aproximadamente 0,1 g de amostras de quatro
diferentes cultivares e cores de folhas de batata roxa foram
pesadas e extraidas duas vezes com 1,00 mL de metanol a
80% (v/v) para polifendis ou metanol HCI-1IN 85% (v/v)
para antocianinas. Apo6s foram realizadas as dosagem de
polifenol  totais pelo método de Folin-Ciocalteau®
(utilizando-se &cido galico como padrdo) e antocianinas
totais, pelo método de diferencial de pH® e os valores
estimados em termos de cloreto de cianidina. Os dados
(abaixo) mostraram que a maior concentracdo de
antocianinas esta nas folhas roxas da cultivar 1 (coletadas na
primavera — outubro).

Concentragdo em mg/100g folhas de batata roxa frescas

Cultivar 1 2 3 4

Cor das folhas | Verde Roxa Verde Roxa | Verde Roxa Verde | Roxa
Antocianina 0,79 20,33 0 2,5 0 7,91 0 6,49
Polifendis 295,22 | 1.700,51 | 556,49 | 554,01 | 456,1 | 1.069,18 | 442,75 | 612,3

Extracdo em suco de liméo

A alta eficiéncia na extracdo com metanol apresenta
um grande problema quando o extrato destinasse ao
tratamento in vivo, pois é altamente toxico. Para isso, devem
ser realizadas outras operacgbes de remocdo do solvente e
purificagdo o que aumenta a degradacdo das moléculas e o
custo do processo, sendo esse o principal motivo do teste de
um novo método de extracdo, utilizando como solvente dgua
e suco de limdo Taiti (Citrus aurantifolia) 1:10 (v/v), além
do que o suco de limdo possui uma grande variedade de
substancias antioxidante que devem ajudar na estabilidade
do extrato.

Para testar-se a eficiéncia da extragdo em suco de
limdo em agua 10% (v/v) foram realizadas quatro tipos de
extraces (decoctos): (1) 0,3 g/mL extraida 1 vez por 10
min, (2) 0,3 g/mL extraida 1 vez por 15 min, (3) 0,6 g/mL
extraida 2 vezes por 5 min cada, (4) 0,9 g/mL extraida 3
vezes por 2 min cada, todas elas a 100°C. Os tempos foram
contados a partir da ebuligdo. A final, a concentracdo de 0,3
g de folha para 1 mL de suco de limdo 10% é mantida.
Folhas processadas folhas mistas (verdes e roxas), passando
pelo processo de desintegracdo igual ao usado na extragdo
com metanol, descrita a cima. Os resultados (abaixo)
mostraram que a extragao exaustiva (4) é mais eficiente para
antocianinas, ndo mostrando diferenca nos polifendis.

Extracdes em suco de lim&o e dgua 1:10 de folhas de batata roxa

frescas(mg/100g)
Tipo da extracdo 1) ) (3) (4)
Antocianinas 2,14 1,7 3,02 4,71
Polifenol 248,41 245,32 257,41 245,49

Apos, os extratos foram secos por liofilizagdo para
evitar-se a degradagdo de moléculas sensiveis & temperatura,

1




como as antocianinas, obtendo assim o extrato seco que,
apos reconstituicdo, foi administrado aos animais (abaixo).
Modelo de camundongos obesos

Camundongos machos B6-129SF2/J (The Jackson
Laboratory) com 4 semanas de idade foram distribuidos em
dois grupos: HFD (dieta de alta gordura), que foram tratados
com racdo com alto teor de gordura (preparada com a racéo
Nuvital CR1 enriquecida com banha de porco, caseina, po-
tetra (mistura de p6 de 0sso, pd de ostra, po de carne e pé de
sangue, com aproximadamente 2,36 kJ/g) e Aminomix
(suplementacdo de aminoacidos e vitaminas, da FIRMA
Forte Vetnil), ajustada para que 58% das calorias sejam em
gordura, 22% em proteina e niveis de sais minerais e
vitaminas se mantenham) e o controles, tratados com ragéo
Nuvital CR1. Os animais, ao longo do tratamento, ndo
mostraram muita diferenca de consumo calorico por peso
(grupo controle: 35,17+1,14 e HFD: 32,90£0,96 kJ/dia/10g).
Na 42 semana de

- AT dieta, um GTT (teste de

250 e tole_réncia a glicose_) foi

200 realizado para avaliar a
B0 capacidade de utilizagdo
1:2 de glicose. Observou-se

0 30 60 ) 120 que, no grupo HFD, a

Tempo (minutos) queda da glicemia é mais

lenta do que a do controle, 0 que caracteriza o inicio de um
quadro de diabete tipo 2.

ApoOs as quatro semanas de dieta, 0s grupos
continuaram recebendo suas ragfes, mas comecaram a
receber tratamento, por gavagem gastrica, com o extrato de
folhas de batata roxa em suco de limdo liofilizado e
reconstituido com agua Milli-Q no mesmo volume inicial. O
extrato, ap0s reconstituicio possuia 9,19 pg/mL de
antocianinas e 1,02 mg/mL de polifendis. Como a dose
administrada foi de 300 uL por dia, cada animal recebeu
2,76 pg de antocianinas e

200 GTT ap6s 1 semana de tratamento 306 }«lg de pOlifenéiS por

250 dia. Depois de uma

i Contole .

o semana de tratamento, foi
3 s HF D .

E realizado novamente um

GTT e, a0 compararem-
se os dois, mesmo que
0 20 40 60 8 100 120 com poucos dias de

Tempo {minutos) tratamento e  dose
relativamente baixa, verificou-se uma melhora na captacdo
de glicose.

Outros camundongos continuaram submetidos a
dieta. Na 122 semanas o consumo cal6rico ndo mostrou
grande diferenca (controle 25,10+0,67 e HFD 24,01+0,84
kJ/dia/10g). Entretanto, o crescimento em peso dos animais

mostrou grande
diferenca: o grupo
HFD engorda cerca de
6 vezes mais répido,
vrosseeases | o que 0 grupo
controle (figura ao
lado). Ao final das 12
4 7 8 9 10 11 12 semanas de
Tempo (semanas)
tratamento, 0s

Crecimento em peso dos grupo controle e
HFD e suas linhas de tendencia

y=0,5479x+ 24,844
R?=0,936

0o 1 2 3

camundongos foram submetidos a jejum de 12 h seguido de
medida da glicemia; controles: 4,28+0,11 e HFD: 8,58+0,47
mmol/L. 1Isso indica, um aumento de ~ 96% da glicose
sanguinea. Os animais foram mortos, as gorduras retiradas e
pesadas, camundongo controle que pesava 24,51 g tinha

0,2338 g de gordura epididimal e 0,0319 g de
retroperitoneal; camundongo HFD pensava 34,67 g tendo
1,0242 g de gordura epididimal e 0,3570 g da
retroperitoneal. Também foi retirado o pancreas para
histologia visando anélise estrutural das ilhotas de
Langerhans, podendo-se verificar modificagdes tipicas da
obesidade, como deposicdo de amiloide, fibrose e infiltragao
de gordura™. O tecido foi retirado, fixado com
paraformaldeido, desidratado e emblocado em parafina para
ser cortado em microtomo (10 pm) e corados com

. . . ..
Hematoxilina e Eosina para microscopia optica 600Xx.
Referencia

Cortes histologicos
de 10 um do
'pancreas de
camundongos com
16 semanas de
idade, emblocado
em parafina e
corados com H&E,
aumento de 600X.
A) Grupo controle
tratado por 12
semanas com
ragdo Nuvital CR1.
B) Grupo HFD
tratado por 12
semanas com
racdo contendo
58% das calorias
= em gordura e 22%

B) em proteina.
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