
 
  

  

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA  

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA  

CURSO DE GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA  

  

  

  

  

  

  

Avaliação da atividade antioxidante e antiobesidade dos extrato bruto e da fração acetato de 
etila da folha da pata-de-vaca (Bauhinia forficata) em camundongos C57BL/6 induzidos a 

obesidade por dieta hiperlipídica  

  

  

  

  

  

  

NATÁLIA LORRAYNE TAVERNELLI  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Uberlândia/MG  

Dezembro – 2019 
 



 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA  

CURSO DE GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA  

  

  

  

  

  

  

  

Avaliação da atividade antioxidante e antiobesidade dos extrato bruto e da fração acetato de 

etila da folha da pata-de-vaca (Bauhinia forficata) em camundongos C57BL/6 induzidos a 

obesidade por dieta hiperlipídica  

  

  

  

NATÁLIA LORRAYNE TAVERNELLI  

  

  

  

  

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado 
ao Instituto de Biotecnologia da Universidade 
Federal de Uberlândia como requisito parcial 
para obtenção do título de bacharel em 
Biotecnologia.  
  
  
Orientadora: Françoise Vasconcelos Botelho                      

  

  

  

  

Uberlândia/MG  

Dezembro - 2019 
      

  

 



 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA  

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA  

CURSO BIOTECNOLOGIA  

  

  
  

  
Avaliação da atividade antioxidante e antiobesidade dos extrato bruto e da fração acetato de 

etila da folha da pata-de-vaca (Bauhinia forficata) em camundongos C57BL/6 induzidos a 

obesidade por dieta hiperlipídica  

  

  

  

NATÁLIA LORRAYNE TAVERNELLI  

  

  

Banca examinadora:  
Françoise Vasconcelos Botelho - Doutora em Bioquímica (UFMG)  

André Luis Lopes Saraiva – Doutor em Farmacologia (USP)  

Rodrigo Rodrigues Franco – Mestre em Genética e Bioquímica (IBTEC- UFU)  

  

  

  

  

Homologado pela coordenação do Curso de 

Biotecnologia em 17/12/2019  

  

  

Coordenador do Curso Edgar Silveira Campos  

  

  

Uberlândia –MG  

Dezembro – 2019  
 
 



 
 
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA CURSO 
BIOTECNOLOGIA  

  

  

  

  

Avaliação da atividade antioxidante e antiobesidade dos extrato bruto e da fração acetato de 

etila da folha da pata-de-vaca (Bauhinia forficata) em camundongos C57BL/6 induzidos a 

obesidade por dieta hiperlipídica  

  

  

  

NATÁLIA LORRAYNE TAVERNELLI  

  

  

  

  

Aprovado pela Banca Examinadora em:   __/__/__  Nota: 

  

  

_____________________________  

Françoise Vasconcelos Botelho  

Presidente da Banca  

  

  

  

  

  

Uberlândia,       de                 de  

  

  

  



 
  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Dedico este trabalho aos meus pais, especialmente 

à minha mãe, pois o seu apoio, carinho e cuidado 

foram essenciais para a conclusão deste trabalho.  

  
  



 
 

  

AGRADECIMENTOS   
  

Agradeço primeiramente à minha mãe, Maria Eliana, por ter estado ao meu lado e respeitado 

as minhas decisões mesmo quando não as compreendia. Por ter me inspirado a lutar pelos 

meus sonhos e não desanimar mesmo nos tempos mais difíceis.  

Agradeço à professora e doutora Françoise por ter permitido que eu iniciasse este projeto, 

pelos ensinamentos passados.  

Agradeço e dedico este trabalho à Letícia Lonardoni por ter sido o meu maior suporte durante 

todo o curso. De tudo o que eu fiz e consegui durante a graduação, a sua amizade é o que mais 

me orgulha. Obrigada por sempre estar ao lado e por confiar no meu potencial mesmo quando 
eu já não acreditava mais. No final, acho que foi realmente o destino que nos encontrou e eu 

serei eternamente grata.  

Agradeço a Ariany, Maristela, Pedro André e Vitor Silva pela amizade e apoio. Pela paciência 

e compreensão. Obrigada por todo o apoio que vocês dão na minha vida profissional e pessoal. 

Por confiarem em mim e verem o meu melhor lado, vocês me inspiram todos os dias a ser 

alguém melhor, a ser uma pessoa a qual vocês realmente poderão se orgulhar.  

Agradeço ao time de pesquisadores do LABIBI: Adrielli, Alisson, André, Camila, Douglas, 

Einy, Heitor, Joed, Letícia, Mariane, Poliane, Renata, Rodrigo e Victor. Por sempre se 

mostrarem dispostos a me auxiliar e tirar minhas dúvidas. Por causa de vocês, meus dias no 

laboratório são mais divertidos.  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  
  



 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
“Ninguém ignora tudo. Ninguém sabe tudo.  

Todos nós sabemos alguma coisa. Todos nós 

ignoramos alguma coisa.”   

(FREIRE, 2002, p. 69)  

 
  
 



 
 
 

RESUMO  
  

A obesidade é uma epidemia mundial que afeta pessoas de todas as idades. O estresse 
oxidativo é resultante do desbalanço entre as defesas antioxidantes e a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs). A obesidade pode levar ao aumento das EROs e, 

consequentemente, ao contribuir para o desenvolvimento do estresse oxidativo e, por isso, é 

um fator de risco para diversas doenças como a diabetes tipo 2. A necessidade de controle da 

obesidade leva a procura de fármacos como o orlistat (inibidor de lipases) e plantas medicinais 

que possam reverter a obesidade. As plantas são amplamente utilizadas pela população para o 

tratamento de diversas enfermidades. A pata-de-vaca, Bauhinia forficata, é uma planta comum 
no Cerrado brasileiro e está na lista de plantas medicinais de interesse do SUS. Estudos 

prévios revelaram rica quantidade de compostos fenólicos na fração acetato de etila. Para este 
trabalho, foram feitas avaliações durante 24 horas e pelo período de 8 semanas, sendo que os 

animais do estudo agudo foram alimentados com dieta padrão balanceada e os animais do 
estudo crônico foram alimentados com dieta hiperlipídica, sendo somente um grupo 

alimentado com dieta padrão. Os animais foram tratados com solução de DMSO 2,5%, extrato 

bruto 30 mg/kg e 300mg/kg, e da fração acetato de etila 30mg/kg e 300mg/kg. Foram 

avaliados o consumo, ganho de peso, perfil lipídico do plasma, fezes e fígado, atividade 

antioxidante, atividade da enzima glutationa, peroxidação lipídica e proteína carbonilada dos 

animais tratado com extrato bruto e da fração acetato de etila nas concentrações 30 mg/kg e 

300mg/kg. Nas testes agudos, não foram observadas mudanças no consumo dos animais, mas 

os grupos tratados com orlistat e o da fração de acetato de etila reduziram os níveis de 

triglicérides plasmáticos em relação ao grupo veículo da dieta hiperlipídica. O consumo 
alimentar dos animais do estudo crônico não obteve diferenças, contudo, observamos que os 
animais que consumiram dieta hiperlipídica obtiveram maior ganho de peso. Os animais do 

estudo crônico não tiveram diferenças nas defesas antioxidantes e os níveis de glutationa 

oxidadas foram mais altos que a glutationa reduzida mesmo nos animais do grupo padrão. Os 

animais tratados cronicamente com extrato bruto 300mg/kg e da fração acetato de etila 

30mg/kg e 300mg/kg tiveram os níveis de proteína carbonilada aumentados em relação ao 

grupo tratado somente com o veículo e que consumiu dieta hiperlipídica. Os resultados não 

foram conclusivos e é necessário analisar o restante dos animais previstos no projeto.   

Palavras-chave: Estresse oxidativo, obesidade, produtos naturais, pata-de-vaca  
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Obesidade e estresse oxidativo  
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a obesidade é uma epidemia 

mundial e com crescente prevalência, sendo consequência da síndrome metabólica e 
caracterizada pelo acúmulo excessivo de gordura corporal que pode causar riscos à saúde 

resultante do aumento no tamanho (hipertrofia) e no número de adipócitos (hiperplasia) (OMS, 

2018). Em 2016, cerca de 39% dos adultos no mundo estavam acima do peso e 13% eram 

obesos. A estimativa é, que até 2025, cerca de 2,5 bilhões de adultos estejam sobrepeso e 700 

milhões sejam obesos (Associação Brasileira para Estudo da Obesidade e da Síndrome 

Metabólica - ABESO, 2018).  

O acúmulo excessivo de gordura que caracteriza a obesidade é um fator de risco para 
diversas doenças como a diabetes tipo 2, uma vez que obesos tendem a serem resistentes à 

insulina (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006); doenças cardiovasculares e até mesmo o 

câncer, sendo associada com o câncer de próstata letal e câncer de mama (EBOT et al., 2017; 

ALLOTT & HURSTING, 2015).  

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas pelos organismos como um 

resultado normal do metabolismo celular e são divididas em dois grupos: radicais livres, 

quando as moléculas possuem um ou mais elétrons não emparelhados; e não-radicais, quando 

dois radicais livres compartilham seus elétrons não emparelhados (BIRBEN et al., 2012). O 

radical hidroxila é o mais reativo entre as EROs e pode causar danos à proteínas, lipídios, 

carboidratos e ao DNA.  

As três EROs com maior significância fisiológica são o ânion superóxido (O2
-.), o 

radical hidroxila (•OH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). O ânion superóxido é formado pela 

adição de um elétron na molécula de oxigênio, processo que pode ser mediado pelo sistema de 

transporte de elétrons da mitocôndria. O superóxido pode ser convertido em peróxido de 
hidrogênio pela ação da enzima superóxido dismutase (SOD). Por consequência, na presença 

de metais de transição como o Fe2+ e Cu2+, o H2O2 é convertido em OH- (BIRBEN et al., 

2012).  

As defesas antioxidantes podem ser divididas entre enzimáticas e não enzimáticas e 

ambas equipam o corpo humano para contrabalancear os efeitos das EROs (BIRBEN et al., 

2012).  Os compostos fenólicos se enquadram na categoria dos antioxidantes não enzimáticos. 

Atualmente, diversos estudos realizados com frutos e plantas demonstraram alta capacidade 

antioxidante desses produtos naturais e que esta capacidade antioxidante pode estar 

relacionada à elevada concentração de compostos fenólicos. 
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O estresse oxidativo é definido pelo distúrbio no balanço entre a produção de espécies 

reativas de oxigênios e as defesas antioxidantes (BETTERIDGE, 2000).  

De maneira semelhante à obesidade, o estresse oxidativo também está relacionado a 
diversas doenças (RANI et al., 2016) como asma, câncer, doença de Parkinson, Alzheimer 

(LYRAS et al., 2002) e nas doenças cardiovasculares. Ainda, o estresse oxidativo aumenta o 

risco de desenvolvimento da resistência à insulina quando associado à obesidade que, por sua 

vez, também contribui para a geração de espécies reativas de oxigênio (BARAZZONI et al., 
2018).   

1.2 Obesidade x Tratamento x Efeitos Colaterais 

Devido aos problemas gerados pela obesidade, têm-se estudado tratamentos para 

redução do peso e também para reduzir os efeitos deletérios no metabolismo. 

 O ideal é que a obesidade seja prevenida através de campanhas de educação. No 

entanto, este é um objetivo a longo prazo. A cirurgia bariátrica é o tratamento que demonstra 
maior perda de peso, contudo, é reservada para casos de obesidade mórbida. Sendo assim, faz-

se necessário o uso de fármacos como medida terapêutica (RODGERS; TSCHOP; WILDING, 

2012).  

A Sibutramina (um inibidor de recaptura de noradrenalina e serotonina) começou a ser 

utilizada clinicamente no final dos anos 90 e induz a perda de peso por diminuir o consumo de 
comida e aumentar o gasto de energia. Entretanto, foram identificados alguns efeitos colaterais, 

sendo o mais sério deles, os problemas cardiovasculares gerados. Tais efeitos adversos, 

inclusive, levaram à proibição do medicamento na Europa em 2010. A sibutramina ainda é 

liberada para uso no Brasil (JAMES et al., 2010).  

A efedrina, que é um agonista adrenérgico não seletivo, é utilizada como termogênico e 

também tem efeitos comprovados na redução do peso. Como efeito colateral, em alguns 
pacientes foram observadas palpitações (BRAY& TARTAGLIA, 2000).  

O fármaco Orlistat foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), nos 

Etados Unidos, para o tratamento da obesidade em 1998. O medicamento inibe lipases 

pancreáticas impedindo a absorção de gordura pelo sistema gastrointestinal em 

aproximadamente 30% (BORGSTROM, 1988). Os efeitos adversos do Orlistat são limitados, 
mas incluem diarréia, flatulência, dor abdominal e dispepsia (BRAY; GREENWAY, 2007).  
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Os efeitos colaterais gerados por tais medicamentos leva à busca por terapias 

alternativas e utilização de extratos naturais para o combate à obesidade (DANESCHVAR; 

ARONSON; SMETANA, 2016).  

  

1.3 Uso de plantas e produtos naturais  

Os produtos naturais têm sido utilizados desde a antiguidade, sendo que, as plantas 

constituíam até o século passado a maior fonte terapêutica existente. As plantas medicinais são 

atualmente utilizadas no tratamento de várias doenças, sendo muitas vezes consideradas 

terapias alternativas (CHOI, 2018). O Brasil possui vasta gama de espécies vegetais nativas 

que são consideradas medicinais. No entanto, apenas 10% das plantas existentes foram 
estudadas para comprovar suas propriedades e eficácia terapêuticas (CECHINEL-FILHO, 

2015).  

Algumas espécies de plantas já foram estudadas devido ao potencial antiobesidade e 

aos mecanismos envolvidos. Em um estudo conduzido pela Universidade de São Paulo em 

pareceria com a Universidade de Laval, no Canadá, foi demonstrado que o extrato rico em 
compostos fenólicos, especialmente abundante em taninos, de jabuticaba Sabará (Plinia 

jaboticaba) preveniu o ganho de peso corporal além de impedir o crescimento do tecido 

adiposo branco em camundongos obesos por indução de dieta hipercalórica (MOURA et al., 

2018).  

Ainda, estudo com camundongos obesos induzidos por dieta hipercalórica e tratados 
com extrato de Citrus reticulata mostrou que o extrato preveniu a obesidade e acumulação 

lipídica por induzir uma mudança fenotípica no tecido adiposo branco, o transformando em 

tecido adiposo bege (propriedades semelhantes ao tecido adiposo marrom) (CHOU; HO; PAN, 

2018).  

A lipase pancreática também é um grande alvo para o desenvolvimento de estratégias 

antiobesidade. A inibição desta enzima implica na redução da absorção de lipídios através da 
hidrólise de triglicérides pelo sistema gastrointestinal (WINKLER; DARCY; HUNZIKER, 

1990). Medicamentos como o orlistat combatem a obesidade através deste mecanismo de ação. 

No entanto, compostos naturais como os compostos fenólicos também têm potencial de 

inibição da lipase pancreática, sendo esse um importante parâmetro para se determinar a 

eficácia de um produto natural contra a obesidade (ALIAS et al., 2017).  
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1.4 Pata-de-vaca (Bauhinia forficata)  

A espécie Bauhinia forficata, popularmente conhecida como pata-de-vaca, possui 
diversas propriedades medicinais, tais como atividade hipoglicêmica, diurética, antidiarreica, 

tônica e antidiabética (PEPATO et al., 2002). Segundo estudo publicado por Salgueiro et al 

(2016), o chá de B. forficata normalizou os níveis de espécies reativas de oxigênio e oxidação 

lipídica no fígado e da atividade da enzima antioxidante, catalase, em camundongos diabéticos 
induzidos por estreptozotocina (STZ).  

  Ainda, a infusão das folhas da B. forficata é utilizada popularmente para o tratamento 

de diversas enfermidades, que aliada às atividades medicinais comprovadas por diversos 

estudos levou à inclusão da Bauhinia forficata na Lista de Plantas Medicinais de Interesse ao 
Sistema Único de Saúde (SUS) (Saúde, 2009).  

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi elucidar a atuação do extrato bruto e da 

fração acetato de etila das folhas da pata-de-vaca na prevenção da obesidade e combate ao 

estresse oxidativo gerado em consequência à obesidade induzida em camundongos C57BL/6 
através de dieta hiperlipídica. 

  

2. METODOLOGIA   
  

2.1 Preparação do extrato etanólico  

            Para o processo de extração, foi utilizado 1,0 Kg das folhas da B. forficata 

aplicando-se o método de maceração estática, isto é, sem agitação, na qual o material ficou 

imerso em 5,0L de etanol 99,8% como solvente (proporção de 1:5 m.v-1) durante seis dias em 

média. Após esse período, filtrou-se a solução com os extrativos e o solvente foi removido em 
rotaevaporador sob pressão reduzida a 40º C. O material vegetal foi remacerado por mais duas 

vezes, utilizando-se o solvente recuperado na rotaevaporação. O extrato bruto gerado foi 

congelado e liofilizado para a remoção da água e posteriormente, armazenado em freezer à 

20°C.  

2.2 Fracionamento do extrato etanólico e obtenção da fração de acetato de etila  

 Para a partição líquido-líquido, aproximadamente 30g do extrato bruto foi solubilizado 

em 200,0mL de solução metanol: água (9:1). Com o auxílio de um funil de separação, 
realizou-se o fracionamento com solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano, 
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acetato de etila, n-butanol e água.  Para esse processo, foram realizadas quatro extrações com 
200,0 mL de cada solvente.  Os solventes das frações foram totalmente removidos por 

rotaevaporação sob pressão reduzida a 40º C; as frações foram, então, congeladas e liofilizadas 
para a remoção da água remanescente e, em seguida, armazenadas a -20º C.  

2.3 Delineamento experimental  

Os animais foram cedidos pela Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal 

de Uberlândia (REBIR-UFU) após aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CEUA) com protocolo de registro CEUA/UFU 093/18. Os animais foram mantidos sob 

condições de temperatura e umidade controladas no biotério, localizado no bloco 4U do 

campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlândia e divididos em 6 grupos com 6 
animais cada para a avaliação aguda (24 horas) e 7 grupos com 8 animais cada para avaliação 

do efeito crônico do extrato bruto e da fração acetato de etila de Bauhinia forficata. A 
administração dos tratamentos foi através do método de gavagem.  

2.3.1 Avaliação do efeito agudo da Bauhinia forficata  

Para avaliação do efeito agudo supressor do consumo de alimento os camundongos 

C57BL/6 de 5 semanas de idade foram pesados e divididos em 6 grupos experimentais (n=6 

animais). Os animais foram mantidos em gaiolas individualizadas, por um período de 1,5h, 
para se ambientarem. Os animais foram tratados com solução veículo de DMSO 

(Dimetilsulfóxido) 2,5% (grupo controle, DMSO 2,5% utilizado na diluição do extrato bruto e 

da fração acetato de etila), Orlistat (30mg/kg de peso) e os extrato bruto e de acetato de etila 

da Bauhinia forficata (30mg/kg e 300mg/kg de peso do animal). Após 30 minutos da 

administração de cada tratamento, todos os grupos tiveram livre acesso à ração padrão cedida 

pelo biotério, previamente pesada. A ração administrada foi pesada 2, 4 e 22 horas para 
avaliação do consumo.  

2.3.2 Avaliação do efeito crônico da Bauhinia forficata  

Para avaliação do efeito crônico da Bauhinia forficata sobre o desenvolvimento da 

obesidade os camundongos C57BL/6 de 5 semanas de idade foram pesados e divididos em 7 

grupos experimentais de 4 animais cada grupo.  

Os camundongos do grupo 1 foram alimentados com dieta padrão e os demais grupos 

foram alimentados com dieta hiperlipídica (Tabela 1):  
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• Grupo 2: Dieta hiperlipídica + Veículo (DMSO 2,5%)  
• Grupo 3: Dieta hiperlipídica + Orlistat (30mg/kg de peso do animal)  
• Grupo 4: Dieta hiperlipídica + 30mg do extrato bruto da B. forficata/kg de peso  
• Grupo 5: Dieta hiperlipídica + 300mg do extrato bruto da B. forficata/kg de peso  
• Grupo 6: Dieta hiperlipídica + 30mg do extrato acetato de etila da B. forficata/kg de 

peso  

• Grupo 7: Dieta hiperlipídica + 300mg do extrato acetato de etila da B. forficata/kg de 
peso  

Os animais foram mantidos em um período claro/escuro de 12 horas, temperatura 22°C 

e de umidade 55%, com livre acesso à água, ração durante 53 dias.  

   Tabela 1: Composição em 100 g das dietas ofertadas em relação aos macronutrientes.  

  Dieta padrão Nuvilab®   Dieta Hiperlipídica   

Carboidratos (g)   44,8   42,2   

Proteínas (g)   24,8   20,3   

Lipídeos (g)   3,4   37,5   

Valor energético (kcal)   309    587,5   

 
 

2.4 Avaliação do consumo alimentar, ingestão hídrica e peso corporal  

Os animais foram pesados no início do experimento (dia 0) e a cada 7 dias até o final 

do período experimental. O consumo alimentar foi avaliado semanalmente sendo a quantidade 

de ração pesada no início de cada semana experimental e, ao final, pesadas as sobras da grade 

e do chão da gaiola fazendo a subtração do valor colocado e do que sobrou ao final da semana. 

Dividimos o valor obtido pelo número de animais da gaiola e, desta forma, obtivemos o 

consumo médio diário por animal por dia. Para o cálculo do consumo calórico, o consumo 

semanal (em gramas) foi multiplicado pela densidade calórica da dieta.  

  

2.5 Amostra de sangue e tecidos  

Ao término do experimento, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com 

uma solução de quetamina e xilazina (70mg/kg e 12mg/kg, respectivamente) e foram 
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eutanasiados por exsanguinação pela artéria braquial. As amostras de sangue usadas para as 

dosagens bioquímicas foram retiradas após jejum de 12 horas. O sangue foi centrifugado a 

3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C para separação do plasma. O plasma obtido foi 

armazenado à -20°C para quantificação de triglicérides, colesterol total e colesterol da fração 
HDL. Antes da retirada do fígado, os animais foram perfundidos com 10 mL de solução 

fosfato-salina (PBS). O fígado foi retirado, pesado e particionado. As amostras de fígado 

destinadas à quantificação de lipídios totais, triglicérides e colesterol total foram armazenadas 

à -20°C e as amostras para os ensaios de estresse oxidativo foram armazenadas à -80°C.  

  

2.6 Dosagem de colesterol, colesterol da fração HDL e triglicérides plasmáticos  

Utilizou-se kits comerciais para a dosagem de triglicérides e colesterol total. Foi 

realizada a diluição do plasma. Assim, 480 µL de água (H2O) foram acrescentados a 20 µL de 

amostra. Para montar a curva padrão, 40 µL da solução padrão disponível no kit foram 
adicionados à 960 µL de água mili-Q. Desta solução, realizou-se uma diluição seriada a fim de 
obter as seguintes concentrações, respectivamente: 8 mg/dL, 4 mg/dL, 2 mg/dL e 1 mg/dL. Em 

uma microplaca de 96 poços, foram colocados 100 µL das soluções padrão, das amostras 

diluídas e do branco, em duplicata. Foi adicionado aos poços 100 µL do reagente de trabalho. 

A placa foi incubada por 15 minutos à 37°C e, posteriormente, foi realizada a leitura no 

espectrofotômetro a 500 nm.   

A dosagem do colesterol da fração HDL foi realizada seguindo os procedimentos 

contidos no kit. Foram misturados 20 µL de plasma das amostras e 20 µL do reagente 
precipitante. A solução foi homogeneizada por 20 segundos e ficou em repouso por 10 

minutos sendo, em seguida, centrifugada por 4 minutos a 12.000 rpm à 4°C. Em uma 

microplaca de 96 poços, foi colocado 10 µL de amostra em cada poço. 200 µL de reagente de 

cor foi adicionado também em cada poço e a placa foi incubada por 15 minutos à 37°C.  

Realizou-se a leitura no espectrofotômetro à 500 nm.  

  

2.7 Extração dos lipídeos hepáticos e fecais  

Os lipídeos totais hepáticos foram extraídos de acordo com o método descrito por 

Folch et al. em 1957, no qual 100 mg de amostra foi homogeneizada com 1900 µL de solução 

de clorofórmio e metanol (2:1). Ao homogeneizado foi acrescentado 400 µL de metanol e, 
então, a solução foi centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi vertido a um 



19  

  
tubo de ensaio previamente pesado e a ele foram adicionados 800µL de clorofórmio e 640 µL 
de solução NaCl a 0,73%. A nova solução foi homogeneizada e centrifugada por 10 minutos a 

3000 rpm. Duas fases foram formadas, sendo a fase superior descartada. A parede do tubo de 
ensaio foi lavada com 600 µL de solução Folch por três vezes. Os extratos lipídicos foram 

colocados em estufa a 37ºC durante 24 horas. Após este período, o tubo de ensaio foi pesado e 

o conteúdo lipídico do tubo de ensaio foi ressuspendido com 500 µL de isopropanol para as 

dosagens de colesterol e triglicerídeos que foram realizadas com o auxílio de kit enzimáticos.  

2.8 Homogeneizado de fígado  

Para as próximas análises, as amostras de fígado foram homogeneizadas. Com o 
auxílio do um homogeneizador de tecidos, 100 mg de amostra foram homogeneizadas em 900 

µL de tampão fosfato pH 7,4 50mM EDTA 5mM. A solução foi centrifugada a 10000 g por 15 

minutos à 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado à -20°C.  

2.9 Dosagem de proteína total do fígado  

A quantificação de proteína total das amostras foi realizada de acordo com o método de 

Bradford (BRADFORD, 1976). Para obtenção da curva padrão, uma solução de BSA (2 
mg/mL) foi diluída nas seguintes concentrações: 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,35 mg/mL, 0,5 

mg/mL, 0,7 mg/mL, 1,0mg/mL e 1,4mg/mL. O homogeneizado foi diluído em água, sendo o 

fator de diluição igual a 30. Em uma placa de 96 poços, foram colocados 5 µL de amostra e 

adicionados 250 µL do reagente de Bradford. A placa foi incubada em temperatura ambiente 

por 10 minutos. Realizou-se a leitura no espectrofotômetro à 595nm.  

2.10 Quantificação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

Foram misturados 100 µL do homogeneizado de fígado a 400 µL de água (H2O) e 500 

µL de ácido tricloroacético 20% (TCA). Desta solução, 400µL foram retirados e adicionado a 

um tubo com ácido clorídrico 0,5 M (HCl) e hidroxitolueno butilado 50 mM (BHT). Outros 

400 µL foram colocados em tubo com ácido tiobarbitúrico 0,75% (TBA) diluído em HCl 0,5 
M e BHT 50mM. Os tubos foram fervidos em banho maria por 30 minutos e centrifugados a 

10000g por 6 minutos a 4°C. O sobrenadante foi lido no espectofotômetro a 532 nm e 600 nm.  

2.11 Atividade antioxidante total  

A análise da atividade antioxidante total foi feita através do método de redução do ferro 

(FRAP). Para obtenção da curva padrão, uma solução de Trolox (2000 µM) foi diluída em 
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água nas seguintes concentrações: 200 µM, 150 µM, 100 µM, 80 µM, 60 µM, 40 µM, 20 µM e 
10 µM em um volume final de 35 µL para cada uma das concentrações. 10 µL de amostra 

foram adicionados a 25 µL de água. A amostra foi colocada em uma placa de 96 poços e foram 
acrescentados 250 µL de solução reagente de FRAP (tampão acetato de sódio 0,3 M, TPTZ 10 

mM e cloreto férrico 20 mM). A placa foi incubada por 6 minutos a 37°C e lida no 

espectofotômetro 593 nm.  

  

  

2.12 Quantificação de proteína carboniladas  

Preparamos uma solução com 250 µL de amostra, 250 µL de água e 500 µL de TCA 

20%. Desta solução, transferimos 450 µL para dois tubos eppendorf que foram centrifugados 
por 6 minutos a 10000 g, a 4°C. O sobrenadante foi separado para quantificação de eq-GSH e 

GSSG. O pellet formado no tubo destinado ao teste foi ressuspendido com 500µL de solução 

de dinitrophenilidrazina 10 mM (DNPH) solubilizado em HCl 2 M. O pellet formado no tubo 

destinado ao branco foi ressuspendido em HCl 2 M. À solução adicionou-se 500 µL de TCA 
20% gelado e a nova solução foi centrifugada a 10000 g por 6 minutos a 4°C. O sobrenadante 

foi descartado e lavou-se o precipitado com 1 mL de solução etanol:acetato de etila (1:1) por 

três vez, centrifugando a solução a cada lavagem. Após a última lavagem, o pellet foi 

dissolvido em 1 mL de cloreto de guanidina 6 M. A solução foi incubada por 15 minutos à 

37°C e centrifugada, posteriormente. Transferiu-se 300 µL em duplicata para um placa de 96 

poços e realizou-se a leitura entre 340 nm e 410 nm. O comprimento de onda com maior 

absorbância foi selecionado para análises posteriores.  

Para determinadação da concentração de proteínas totais, 200 µL do sobrenadante 

contido no tubo destinado ao branco foi adicionado a 800 µL de cloreto de guanidina. 
Centrifugou-se a solução por 6 minutos a 10000 g. Tranferiu-se 300 µL do sobrenadante para a 

uma microplaca e realizou-se a leitura a 280 nm.  

  

2.13 Atividade de eq-GSH e GSSG  

Para determinação da concentração de eq-GSH e GSSG utilizamos o sobrenadante 

obtido na primeira etapa do método descrito acima. 100 µL do sobrenadante de cada amostra 

foram transferido para um tubo destinado à medição de GSH e outros 100 µL do sobrenadante 

foram transferido para um tubo destinado à medição de GSSG. Acrescentamos 300 µL de 



21  

  
tampão fosfato 0,5 M pH 7,0 e 20 µL de etanol ao tubo “GSH” e 300 µL de tampão fosfato 0,5 

M pH 7,0 e 20 µL de 2-vinylpyridine 0,5 M em etanol ao tubo “GSSG”. Os tubos foram 

agitados vigorosamente por mais de um minuto e mantidas no escuro em temperatura ambiente 
por 1 hora. Para quantificação da concentração de GSH, adicionamos 30 µL de amostra à 

solução com 615 µL de água, 200 µL de tampão fosfato 0,5M EDTA 5mM pH 7,0, 30µL de TCA 2,38% 

fosfato 0,357M etanol 4,76%, 25µL de NADPH 4 mM, 50 µL de DNTB 2 mM e 50 µL de glutationa 

redutase (GR) 1U/mL.  
Para quantificação da concentração de GSSG, adicionamos 25 µL de amostra à solução 

com 600 µL de água, 200 µL de tampão fosfato 0,5M EDTA 5mM pH 7,0, 75 µL de  TCA 2,38% 

fosfato 0,357 M etanol 4,76%, 25 µL de NADPH 4 mM, 50 µL de DNTB 2 mM e 25 µL de glutationa 

redutase (GR) 13 U/mL.  

  

2.9 Análise Estatística  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 

considerando nível de significância de 5%. Para avaliação das condições experimentais será 

utilizado o teste ANOVA one way com o post hoc de Tukey. Os resultados foram 

apresentados como média ± desvio padrão ou erro padrão da média.   
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5. RESULTADOS   
  

5.1 Avaliação do efeito agudo do tratamento com extrato bruto e da fração acetato 
de etila da Bauhinia forficata 

5.1.1 Efeito da Bauhinia forficata sobre o consumo alimentar  

Para a avaliação do consumo alimentar agudo, durante 24 horas, não observamos 

alterações no consumo alimentar final (Figura 2B). Entretanto, os animais tratados com fração 

acetato de etila 300mg/kg, consumiram mais da ração padrão comparados ao animais do grupo 
tratado com DMSO 2,5% (veículo) (Figura 1 A).  

  

 
  
Figura 2: Avaliação do consumo alimentar, A) ao longo do tempo, B) final. Todos os valores expressos como 
média ± o desvio padrão. P<0,05 em relação ao grupo veículo.  

  

5.1.2 Efeito agudo nos níveis de lipídios plasmáticos nos camundongos tratados 
com extrato bruto e da fração acetato de etila de Bauhinia forficata  

  

A concentração de triglicérides no plasma dos animais tratados com o da fração acetato 

de etila 30 mg/kg e orlistat 30mg/kg reduziu em relação ao grupo tratado com DMSO 2,5%, 

considerando valor de p<0,05 (Figura 3A). Contudo, foi observado um aumento no colesterol 

total dos animais tratados com fração 300mg/kg quando comparado ao animais do grupo 

veículo (figura 2 B)  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

    



23  

  
A)                                                   B) 

  

Figura 3: Níveis de triglicérides (A) e colesterol total (B) em mg/dL de plasma. Todos os valores expressos como 
média ± o desvio padrão. *, **: p <0,05 em relação ao grupo veículo.   

  

5.1.3 Efeito agudo nos níveis de lipídios fecais e hepáticos nos camundongos 
tratados com extrato bruto e da fração acetato de etila de Bauhinia forficata  

  

Não observamos alterações na concentração de lipídios, triglicérides e colesterol total 

do fígados e das fezes do animais. No entanto, houve uma redução no colesterol analisado dos 

animais tratados com orlistat (30mg/kg) em relação ao grupo veículo (Figura 4).  
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 Figura 4: Níveis de triglicérides e colesterol total em mg/g de amostra. Todos os valores expressos como média ± o desvio 
padrão. *: p<0,05 em relação ao grupo veículo.  

  
  

5.2 Avaliação do efeito crônico do tratamento com extrato bruto e da fração 
acetato de etila da Bauhinia forficata  

  

5.2.1 Efeito crônico do tratamento com extrato bruto e da fração acetato de etila 
da Bauhinia forficata sobre o consumo alimentar e ganho de peso  

  

Os animais alimentados com dieta padrão, apresentaram um consumo alimentar em 

gramas superior aos animais alimentados com dieta hiperlipídica (Figuras 5A), porém, em 

relação às calorias, não observamos diferenças entre os grupos (Figura 5B). Quanto ao ganho 

observamos maior ganho dos animais da dieta hiperlipídica veículo em relação aos animais da 

dieta padrão. Os tratamentos não resultaram em diferenças (Figura 5C). Quanto ao peso 

relativo do fígado camundongos, o mesmo foi maior nos camundongos alimentados com a 
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dieta padrão (Figura 6A) em relação aos animais alimentados com dieta hiperlipídica não 
havendo diferenças entre os tratamentos. Enquanto que, no tecido adiposo, o peso relativo 

aumentou nos animais alimentados com dieta hiperlipídica em relação ao peso relativo do 
tecido adiposo dos animais alimentados com a dieta padrão (Figura 6B).  

  

Figura 5: consumo alimentar (a), peso corporal ao longo do tempo (b) e ganho de peso corporal (c) dos animais alimentados 

com dieta padrão, dieta hiperlipídica e dieta hiperlipídica com o tratamento dos extrato bruto e da fração acetato de etila 
(30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como média e desvio padrão. *: p<0,05 em relação ao grupo 

veículo.  
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A) FÍGADO     B) TECIDO ADIPOSO 

  
  

  
 Figura 6: Peso relativo do fígado (A) e tecido adiposo epididimal (B) dos animais alimentados com dieta padrão, 
dieta hiperlipídica e dieta hiperlipídica com o tratamento dos extrato bruto e da fração acetato de etila (30mg/kg e 
300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como média e desvio padrão. *, ***: p<0,05 em relação ao 
grupo veículo.  

  
  

5.2.2 Efeito crônico do tratamento com extrato bruto e da fração acetato de etila 
da Bauhinia forficata sobre os níveis lipídicos plasmáticos.  

  
A concentração de triglicérides e do colesterol HDL no plasma não sofreu alterações 

entre os grupos (Figuras7A e 7C). Entretanto, houve aumento do colesterol total do plasma 

nos camundongos alimentados com a dieta hiperlipídica em relação ao animais da dieta padrão 

(Figura 7 B).  
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      A)    B)    C) 
 

 

  
Figura 7: Concentração de triglicérides (A), colesterol total (B) e colesterol da fração HDL (C) em mg/dL de 
plasma dos animais alimentados com dieta padrão, dieta hiperlipídica e dieta hiperlipídica com o tratamento dos 
extrato bruto e da fração acetato de etila (30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como 
média e desvio padrão. **: p<0,05 em relação ao grupo veículo.  

  
  

5.2.3 Efeito agudo nos níveis de lipídios fecais e hepáticos nos camundongos 
tratados com extrato bruto e da fração acetato de etila de Bauhinia forficata  

  

O tratamento com os extrato bruto (30 mg/kg) e da fração acetato de etila (300 mg/kg) 

reduziram a concentração de lipídios no fígado comparados ao grupo veículo (Figura 8A). 

Contudo, não houve diferença na concentração de lipídios nas fezes (Figura 8D). A fração 

30mg/kg reduziu o colesterol nas fezes dos animais tratados em relação ao grupo veículo. Não 

houve diferença nas concentrações de triglicérides fecais e hepáticos e colesterol hepático.  
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Figura 8: Concentração de triglicérides, colesterol total fecais (A, B e C) e hepáticos (D, E, e F) em mg/g de 
amostra dos animais alimentados com dieta padrão, dieta hiperlipídica e dieta hiperlipídica com o tratamento dos 
extrato bruto e da fração acetato de etila (30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como 
média e desvio padrão. *, ***: p<0,05 em relação ao grupo veículo.  

  

5.2.4 Avaliação  do potencial antioxidante dos extrato bruto e da fração acetato de 
etila  

Quanto ao potencial antioxidante total não observamos diferenças entre os grupos. A 

concentração de gsh no fígado teve um aumento no grupo tratado com extrato bruto 30mg/kg 

em relação ao grupo veículo. Contudo, não foi possível observar diferenças na concentração da 

enzima glutationa em sua forma oxidada  (gssg) entre os grupos (Figura 9).  
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    A)            B)      C) 

                            FRAP FÍGADO               eq-GSH                           GSSG 

   
  

 Figura 9: Atividade antioxidante através do método de redução do Fe+3 e concentração da enzima glutationa na 
forma reduzida e oxidada no fígado dos animais alimentados com dieta padrão, dieta hiperlipídica e dieta 
hiperlipídica com o tratamento dos extrato bruto e da fração acetato de etila (30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat 
(30mg/kg). Dados apresentados como média e desvio padrão. *: p<0,05 em relação ao grupo veículo.  

  

  

5.2.5 Avaliação  da peroxidação lipídica hepática nos camundongos tratados com 
extrato bruto e da fração acetato de etila de Bauhinia forficata  

A peroxidação lipídica do fígado foi avaliada pelo método TBARS. Constatamos que, 

em relação ao grupo veículo, somente houve diferença no grupo tratado com fração acetato de 

etila 30mg/kg, o qual apresentou uma redução nos níveis de peroxidação lipídica (Figura 
10A). Quanto ao dano proteico no fígado, os níveis de proteína carbonilada aumentaram nos 

grupos tratados com extrato bruto 300mg/kg e fração acetato de etila 30mg/kg e 300mg/kg.  
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A) B) 
B)  

TBARS FÍGADO                     PROTEÍNA CARBONILADA 

  
  

Figura 10: peroxidação lipídica e dano proteico nas amostras de fígado dos animais alimentados com dieta 

padrão, dieta hiperlipídica e dieta hiperlipídica com o tratamento do extrato bruto e da fração acetato de etila 
(30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como média e desvio padrão. *: p<0,05, **:  

p<0,005, ****: p<0,0001 em relação ao grupo veículo.  
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6. DISCUSSÃO  

  

O controle e tratamento da obesidade é muito importante para se evitar o 

desenvolvimento de doenças associadas, tal como a diabetes melitus tipo 2. O ideal para 

combate da obesidade seria reeducação alimentar acompanhada de exercícios físicos regulares. 
Entretanto, a busca por resultados a curto prazo e ou dificuldades geradas pela própria 

condição obesa (em relação aos exercícios físicos), leva à necessidade de desenvolvimento de 

fármacos e a procura por produtos naturais, derivados de plantas ou animais como uma 

alternativa para a prevenção e/ou tratamento da obesidade (RODGERS; TSCHOP; WILDING, 

2012).   

Tanto os fármacos quanto os produtos naturais podem ter diferentes mecanismos de 
ação. A sibutramina, por exemplo, atua no sistema nervoso central e auxilia no tratamento da 

obesidade ao inibir o consumo alimentar (JAMES et al., 2010). Neste trabalho, observamos 

que os extratos brutos e fração acetato de etila da pata-de-vaca não mudaram o consumo 

alimentar dos animais tratados na avaliação aguda (Figura 2A) e na avaliação crônica (Figura 
4A).   

O orlistat é um forte inibidor da lipase gastrointestinal. A lipase gastrointestinal 

degrada os triacilgliceróis ingeridos gerando moléculas de ácidos graxos e monoglicérides que, 

posteriormente, serão armazenados no tecido adiposo (TA); o acúmulo de gordura causa a 

hipertrofia e hiperplasia das células do TA, caracterizando o sobrepeso e a obesidade. Quando 

a lipase intestinal é inibida, a absorção de lipídios da dieta fica comprometida, portanto, pode 

ocorrer uma reversão da obesidade. É comum, nesse caso, a ocorrência de esteatorréia, 

popularmente conhecida como gordura nas fezes.   

Nos resultados apresentados por esse trabalho, a análise dos parâmetros lipídicos da 

avaliação aguda do efeito da Bauhinia forficata indicaram que o orlistat e a fração de acetato 

de etila reduziram os níveis de triglicérides plasmáticos em relação ao grupo veículo da dieta 

hiperlipídica (Figura 3). Contudo, não houve redução da concentração de lipídios totais, 

triglicérides e colesterol total no fígado e nas fezes (Figura 4).   

Esperava-se que o orlistat atuasse como um grupo controle positivo na redução da 

obesidade e como um parâmetro para um possível mecanismo de ação dos extratos da patade-

vaca. No entanto, tais resultados não foram observados no experimento agudo e nem no 

crônico.   
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Para os estudos crônicos, os animais foram tratados entre 1h a 1h30m antes do ciclo 

escuro começar, também não houve mudança no perfil lipídico dos animais tratados com 

orlistat e nem no tratamento com extrato bruto e fração acetato de etila. Entretanto, o n 
amostral da avaliação crônica apresentada neste trabalho é de apenas metade do que o projeto 

original propôs, com o n igual a 8 animais por grupo. Sendo assim, apesar de haver um 

tendência à elevação da concentração de lipídios totais na fezes dos animais tratados com 

orlistat e extrato bruto 30mg/kg da pata-de-vaca (Figura 8) é necessária a análise completa do 

n amostral.  

Sampaio et al. (2018) constatou que o extrato alcoólico de B. forficata reduziu o peso 

do tecido adiposo epididimal em ratos Wistar, mas não apresentou resultados significativos 

quanto à redução da massa corporal dos animais. No presente trabalho,  camundongos 
alimentados com dieta hiperlipídica ganharam mais massa corporal do que os camundongos 

alimentados com dieta padrão. O tratamento não foi eficaz na prevenção do ganho de peso 

desses animais, assim como não observamos redução do peso relativo do tecido adiposo.  

A análise antioxidante total pela método de redução do Fe3+ é baseada em Benzie; 

Strain (1996). Para esta análise, antioxidantes constituídos na amostra reduzem o Fe3+ em Fe2+ 
(figura 10). O Fe2+ é então quelado ao 2,4,6-tri(2piridil)-striazina (TPTZ), no qual forma-se o 

complexo Fe2+-TPTZ. Este complexo tem coloração azulada e pode ser lido no espectofotômetro 

sendo que a capacidade antioxidante é determinada com uma solução de Trolox. Não 

observamos aumento do potencial antioxidante total no fígado dos animais tratados com os 

diferentes extratos brutos e frações da B. forficata .  

 A obesidade e a dieta hiperlipídica são influenciam na geração de EROs e, 

consequentemente, no estresse oxidativo. O desbalanço entre a atividade oxidante do 

organismo e a liberação de EROs seja pelo aumento na liberação de oxigênio pelo miocárdio, 

no resultado da inflamação gerada por adipocitocinas no tecido adiposo ou pela mudança no 

metabolismo do oxigênio causada pela dieta rica em lipídios acarreta na peroxidação lipídica e 

no aumento na concentração da glutationa na forma oxidada  (OLUSI, 2002). Observamos que 
a concentração de glutationa reduzida aumentou nos animais tratados com o extrato bruto 

300mg/kg de peso e peroxidação lipídica foi reduzida apenas no grupo da fração acetato de 

etila 30mg/kg. Observamos também, maiores níveis de proteína carbonilada no extrato bruto 

300mg/kg e frações acetato de etila 30 e 300mg/kg. Tais dados requerem maiores análises, 

uma vez que a diferença entre os grupos tratados foram pontuais e não entendeu-se às demais 

avaliações.  
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7. CONCLUSÃO  
  

Os extratos bruto e da fração acetato de etila da Bauhinia forficata (pata-de-vaca), na 

avaliações aguda e crônica, não alteraram o perfil lipídico dos animais induzidos à obesidade 

nem a atividade antioxidante, sendo observado um dano proteico (maiores níveis de proteína 

carbonilada) nos animais tratados com extrato bruto 300mg/kg e fração acetato de etila 

30mg/kg e 300mg/kg. No entanto, o número de animais utilizados para as análises é baixo, 
sendo necessária a avaliação com um número maior de animais para conclusões mais 

assertivas.   
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