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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "EXTRATOS
DE PHASEOLUS VULGARIS, SEU USO, E FORMULAGCOES QUE OS

CONTEM".

Sumario da Invencéao

A presente invengdo refere-se a extratos obtidos a partir de se-
mentes de plantas do género Phaseolus, e 0 processo para sua preparagao.
Mais particularmente, a invengéo refere-se a extratos de semen-
tes de Phaseolus vulgaris, distinguidos por um- teor de inibidores de a-
amilase e fitoemaglutininas em proporcdes estabelecidas, que reduzem a
absor¢ao de glicose originada de am_idos na dieta, e reduzem o apetite de-

- pois de administrag&o repetida.

Antecedentes da Invencao

Um inibidor de o-amilase (atAl) € uma glicoproteina contida nas
sementes de feijéo-comum‘ (Phaseolus vulgaris), que inibe a atividade enzi-
matica de amilase de origem animal, e especialmente amilase humana, de
uma maneira diferenciada dependente da espécie. Este inibidor, que foi puri-
ficado pela primeira vez por Marshall e Lauda em 1974 (J. Biol. Chem.
250(20):8030-8037 (1975)), tem atraido interesse por causa dos efeitos que
sua. atividade inibidora de amilase pancreatica podem exercer sobre a ab-
sorgao intestinal de glicose (derivada da hidrélise enzimética de amido), e

"acima de tudo pela sua aplicagéao potencual na industria dietética. Os carboi-

dratos sdo uma fonte importante de calorias e contribuem para a sintese de
gorduras em individuos predispostos & obesidade ou diabetes Tipo Il. Na
natureza, na evolugdo das espécies, a disponibilidade de alimentos para so-
brevivéncia era intermitente, de modo que a capacidade de acumular ener-
gia além da quantidade necessaria para uso imediato era essencial. As célu-
las adiposas, desenvolvidas em diferentes partes do corpo, estdo entre os
locais onde a energia é acumulada, de tal modo que ela esteja facilmente
disponivel quando o corpo a necessita. Este sistema fisiologico, orquestrado
por secregdes enddcrinas e neuronais, permite que os seres humanos so-
brevivam por longos periodos, mesmo na auséncia de alimento. Entretanto,
no caso de alimento abundante, o estilo de vida sedentario e raz6es genéti-
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cas associadas a estilos de vida de paises industrializados, o sistema au-
menta descontroladamente os depdsitos de energia adiposa com conse-
qléncias adversas, tais como imperfeicdes cosméticas, e em seguida, uma
sobrecarga do sistema cardiocirculatério. Um dos principais problemas é a
obesidade, que atingiu niveis altos em. alguns paises, tal como nos Estados
Unidos da América. A obesidade é a principal causa de dbenga cardiovascu-
lar, hipertensdo e diabetes. O excesso de peso, que é comum entre homens
e também mulheres, faz com que o individuo coma quantidades cada vez
maiores de comida, e o resultado € uma deterioragao da saude. Um excesso
de glicose no sangue leva a um aumento em depésitos de energia, e a dis-
ponibilidade de substancias que reduzem a absor¢do de glicose € muito im-
portante.

A demanda mundial por substéncias contra a obesidade levou a
pesquisa e estudo de alimentos que contrabalangam a acumulagao progres-
siva do peso corporal. |

Os inibidores de a-amilase foram identificados ha muito tempo
em diferentes legumes e no milho, e ensaios clinicos especificos foram con-
duzidos nos ultimos anos, com resultados dubios. Dependendo do processo
de preparagdo usado para a concentracdo e isolamento desses inibidores,
ds resultados foram contraditérios, pois muitas prepara¢gdes comerciais de-
monstraram falta de atividade eficaz in vivo. De acordo com os primeiros
estudos de Layer, Carlson e Di Magno (Gastroenterology 88(6):1895-1902
(1985)), este problema deve-se aparentemente ao alto grau de diluicdo do

inibidor em preparacdes altamente impuras; de fato, as preparagdes de ini-

bidor purificado comprovam ser ativas sobre a a-amilase quéndo sao intro-
duzidas diretamente dentro do lumen intestinal.

~ Sabe-se ha muito tempo que algumas sementes e Iegumes con-
tém substancias, as quais, se ingeridas antes de serem completamente co-
zidas, podem ser tdxicas ou enfraquecer a dieta normal. De fato, o inibidor
de o-amilase ndo esta presente nos extratos isoladamente, mas esta sem-
pre no feijado-comum acompanhado de grandes quantidades de fitoemagluti-
ninas que sdo consideradas tdxicas. A toxidez das fitoemaglutininas é nor-
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malmente alta nas doses nas quais elas estao presentes na natureza. As
fitoemaglutininas sdo glicoproteinas semelhantes a inibidores de a-amilase,

e causam hiperplasia, hipertrofia e aumentam a fungao pancreatica em altas

doses. As fitoemaglutininas reconhecidamente causam aumento do tamanho
do pancreas em doses relativamente altas, aumentando assim a acumula-
¢ao de poliaminas e a secre¢ao enzimatica. Estas glicoproteinas sobrevivem

“ao transito intestinal e se ligam a enterdcitos, onde elas induzem a secre¢édo

de colecistocinina, um horménio tréfico que estimula a secregao pancreatica.
Além destes efeitos aparentemente desfavoraveis sobre o pancreas e o in-
testino, a colecistocinina também inibe o apetite, uma propriedade vital na

reducéo da obesidade.

Os processos fragmentarios descritos a literatura para a prepa-
racao de inibidores de a-amilase envolvem a extragdo com tampao de fosfa-
to e a insolubilizag&o de proteinas com sulfato de amédnio, e néo proporcio-
nam qualquer seletividade, produzindo assim extratos que contém altas con-

centragoes de fitoemaglutininas, e devem ser diluidos para obter extratos

com um nivel aceitavel de toxidez. Além do aspecto bioldgico, os processos
conhecidos incluem algumas etapas que tornam dificil preparar um produto
que. é ativo e também seguro. Os problemas que advém durante a extragdo
com tampdes de diferentes intensidades idnicas e pH devem-se a alta con-
centragdo de contaminantes protéicos e de polissacarideos, que os tornam
altamente viscosos, levando a problemas de baixa capacidadé de filtracao e
tempos mais longos de processamento. Como elas sao extragées aquosas,
ha também um alto risco de contaminagao microbiana do extrato protéico,
que é dificil de Contro!ar, especialmente no caso de preparagc“)es‘altamente
viscosas. Todas estas condi¢gbes levam a uma perda de produto e tornam
dificil obter extratos finais com um baixo teor de fitoemaglutininas e a corres-
pondente padronizagdo de multicomponentes. Varios processos foram usa-
dos para solucionar o problema de limitar fitoemaglutininas, incluindo trata-
mentos térmicos, que levam a degradagao nao apenas de fitoemaglutininas,
mas também de inibidores de a-amilase, com o resultado de que os produ-
tos obtidos sdo parcamente ativos. Na pratica, os produtos existentes no
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mercado tém um teor muito baixo de inibidores de o-amilase. Outros produ-
tos que sdo enriquecidos demais em inibidores de a-amilase causam pro-
blemas desagradaveis de flatuléncia quando administrados em doses gran-
des.

Descricao Detalhada Da Invengéo

Descobriu-se surpreendentemente que preparando produtos en-
riquecidos em inibidores de a-amilase, que tém um teor de fitoemaglutininas
dentro de limites perfeitamente toleraveis, pode ser obtida uma redugéo no
peso corporal proporcional a dose administrada. Os dados em ratos suge-
rem que o efeito sobre a redugdo do peso corporal estd associado nao ape-
nas a uma reduc@o no nivel plasmatico de glicose, mas também a uma re-
dugao acentuada no consumo de alimentos. Varios experimentos farmacolé-
gicos demonstram que esta redu¢do na ingestdo de alimentos, embora os
alimentos estejam livremente disponiveis, ndo esta associada com um efeito
toxico, mas com uma mudanga no desejo de comer. Varios experimentos
conduzidos primeiramente em animais e subsequentemente em seres hu-
manos permitiram o equilibrio_correto entre os componentes responsaveis
pela redugd@o no peso corporal, sem causar efeitos colaterais indesejaveis.

Os produtos de acordo com a invengado sao preparados por ex-
tragcao aquosa e subsequente precipitagdo fracionada com misturas apropri-
adas de etanol e agua. |

O processo de acordo com a invengéo usa misturas de etanol e

agua e produz um extrato enriquecido em inibidor de a-amilase, cuja ativida-

de é igual ou maior do que 1.800 USP/mg (titulo por HPLC igual ou maior do

que 15% em peso) e um teor de fitoemaglutininas entre 1.500 e 6.000
HAU/g, de tal modo que ele possa ser formulado em produtos para uso die-
tético em doses suficientemente baixas, para obter o resultado desejado.
Além desta vantagem importante, o processo da inveng¢ao produz uma redu-
¢ao significativa na contagem microbiana. Outra vantagem importante é a
possibilidade de obter uma separagdo perfeita dos componentes principais
contidos no extrato de partida, e consequientemente, um produto final alta-
mente enriquecido em inibidor de ao-amilase, com proporg¢des definidas de



10

15

20

25

30

fitoemaglutininas.
O processo da invengdo compreende a extragdo de biomassa

com tampdes que tém um pH na faixa entre 3 e 6,5, de preferéncia pH 3,5-

5,5, e ainda mais preferivelmente pH 4, em temperaturas entre 2 e 25°C, de
preféréncia entre 4 e 18°C, e a subseqliente separacao do extrato da bio-
massa por centrifugagao.

'Os tampOes apropriados para a extragdo sao tipicamente os
tampdes de fosfato, citrato.ou acetato ou tampdes de aminoéacidos dicarboxi-
licos, de preferéncia tampao de fosfato ou citrato.

| Dependendo dos extratores usados e do ciclo de extragdo, sao

usados 5 a 20 volumes de tampéo por parte do material de partida, de prefe-
réncia 10-12,5 partes, e a mistu'ra é agitada por 1-4 horas, de preferéncia 2
horas; a biomassa pbde ser extraida adicionalmente trés vezes ou mais com
uma quantidade apropriada de tampéo, e em qualquer caso até que seu teor
de inibidor de a-amilase e fitoemaglutininas seja exaurido.

Os extratos sdo combinados séo clarificados por filtragéo e cen-
trifugacdo, e concentrados sob vacuo em uma temperatura entre 25°C e
35°C, de preferéncia 30°C, ou por ultrafiltragdo (corte em 10.000 Da) até um
volume correspondente a aproximadamente 10% do peso do extrato depois
da centrifugaggo. |

A préxima etapa é uma precipitagao diferencial do extrato aquo-
so concentrado com etanol diluido, em ua concentragéo final entre 40 e 50%
em volume, de preferéncia 45% em volume, operando em uma temperatura
entre 18°C e 30°C, e de préferéncia entre 20°C e 25°C. O precipitado enri-
quecido em fitoe‘maglutininas é separado, e o filtrado é diluido adiCionaImen-
te com etanol até uma concentracdo de alcool de 60-70%, de preferéncia
65%. _

O precipitado obtido pode ser centrifugado e/ou filtrado, redissol-
vido em agua desmineralizada e precipitado novamente em etanol a 60%
para reduzir a parte salina. Alternativamente, ele pode ser diafiltrado através
de uma membrana com um corte de 10.000 Da. O sedimento da precipita-
¢ao, que constitui 0 extrato de acordo com a invengéo, é secado.
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Caso estes processos sejam usados, pode ser obtido um extrato

com as seguintes caracteristicas:

- titulo por HPLC: > 15% em peso

- atividade inibitoria de a-amilase: 2 1.800 USP/mg

- atividade hemaglutinante: > 1.500 < 6.00 HAU/g

A eficacia dos extratos foi comprovada em ratos que tiveram a-
cesso livre a alimento, consistindo em uma dieta especial enriquecida em
amido. Ratos Wistar, alojados individualmente em gaiolas em uma tempera-
tura constante de 22 + 2°C e 60% de umidade, foram divididos em grupos de
8-9 animais e tratados com uma sonda gastrica por 5 dias,' ém uma dose
diaria de acordo com o seguinte padrao: ' '

- 12 grupo: veiculo (0,5% de metil-celulose, 4 mL/kg);

- 2° grupo: 300 mg/kg do extrato descrito no Exemplo 2.

O consumo de alimento foi registrado imediatamente depois do
final de cada sesséo diaria pesando os péletes (com uma precisdo de 0,1 g).
O consumo de alimento e 0 peso foram registrados durante o tratamento
inteiro. A andlise estatistica foi conduzida com o teste ANOVA.
Tabela 1
Consumo de Alimento (gramas/animal/dia) Durante os 5 Dias de Tratamen-
tb. Média (com n = 8-9) + Erro-padrao

1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia
Controle {23,1+16| 229+10 | 228+1,9 | 229+1,9 |23,0+1,8
(-0,86%) (-1,3%) (-0,86%) | (-0,43%)
| Exemplo2 | 22,1 +0,7 | 19,2+ 0,6* | 20,1+0,9* | 18,6 +0,8" | 20,0 + 1,1
(-13,1%) (-9,04%) (-15,8%) (-9,5%)

Plotagem dividida ANOVA versus controle e Dia 1 (* p < 0,05); porcentagens
calculadas versus Dia 1.

Durante o tratamento, o extrato descrito no Exemplo 2 reduz o
consumo de alimento, enquanto que o0 consumo de agua permanece inalte-
rado. |

Durante os 5 dias depois da descontinuagao do tratamento, o

consumo de alimento foi uniforme e dentro da faixa normal (valores para o
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grupo de controle na Tabela 1) para todos grupos.

tamento.
Tabela 2

A Tabela 2 indica os dados de aumento de peso durante o tra-

Peso Corporal (gramas/animal/dia) Durante os 5 Dias de Tratamento. Média

~(com n = 8-9) + Erro-padréo

1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia
Controle 3403+ | 3504+ | 362,82+ [3655+4,8| 3699+
4,2 4,3 5,2 (+6,9%) 6,1
(+3,0%) (+6,1%) (+8,0%)
Exemplo2 | 3414+ | 342,08+ | 3429 =% 342,7 + 345,2 =
.41 3,9 4,2* 4,5* 49"
(+0,2%) (+0,43%) | (+0,39%) | (+0,95%)

invengao.

Plotagem dividida ANOVA versus controle (* p < 0,05); porCentagens calcu-
ladas versus Dia 1.

O produto de acordo com a invengéo € perfeitamente tolerado, e
pode ser incorporado em formulagdes farmacéuticas ou dietéticas em doses
ha faixa entre 100 e 1.000 mg, para serem tomadas nas refei¢gdes principais.
O extrato pode ser incorporado em formas bebiveis ou similares, para serem
tomadas como supressores do apetite.

Os exemplos abaixo ilustram a preparagdo e as vantagens da

Exemplo 1
Preparagédo de um Extrato de Feijao-comum Enriquecido em Inibidor de a-

Amilase por Extragdo com Tampao de Fosfato e Precipitagdes Seletivas com
Etanol

Uma suspensao de 490 g de farinha de feijao-comum em 4,9 L
de tampao de fosfato pH 4,2 foi agitada por 1 hora a +22°C.

A suspensao foi centrifugada e, depois da clarificagdo do centri-

- fugado aquoso sobre papel, concentrada até um peso correspondente aque-

le do material extraido. O concentrado foi diluido com etanol a 95% até uma
concentragao de 45% de etanol, para dar um precipitado (rico em fitoema-

glutininas e proteinas inutilizaveis) que foi separado por centrifugagédo a
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+25°C e descartado. O liquido centrifugado foi diluido adicionalmente com
etanol a 95% até uma concentragao de 65%, para dar um precipitado que,
depois de centrifugacao e lavagem com etanol a 65%, foi secado sob vacuo
em uma temperatura menor do que 50°C. O produto obtido (rendimento de
1,2%) tem uma atividade inibitéria de a-amilase de 4.200 U/rhg, e uma ativi-
dade hemaglutinante de 3.500 HAU/g (titulo por HPLC 35;6% em peso).
Exemplo 2
Preparagdo de um Extrato de Feijao-comum Enriquecido em Inibidor de o-
Amilase por Extragdo com Tampao de Citrato e Precipitagdes Seletivas com
Etanol _

Uma suspensdo de 100 g de farinha de feijdo-comum em 1,0 L
de acido citrico a 5,75 g/L foi agitada por 4 horas a +4°C.

A suspensao foi centrifugada, e o centrifugado aquoso foi con-

centrado 7,6 vezes (residuo seco, 15,8% em peso). O_concéntrac_io foi dilui-

do com etanol a 95% até uma concentragao de 45% de etanol', para dar um
precipitado (rico em fitoemaglutininas e proteinas inutilizaveis) que',foi sepa-
rado por centrifugagdo a +25°C e descartado. O liquido centrifugado foi dilu-
ido adicionalmente com etanol a 95% até uma concentragdo de 65%, para
dar um precipitado que, depois de centrifugagao, foi secado sob vacuo em
u'ma temperatura menor do que 50°C. O produto obtido (rendimento de
1,59%) tem uma atividade inibitoria dé a-amilase de 2.200 U/mg, uma ativi-
dade hemaglutinante de 1.800 HAU/g e um titulo por HPLC 17,8% em peso).
Exemplo 3 | o :
'Preparag:éo de um Extrato de Feijao-comum Enriquecido em Inibidor de o-
Amilase por Extracado com Tampao de Citrato e Precipitagéd Seletiva com
Etanol '

Uma suspensao de 120 g de farinha de feijao-comum em 1,2 L
de acido citrico a 5,75 g/L foi agitada por 2 horas a +4°C.

A suspensao foi centrifugada, e o centrifugado aquoso foi con-

. centrado 6,8 vezes (residuo seco, 10,0% em peso). O concentrado foi dilui-

do com etanol a 95% até uma concentragao de 45% de etanol, para dar um
precipitado (rico em fitoemaglutininas e proteinas inutilizaveis) que foi sepa-



rado por centrifugacao a +25°C e descartado. O liquido centrifugado foi dilu-
ido adicionalmente com etanol a 95% até uma concentragdo de 65%, para
~dar um precipitado que, depois de centrifugagao, foi secado sob vacuo em
uma temperatura menor do que 50°C. O produto obtido (rendimento de
0,85%) tem uma atividade inibitéria de a-amilase de 3.650 U/mg, uma ativi-
- dade hemaglutinante de 1.900 HAU/g e um titulo por HPLC 34,3% em peso).
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REIVINDICAGCOES

1. Extrato obtenivel por extragdo de Phaseolus sp. com solugdes
aquosas, caracterizado pelo fato de que tem um teor de inibidor de o-
amilase com uma atividade igual ou maior do que 1.800 USP/mg (titulo por .
HPLC igual ou maior do que 15% em.peso) e um teor de fitoemaglutininas
entre 1.500 e 6.000 HAU/g.

2. Processo para a preparagao do extrato como definido na rei-
vindicagao 1, compreendendo: ,

(a) Extragao de Phaseolus sp. com tampdes aquosos que tém
um pH na faixa entre 3 e 6,5, e subseqliente separagdo do extrato da bio-
massa, que pode ser extraida adicionalmente com o tampao, caso necessa-
rio, até que os inibidores de a-amilase e as fitoemaglutininas sejam exauri-
dos;

(b) Filtragdo ou centrifugagdo dos extratos combinados, e con-
centragdo até um volume correspondente a aproximadamente 10% do peso
do extrato depois da centrifugac&o;

(c) Precipitagao diferencial do extrato aquoso concentrado com
etanol diluido, em uma concentragao final de alcool entre 40 e 50% em vo-
lume;

| (d) Separagédo do precipitado enriquecido em fitoemaglutininas e
diluicao adicional do filtrado ou centrifugado com etanol, até uma concentra-
¢éo de alcool de 60-70%; |

(e) Separagéo do precipitado e reprecipitagdo a partir de agua
desmineralizada com etanol a 60%, ou diafiltragcdao através de uma membra-
na com corte em 10.000 Da, e secagem do residuo da precipitacao.

3. Processo, de acordo com a reivindicagao 2, onde sao usados
tampées de fosfato, citrato ou acetato ou tampdes de aminoécidos dicarboxi-
licos.

4. Uso dos extratos como definido na reivindicagao 1, para pre-
parar supressores do apetite.

5. Composigdes que contém os extratos como definido na rei-
vindicagédo 1.



RESUMO
; Patente de - -Invengao: "EXTRATOS DE PHASEOLUS VULGARIS SEU
USO E FORMULAQOES QUE os CONTEM" '

A presente mvengao refere-se a extratos obtemvels por extragao
de Phaseolus sp. com solugoes aquosas, dlstlngundos por um teor de |n|b|do-
. “res de a-amilase com uma atlvndade igual ou maior do que 1 .800 USP/mg
(titulo por HPLC igual ou malor do que 15% em peso) e um teor de fitoema-
glutmmas entre 1 500 e 6. 000 HAU/g, e um processo para sua prepara(;ao
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