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Resumo:

Nos ultimos anos a obesidade tem se tornado um problema de saulde
publica a nivel mundial. A proposta deste estudo foi investigar o potencial
efeito inibitério do extrato da casca de Myrciaria jaboticaba sobre a absor¢éo
intestinal de triacilglicerdis. O extrato da casca da jabuticaba inibiu a lipase
pancreatica (IC50= 143,9ug/mL) de forma mais potente do que a inibicdo
pelo extrato do fruto da jabuticaba (IC50= 1080ug/mL). O extrato da casca
da jabuticaba também inibiu a absorcdo de triglicerideos, mas as doses
foram consideravelmente mais baixas do que a prevista pela inibicdo da
lipase pancreética (IC=3,65mg/Kg). Desse modo, além da acdo inibitoria
sobre a lipase o extrato pode apresentar no minimo outro mecanismo de
acao adicional. Em concluséo, devido as baixas doses, o extrato da casca
da jabuticaba apresenta muitas perspectivas favoraveis como inibidor da
absorcao de gorduras.

Introducao

A obesidade é uma desordem metabdlica com acumulo excessivo de
gordura corporal e relacionado a varias comorbidades, como por exemplo o
diabete tipo 2 (Gallagher & LeRoith, 2015). Compostos naturais tém sido
explorados como potenciais ferramentas seguras no tratamento da
obesidade, ja que muitos deles apresentam capacidade inibitéria de enzimas
pancreaticas envolvidas com a hidrélise e absor¢cdo de carboidratos e
lipideos da dieta (De La Garza, Milagro, Boque, Campion, & Martinez, 2011,
Gu, Hurst, Stuart, & Lambert, 2011;). Ha relatos que a Myrciaria jaboticaba,
planta frutifera nativa do Brasil, apresenta potencial acao inibitéria sobre
estas enzimas in vitro. Com intuito de aproveitar a casca da fruta, rica em
moléculas bioativas, este trabalho teve por funcéo avaliar o efeito do extrato
hidroalcoolico da casca da jabuticaba sobre a atividade da lipase pancreatica
de camundongos. Para um estudo cinético minucioso da potencial inibicdo
desta enzima, também foram realizados estudos in vitro.
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O extrato hidroalcéolico da casca de Myrciaria jaboticaba 10%, foi preparado
em solucdo hidroetandlica 70%. Lipase pancreatica suina foi comprada da
Sigma-Aldrich e orlistat adquirido de uma farmacia de manipulagéo local.
Todos procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA - UEM (n° 9577260819). Foram
utilizados camundongos machos da linhagem Swiss. Estes foram separados
em 6 grupos (aproximadamente 6 animais cada grupo). Grupo C: receberam
agua. Grupo CO: Controle positivo: receberam orlistat (50mg/Kg). Grupo
EO,5: receberam extrato 50mg/Kg. Grupo E1: receberam extrato 100mg/Kg.
Grupo E2,5: receberam extrato 250mg/Kg. Grupo E5: receberam extrato
500mg/Kg. No momento do experimento o extrato liofilizado foi pesado e
dissolvido em agua filtrada. As doses do extrato foram determinadas com
base em dados da literatura (da Silva et al., 2014).

O teste de tolerancia a triacilglicerois, foi realizado apdés administracdo de
azeite de oliva (5mL/Kg) utilizando o monitor de triglicerideos,
AccutrendPlus® Roche. Uma gota de sangue foi obtida pela cisdo da
extremidade da cauda dos camundongos. O azeite e o0 extrato foram
administrados via gavagem. A determinacao de triglicerideos plasmaticos foi
realizada no animal em jejum de 18h e até 6 horas apds administracdo do
Oleo e extrato.

Ensaio in vitro do efeito do extrato da M. jaboticaba sobre a atividade da
lipase pancreatica foi determinada espectrofotometricamente (410nm), com
p-nitrofenil-palmitato (0,5mg/mL) como substrato. O ensaio foi realizado com
uma curva de concentracdo do extrato (25 a 400ug/mL) como também foi
realizado variando a concentracao do substrato na auséncia e presenca de 2
concentragOes de extrato (50 e 300ug/mL).

Materiais e métodos

Resultados e Discussao

Com intuito de avaliar o potencial inibitorio do extrato da casca da jabuticaba
sobre a lipase, como determinar a for¢ca desta inibicdo foram realizados
experimentos in vitro. A figura 1A revela que o extrato claramente inibiu a
enzima de forma dependente da concentragdo. A concentragcdo do extrato
responsavel por 50% da inibicdo maxima (ICsp), calculada por interpolacdo
numerica, € de 143,9 ug/mL. O extrato da casca é 7,5 vezes mais potente do
gue o extrato do fruto (IC5,=1080 ug/mL) (Alezandro et al., 2013). A figura 1A
também apresenta um grafico do inverso da velocidade de reacdo contra as
diferentes concentragdes do extrato, e este apresentou uma relacdo
parabolica, o qual denota que mudultiplas ligacdes do inibidor ou inibidores
com a enzima.
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Figura 1- (A) Inibicdo dependente da concentracdo do extrato de M. jaboticaba. (B)
Variacao da velocidade da lipase pancreatica obtidas por variagdes simultaneas entre as
concentracdes do substrato (p-nitro fenil palmitato) e do extrato da casca de Myrciaria
jaboticaba.

O efeito do extrato da casca da jabuticaba sobre a curva de saturacdo do
substrato da lipase pancreética esta apresentado na figura 1B. Estes dados
nao apresentam qualquer tendéncia de convergéncia para a curva controle,
sugerindo a priori que a inibicdo ndo é do tipo competitiva. Melhor equacéo
gue descreve todos esses dados é a seguinte:

= Vmax[s]
AI1 ST [
Ku [“ Kn]”S][“ K ][“(K_nf]

Esta equacao representa um mecanismo de inibicdo mista pelo extrato da
jabuticaba com formacgédo dos complexos enzimaticos. Kis é a constante de
inibicdo pelo substrato, Kil e Ki2 sdo as constantes de inibicdo. As linhas
continuas percorrendo 0s pontos experimentais da figura 1B foram
calculadas através da equacgdo acima, com 0s parametros otimizados
obtidos pelo procedimento de ajuste de minimos quadrados, sendo Kil de
33,3 ug/mL e Ki2 de 171,3 ug/mL, o que significa que em baixas
concentracfes a inibicdo enzimatica se da principalmente pela ligacdo a
enzima livre.

A figura 2, por sua vez, analisa a interferéncia de trigligerideos (TG) através
do extrato de jaboticaba por meio do teste de tolerancia ao azeite de oliva,
ilustrando o decurso temporal de variagdo de TG plasmatico apos
administracdo do 6leo e do extrato. O grupo controle apresentou um pico de
concentracdo 3 horas apOs a administracdo do Oleo. Apds este pico a
concentragéo de TG decaiu lentamente. O orlistat preveniu a elevagéao deste
parametro, e as varias doses do extrato inibiram 0 mesmo de maneira dose
dependente. Além disso, nos animais, 0 extrato inibiu a absor¢do de TG em
doses muito mais baixas, do que ao esperado pelo resultado in vitro. A
inibicdo iniciou-se com 1mg/Kg de extrato e atingiu 65% com a dose de
5mg/Kg. A ICs, foi de 3,65mg/Kg. Desse modo, além da inibicdo da lipase
pancreatica, estes resultados sugerem no minimo um mecanismo adicional
envolvido com a inibicdo da absorcao de TG pelo extrato.
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Figura 2 — Variacao da concentracéo de triglicerideos plasmatico apds ingestédo de
azeite em camundongos: efeito do extrato de jabuticaba. (média + erro padréo de 4 animais).

Conclusodes

O extrato da casca da jabuticaba apresentou uma perspectiva favoravel
como um inibidor da absorcdo de gordura, até mesmo em baixas doses.
Assim, este extrato pode ser considerado uma apresentagao promissora
para compor formulacdes farmacéuticas ou como aditivos alimentares no
controle da obesidade.
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