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Resumo:

Nos ultimos anos a obesidade tem se tornado um problema de saude publica a nivel
mundial. Um trabalho recente, realizado por nosso grupo de pesquisa revelou que, o
extrato hidroalcodlico da casca da Myrciaria jaboticaba foi capaz de inibir a atividade
da lipase pancreatica com uma ICso de 143,9ug/mL, e impediu a absorcdo de
triacilgliceréis (TG) em camundongos, com ICsy de 3,65 mg/Kg (CASTILHO et al.,
2021). Em adicédo, este mesmo trabalho caracterizou o perfil de fendlicos do extrato,
sendo o composto majoritario a antocianina cianidina 3-O-glucosideo (C3G). Varios
trabalhos tem relatado uma associacédo positiva entre C3G e a melhora do perfil
lipidico em animais com dieta hiperlipidica e hipercalérica. Desse modo, este projeto
teve como objetivo central realizar um estudo paralelo e comparativo dos efeitos da
cianidina-3-O-glicosidio com resultados do extrato da casca da jabuticaba sobre a
absorcao de triacilglicerois em camundongos. Para isso, foram avaliados uma curva
de concentracdo de C3G sobre a atividade da lipase pancreatica, como também o
efeito de varias doses de C3G sobre o teste de tolerancia ao azeite de oliva como
também ao acido oleico em camundongos. C3G inibiu fracamente a lipase, mas
atuou como forte inibidor da absorcédo de TG pelas células do epitélio intestinal. De
maneira semelhante C3G, também inibiu fortemente o aparecimento de TG apos
administracdo de glicerol+acido oleico. Desse modo, o conjunto de resultados nos
leva a concluir que, o principal mecanismo envolvido sobre a inibicdo da absorcao
de TG néo resulta da inibicdo da lipase, mas sim de um comprometimento no
processo de transporte de acidos graxos pelas células do epitélio intestinal.

Introducao

A obesidade € uma desordem metabdlica com acumulo excessivo de gordura
corporal e relacionado a véarias comorbidades, como por exemplo o diabete tipo 2
(GALLAGHER & LEROITH, 2015). Compostos naturais tém sido explorados como
potenciais ferramentas seguras no tratamento da obesidade. Estudos j& publicados
e realizados pelo nosso grupo de pesquisa revelaram que o0 extrato da casca da
jabuticaba, rico em cianidina-3-O-glicosideo (C3G), inibiu a enzima lipase
pancreatica como também a absorcdo de triacilglicer6is em camundongos
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(CASTILHO et al., 2021). Outros trabalhos revelaram que a C3G foi capaz de reduzir
os niveis de triglicerideos circulantes e melhora o quadro que caracteriza a sindrome
metabdlica de animais submetidos a dieta hiperlipidica e hipercalérica (BHASWANT
et al., 2015).

Desse modo, o presente trabalho avaliou a acdo da C3G sobre a atividade da lipase
e da absorcao de triacilglicerois pelas células intestinais.

Materiais e Métodos

A Cianidina-3-O-glucosideo (98% pura) foi adquirida pela Biopurify Phytochemicals
Ltd (Chengdu, China) e o Orlistat de uma farmacia de manipulacdo local
(Valdefarma®). Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza.

Ensaio in vitro do efeito de uma curva de concentracéo de C3G sobre a atividade da
lipase pancreética foi determinada espectrofotometricamente (410nm), utilizando p-
nitrofenil-palmitato como substrato.

Camundongos, linhagem Swiss, machos em jejum de 18h foram utilizados. C3G foi
solubilizada em agua e administrada via gavagem nas doses de 0,2mg/Kg e
2,0mg/Kg. Controle receberam 4gua nas mesmas condi¢des. Orlistat (50mg/Kg) foi
utilizado como droga inibidora padrao.

O efeito de uma curva de doses de C3G sobre a absorc¢éo intestinal de triglicerideos
foi avaliado por meio do teste de tolerancia oral ao azeite de oliva (5mL/Kg).
Triglicerideos plasmaticos foi determinado com auxilio de um aparelho monitor de
parametros séricos Accutrend Roche. O efeito de uma curva de doses de C3G sobre
o transporte intestinal de triglicerideos foi avaliado por meio do teste de toleréncia
oral ao &cido oleico. Acido oleico (180uL) mais glicerol (20uL) foram administrados
por via oral a todos 0s animais, e 0s niveis de triacilglicerdis foram quantificados ao
longo de um intervalo de tempo de 6 horas conforme descrito por CASTILHO et al.,
2021.

Resultados e Discussao

Primeiramente, foi realizado ensaios in vitro da atividade da lipase pancreatica
(Figura 1) na presenca de uma curva de concentracao de cianidina-3-O-glicosideo
até 4125uM. A C3G inibiu de forma dose-dependente a lipase, e a maior
concentracdo nao foi possivel inibir mais de 25% da lipase.
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Figura 1- Inibicdo dose dependente da lipase pela cianidina3-O-glicosideo. Cada ponto é a média de
trés determinaces + erro padrao da média. A linha continua foi calculada da relacdo y = 0,916 -
0,000531x (r = 0,91; x corresponde ao concentracdo uM), obtido ajustando a equacdo que descreve o
linha reta para os dados por meio de um procedimento de minimos quadrados.

Ao comparar com os dados de inibicdo da lipase pelo extrato hidroalcodlico da casca
da jabuticaba (CASTILHO et al., 2021), pode-se verificar que, por mais que a
cianidina seja o composto majoritario do extrato, este fitoquimico ndo € o principal
responsavel pelo efeito inibitério da casca da jabuticaba.

Efeito de duas doses de C3G sobre absorcao do TG estdo representados na figura 2.
A dose mais baixa (0,2mg/Kg), causou um aumento significativo de concentragéo de
triglicerideos plasmaticos 1 hora apos administracdo do oOleo. Porém, apds 0 pico
(1,5h) houve um répido declinio com tendéncia a permanéncia abaixo do controle. A
dose de 2,0 mg/Kg, por sua vez, claramente impediu 0 aparecimento de um pico de
concentracdo de TG, mantendo-o sempre abaixo dos niveis do grupo controle.
Quando estes dados foram analisados por meio da area sobre a curva (AUC) em
relacdo a resposta as doses de C3G (painel B Da figura 2), a dose de 2,0mg/Kg
apresentou uma clara reducéo da absorcédo de TG. Ja na dose de 0,2mg/Kg, o efeito
estimulatorio parece predominar, embora ndo apresente diferenca significativa.
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Figura 2- (A) Perfis de concentracdo plasmatica de triglicerideos apds administracédo oral de azeite
em camundongos: o efeito da cianidina-3-O-glicosideo. A administracéo oral de azeite de oliva (5 mL
kg-1) foi feito imediatamente apds a administracdo de C3G ou orlistat. Os triglicerideos plasmaticos

foram medidos conforme descrito em Materiais e métodos. Cada valor representa a média + erro

padrao médio de 3 animais. (B) Areas sob as curvas obtidas apds os diversos tratamentos com

Extrato de M. jaboticaba ilustrado pelo painel (A) subtraido da area sob a curva obtida apos a
administracdo de agua. Os asteriscos indicam significancia estatistica relativa a curva de controle (p <
0,05).

Estes resultados fortemente sugeri no minimo um mecanismo adicional envolvido
com a modificacdo da absorcdo do TG, pois a C3G atuou como fraco inibidor da
lipase, mas forte inibidor da absor¢cédo de TG em doses que sao consistentes com a
concentracdo presente na casca da jabuticaba. Assim, a absorcdo de triglicerideos
pode estar sendo afetada por outro mecanismo além da atividade da lipase. Nesse
sentido, foram realizados experimentos para avaliar a capacidade da C3G influenciar
0 processo de transporte de acidos graxos (Tabela 1). Os dados foram expressos
como a diferenca entre os niveis basais e os niveis encontrados 90 minutos apos a
administracdo de acido oleico e glicerol, com ou sem administracdo prévia da
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cianidina-3-O-glicosideo. Para ambas doses de C3G avaliada, foi observado um
pequeno incremento nos niveis de trioleina, que foram muito abaixo da condicao
controle. Isto nos leva a acreditar que a C3G inibe fortemente o processo de
absorcédo de acidos graxos pelas células do epitélio intestinal.

Tabela 1. Aumentos de trioleina no plasma por 100 mL devido a cargas orais de
acido oleico e glicerol em camundongos. Asterisco (*) indica diferenca significativa
(p<0,05).

Cianidina-3-O-glucoside (mg | Substratos Trioleina no plasma ap6s 90
kg-1) minutos (mg dL-1)

- acido oléico (180pL) +|424.3+28.8(n=4)
glicerol (20 pL)

0.2 acido oléico (180uL) + | 74,3+£50,0* (n=3)
glicerol (20pL)
2.0 acido oléico (180uL) + |43,0+38,1*(n=23)

glicerol (20 yL)

Conclusoes

Concluimos que, o principal mecanismo de inibicdo da absorcéo de TG pelas células
do epitélio intestinal ndo esté relacionado a inibicdo da lipase pancreética, mas sim a
um ou mais passos envolvidos com transporte e que permitem a transformacao do
acido graxo livre em TG no trato gastrointestinal. Devido as baixas doses ativas do
extrato da jabuticaba e a alta concentracdo de C3G nesse extrato, € altamente
favoravel acreditar que esta antocianina seja uma das principais moléculas
responsaveis pelo efeito antilipidémico da casca da jabuticaba.
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