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RESUMO GERAL

INTRODUCAO: A hiperlipidemia, caracterizada por niveis elevados de triacilglicerdis e
colesterol plasmaticos, ¢ um fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, as quais permanecem como a principal causa de mortalidade global
segundo a Organizacio Mundial da Saude (OMS). As doengas cardiovasculares sio
responsaveis por aproximadamente 17,9 milhdes de mortes anuais (WHO, 2021). Evidéncias de
ensaios clinicos demonstram que intervengdes hipolipemiantes eficazes reduzem
significativamente a mortalidade por doenca coronariana. No entanto, tratamentos atuais, como
fibratos, niacina, estatinas e sequestrantes de acidos biliares, estdo associados a uma série de
efeitos colaterais, incluindo mialgias severas, disturbios gastrointestinais, disfungdes hepaticas
e renais, além de prejuizos a neurotransmissdo cerebral com o uso prolongado. Diante dessas
limitagdes, cresce o interesse na busca por compostos bioativos naturais com capacidade de
modular o metabolismo lipidico de forma pleiotropica. Gymnema sylvestre ¢ uma planta nativa
tradicionalmente usada na medicina ayurvédica para tratar diabetes, além de mostrar efeitos
promissores contra obesidade e dislipidemias. Suas folhas contém cerca de 18 tipos de acidos
gimnémicos, considerados os principais compostos ativos, especialmente em extratos
concentrados como o “G. sylvestre 75”7, com 75% desses acidos. Embora ndo seja aprovado
como medicamento na Europa, ¢ amplamente utilizado como suplemento alimentar. Estudos
em animais mostram que o extrato reduz glicose, colesterol e triglicerideos, melhora a secreg¢ao
de insulina e a regeneragdo das células pancreaticas, e inibe a absorcao intestinal de glicose. No
entanto, pesquisas anteriores avaliaram seus efeitos apenas em tratamentos prolongados e
associados com doengas ja instaladas como diabetes ou obesidade.

OBJETIVOS: O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de G. sylvestre sobre o controle
hiperlipidémico por meio de abordagens in silico, in vitro e in vivo. O Artigo 1 teve como
objetivo elucidar os mecanismos subjacentes a inibi¢do da absor¢do de gorduras pelos animais.
O artigo 2 teve como objetivo avaliar os efeitos preventivos do extrato de G. sylvestre 75 no
metabolismo lipidico e no estado oxidativo de animais com hiperlipidemia aguda induzida por
tiloxapol.

MATERIAL E METODOS: O extrato concentrado rico em acidos gimnémicos obtido das
folhas de Gymnema sylvestre (Gymnema sylvestre 75) foi adquirido de uma farmécia de
manipulag¢do local (Farmacia Sao Paulo — Maringa, PR), da empresa farmacéutica SM. No
Artigo 1, os experimentos in vivo foram conduzidos com camundongos machos da linhagem
Swiss (Mus musculus), com peso entre 28 e 32 g (aproximadamente 40 dias de idade), mantidos
em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e alimentados ad libitum com dieta padrdao de laboratério
(Nuvilab, Colombo, Brasil). Foram realizados testes de tolerancia oral a triglicerideos, amido,
glicose e acido oleico, e complementados por ensaios enzimaticos in vitro e simulacdes in silico.
A atividade da lipase pancredtica foi monitorada espectrofotometricamente, variando-se
simultaneamente a concentragdo do extrato (50 a 1000 pg/mL) e do substrato p-
nitrofenilpalmitato (at¢ 600 uM). Estudos de acoplamento molecular (docking) e dindmica
molecular foram realizados entre a lipase pancreatica e diferentes fitoquimicos presentes no
extrato, com o objetivo de identificar os compostos bioativos responsaveis pela atividade
inibitoria da lipase.

No Artigo 2, avaliou-se o potencial antioxidante do extrato por meio de trés ensaios
quimicos: capacidade quelar o cation radical ABTS, DPPH e capacidade de reduzir o ion
férrico (FRAP). O contetido de compostos fenolicos foi determinado por ensaio colorimétrico
com reagente de Folin-Ciocalteu, e o perfil fitoquimico detalhado foi obtido por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS). A predicdo das propriedades
farmacocinéticas e similaridade com drogas dos compostos presentes no extrato foi realizada
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com base em modelos computacionais da plataforma SwissADME. Para o modelo in vivo de

hiperlipidemia, foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (240 a 290 g;
aproximadamente 80 dias), tratados com o extrato padronizado de G. sylvestre (400 mg/kg) por
trés dias consecutivos. No terceiro dia, os animais receberam uma tnica dose de tiloxapol (400
mg/kg, via intraperitoneal) e foram submetidos a eutanédsia 24 horas apds. Foram realizados
testes de tolerdncia oral a glicose (1,5 g/kg) e ao piruvato (2 g/kg). Em outro grupo
experimental, os animais em jejum de 18 horas foram anestesiados (xilazina e cetamina - 90 + 9
mg/kg), o sangue foi coletado com anticoagulante (EDTA) e o figado removido e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido. O plasma foi separado por centrifugacio e
utilizado para dosagens bioquimicas de glicose, perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL,
VLDL e triglicerideos) e insulina. Com base nesses parametros, foram calculados os indices
HOMA-IR ¢ HOMA-B, bem como outros marcadores de resisténcia a insulina e risco
cardiovascular, como o indice TyG, colesterol ndo-HDL e a razdo triglicerideos/HDL. O estado
redox hepatico e plasmatico foi avaliado por marcadores de estresse oxidativo, incluindo
peroxidacdo lipidica (TBARS), conteudo de grupos carbonila em proteinas, e por sistemas
antioxidantes enzimaticos (catalase e superdxido dismutase-SOD) e ndo enzimaticos (tidis
reduzidos). Com o objetivo de elucidar os mecanismos moleculares envolvidos no potencial
hipolipemiante do extrato, foram realizados estudos de docking molecular entre os principais
fitoquimicos identificados e os receptores PPAR-y e PPAR-a, utilizando os softwares
AutoDock Vina e GOLD. Os resultados foram expressos por meio do escore médio relativo
(MRS), calculado a partir dos escores obtidos em quatro simulagdes independentes em cada
programa. A estabilidade e qualidade das interacdes moleculares foram posteriormente
avaliadas por simulagdes de dinamica molecular, realizadas com os softwares NAMD2/VMD
nos servidores do CENAPAD/UNICAMP. Interpolagdo numérica foi utilizada para determinar
concentracdo ou dose responsavel por metade do maximo efeito observado pelo extrato, no
programa Scientist®. O mesmo programa foi utilizado para ajuste das velocidades por meio de
procedimentos de minimos quadrados e analises estatisticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO: No artigo 1, o extrato de Gymnema sylvestre inibiu de
forma progressiva a atividade da lipase pancreatica com o aumento da concentragdo, embora
ndo tenha alcangado inibi¢ao total, mesmo em altas concentra¢des. A interpolagdo numérica
determinou uma ICso de 484,6 pg/mL. A andlise cinética, variando simultaneamente a
concentragdo do extrato e do substrato, indicou que os dados experimentais ajustam-se melhor
a uma equacdo de inibi¢do do tipo parabolica incompleta, com um valor de Kil
aproximadamente 2,2 vezes menor que Ki2. Os resultados dos niveis de triglicerideos
sanguineos, apos administragdo de azeite em animais, indicam fortemente que o extrato foi
capaz de inibir a absor¢do de gorduras pelas células intestinais. A sensibilidade da inibi¢ao foi
elevada, com um IDso de 41,14 mg/kg. Testes de tolerdncia ao acido oleico confirmaram a
inibi¢do da absorcdo desse acido graxo nos animais. Dessa forma, a inibi¢do da lipase
pancreética ndo explica isoladamente a redug@o na absor¢ao de triglicerideos; o extrato também
inibe o sistema de transporte de acidos graxos pelas células intestinais, contribuindo para seu
efeito hipolipemiante. Adicionalmente, o extrato ndo apresentou inibi¢do da amilase
pancreatica, nem interferiu na absor¢do de amido e glicose em animais, a0 menos em
concentragdes até 1000 pg/mL. Simulagdes de docking molecular, realizadas com fitoquimicos
presentes no extrato conforme dados da literatura e analise quimica do extrato comercial,
mostraram que a gymnemagenina, aglicona do acido gimnémico, apresentou potencial de
interagdo com o sitio ativo da lipase superior ao inibidor referéncia orlistat. O extrato utilizado
¢ um concentrado contendo mais de 75% de &acidos gimné€micos, o que sugere que estes
compostos, pela sua abundancia, t€ém maior potencial para a inibi¢do da absor¢do de gorduras
do que os polifenodis presentes em menor quantidade.

No artigo 2, a caracterizacdo quimica do extrato demonstrou significativa capacidade
antioxidante, com ICso de 83,69 pg/mL e 217,99 pg/mL nos ensaios ABTS e DPPH,
respectivamente. O extrato também apresentou constante de redu¢do do ion Fe** (kFRAP) de
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0,017 min™'. O conteudo fenolico total foi quantificado em 29 mg equivalentes de acido galico

por grama de extrato. O perfil fendlico revelou uma alta concentracdo de flavonoides (9,95
mg/g), principalmente derivados das agliconas kaempferol e quercetina, sendo o 4cido
protocatecuico o acido fenolico mais abundante (0,79 mg/g). O tratamento com o extrato de G.
sylvestre atenuou significativamente a hiperlipidemia induzida por tiloxapol, evidenciado pela
reducdo nos niveis séricos de triacilglicerdis, colesterol total e VLDL. Também houve reducao
da glicemia de jejum, normaliza¢do da intolerancia a glicose (0GTT) e resisténcia a insulina,
demonstrada pela restauragdo do teste de tolerdncia ao piruvato, indice HOMA-IR e razdo
triglicerideos/glicose. Embora o extrato ndo tenha aumentado a insulina sérica, promoveu a
normalizacdo da capacidade secretoria das células B-pancredticas, conforme indicado pelo
indice HOMA-B. Além disso, o extrato reverteu o aumento de proteinas carboniladas no plasma
e figado para niveis semelhantes aos controles, normalizou a atividade das enzimas
antioxidantes catalase e SOD no figado, e restaurou os grupamentos tidlicos reduzidos no
plasma de animais hiperlipidémicos. Em estudos de docking molecular, gimnemagenina,
kaempferol, quercetina e acido protocatecuico apresentaram afinidade relativa baixa pelos
PPARY e PPARa. Entretanto, simulagdes de dindmica molecular (50 ns) indicaram estabilidade
estrutural e conformacional da gymnemagenina nos sitios ativos desses receptores, similar aos
inibidores classicos, sem causar desestabiliza¢do do complexo ligante-receptor. Por fim, o
extrato G. sylvestre 75 demonstrou seguranca e boa tolerabilidade em modelos murinos,
indicando seu perfil seguro na dose administrada.

CONCLUSOES: O extrato de Gymnema sylvestre, um produto de custo relativamente baixo,
demonstrou efeitos pleiotropicos promissores na redu¢do da absor¢do de gorduras, da
hiperlipidemia, da hiperglicemia e do estresse oxidativo, todos fatores intimamente
relacionados a sindrome metabdlica. Esses efeitos terapéuticos parecem resultar da atuagao
conjunta de multiplos mecanismos, incluindo: (1) inibi¢do da atividade da lipase pancreatica,
(2) bloqueio do transporte de &acidos graxos pelas células intestinais e (3) modulagdo do
metabolismo celular, por meio da melhora da sensibilidade a insulina e ativagdo dos receptores
nucleares PPARa e PPARy. Diante disso, o extrato de G. sylvestre pode ser considerado uma
preparacdo segura e de agdo multifatorial, com potencial terapéutico complementar no controle
da dislipidemia e na prevencao de doencas cardiovasculares.

Palavras-chave: inibicdo da lipase; mecanismos cinéticos; dindmica molecular;
absor¢ao de gordura; docking molecular.
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GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION: Hyperlipidemia, characterized by elevated levels of plasma
triacylglycerols and cholesterol, is a well-established risk factor for the development of
cardiovascular diseases, which remains the leading cause of global mortality.
According to the World Health Organization (WHO), cardiovascular diseases are
responsible for approximately 17.9 million deaths annually (WHO, 2021). Evidence
from clinical trials shows that effective lipid-lowering interventions significantly
reduce mortality from coronary heart disease. However, current treatments, such as
fibrates, niacin, statins, and bile acid sequestrants, are associated with a number of side
effects, including severe myalgia, gastrointestinal disorders, liver and kidney
dysfunction, and damage to brain neurotransmission with prolonged use. Given these
limitations, there is growing interest in the search for natural bioactive compounds
capable of modulating lipid metabolism in a pleiotropic manner. Gymnema sylvestre is
a native plant traditionally used in Ayurvedic medicine to treat diabetes, in addition to
showing promising effects against obesity and dyslipidemia. Its leaves contain about 18
types of gymnemic acids, considered the main active compounds, especially in
concentrated extracts such as “G. sylvestre 75,” which contains 75% of these acids.
Although it is not approved as a medicine in Europe, it is widely used as a dietary
supplement. Animal studies show that the extract reduces glucose, cholesterol, and
triglycerides, improves insulin secretion and pancreatic cell regeneration, and inhibits
intestinal glucose absorption. However, previous research has only evaluated its effects
in prolonged treatments associated with established diseases such as diabetes or obesity.

OBJECTIVES: The objective of this study was to evaluate the effects of G. sylvestre
on hyperlipidemic control through in silic, in vitro, and in vivo approaches. Article 1
aimed to elucidate the mechanisms underlying the inhibition of fat absorption by
animals. Article 2 aimed to evaluate the preventive effects of G. sylvestre 75 extract on
lipid metabolism and oxidative status in animals with acute hyperlipidemia induced by
tiloxapol.

MATERIALS AND METHODS: The concentrated extract rich in gymnemic acids
obtained from the leaves of Gymnema sylvestre (Gymnema sylvestre 75) was
purchased from a local compounding pharmacy (Farmacia Sdo Paulo — Maringé, PR),
from the pharmaceutical company SM. In Article 1, in vivo experiments were
conducted with male Swiss mice (Mus musculus) weighing between 28 and 32 g
(approximately 40 days old), kept in a 12/12 hour light/dark cycle and fed ad libitum
with a standard laboratory diet (Nuvilab, Colombo, Brazil). Oral tolerance tests were
performed for triglycerides, starch, glucose, and oleic acid, and supplemented by in
vitro enzymatic assays and in silic simulations. Pancreatic lipase activity was
monitored spectrophotometrically, simultaneously varying the concentration of the
extract (50 to 1000 pg/mL) and the substrate p-nitrophenylpalmitate (up to 600 uM).
Molecular docking and molecular dynamics studies were performed between
pancreatic lipase and different phytochemicals present in the extract, with the aim of
identifying the bioactive compounds responsible for lipase inhibitory activity. In
Article 2, the antioxidant potential of the extract was evaluated using three chemical
assays: ability to chelate the radical cation ABTS, DPPH, and ability to reduce ferric
ions (FRAP). The phenolic compound content was determined by colorimetric assay
with Folin-Ciocalteu reagent, and the detailed phytochemical profile was obtained by
liquid chromatography coupled with mass spectrometry (UPLC-MS). The prediction of
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the pharmacokinetic properties and similarity to drugs of the compounds present in the

extract was performed based on computational models from the SwissADME platform.
For the in vivo model of hyperlipidemia, male Wistar rats (240 to 290 g; approximately
80 days old) were treated with the standardized extract of G. sylvestre (400 mg/kg) for
three consecutive days. On the third day, the animals received a single dose of
tyloxapol (400 mg/kg, intraperitoneally) and were euthanized 24 hours later. Oral
glucose tolerance tests (1.5 g/kg) and pyruvate tolerance tests (2 g/kg) were performed.
In another experimental group, animals fasted for 18 hours, were anesthetized
(xylazine and ketamine - 90 + 9 mg/kg), blood was collected with anticoagulant
(EDTA), and the liver was removed and immediately frozen in liquid nitrogen. The
plasma was separated by centrifugation and used for biochemical measurements of
glucose, lipid profile (total cholesterol, HDL, LDL, VLDL, and triglycerides), and
insulin. Based on these parameters, HOMA-IR and HOMA- indices were calculated,
as well as other markers of insulin resistance and cardiovascular risk, such as the TyG
index, non-HDL cholesterol, and the triglycerides/HDL ratio. Hepatic and plasma
redox status was assessed by markers of oxidative stress, including lipid peroxidation
(TBARS), carbonyl group content in proteins, and by enzymatic (catalase and
superoxide dismutase-SOD) and non-enzymatic (thiols) antioxidant systems. In order
to elucidate the molecular mechanisms involved in the extract's lipid-lowering potential,
molecular docking studies were performed between the main phytochemicals identified
and the PPARy and PPARa receptors, using AutoDock Vina and GOLD software. The
results were expressed using the mean relative score (MRS), calculated from the scores
obtained in four independent simulations in each program. The stability and quality of
molecular interactions were subsequently evaluated by molecular dynamics simulations,
performed with NAMD2/VMD software on CENAPAD/UNICAMP servers.
Numerical interpolation was used to determine the concentration or dose responsible
for half of the maximum effect observed by the extract, using the Scientist® program.
The same program was used to adjust the speeds using least squares procedures and
statistical analyses.

RESULTS AND DISCUSSION: In article 1, Gymnema sylvestre extract
progressively inhibited pancreatic lipase activity with increasing concentration,
although it did not achieve total inhibition even at high concentrations. Numerical
interpolation determined an ICso of 484.6 pg/mL. Kinetic analysis, simultaneously
varying the concentration of the extract and substrate, indicated that the experimental
data best fit an incomplete parabolic inhibition equation, with a Kil value
approximately 2.2 times lower than Ki2. The results of blood triglyceride levels after
olive oil administration in animals strongly indicate that the extract was able to inhibit
fat absorption by intestinal cells. The sensitivity of the inhibition was high, with an
IDso of 41,14 mg/kg. Oleic acid tolerance tests confirmed the inhibition of the
absorption of this fatty acid in animals. Thus, pancreatic lipase inhibition alone does
not explain the reduction in triglyceride absorption; the extract also inhibits the
transport system of fatty acids by intestinal cells, contributing to its lipid-lowering
effect. In addition, the extract did not inhibit pancreatic amylase or interfere with starch
and glucose absorption in animals, at least at concentrations up to 1000 pg/mL.
Molecular docking simulations, performed with phytochemicals present in the extract
according to literature data and chemical analysis of the commercial extract, showed
that gymnemagenin, the aglycone of gymnemic acid, had a higher potential for
interaction with the active site of lipase than the reference inhibitor orlistat. The extract
used is a concentrate containing more than 75% gymnemic acids, which suggests that
these compounds, due to their abundance, have greater potential for inhibiting fat
absorption than the polyphenols present in smaller quantities. In Article 2, the chemical
characterization of the extract demonstrated significant antioxidant capacity, with IC50
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values of 83,69 ug/mL and 217,99 pg/mL in the ABTS and DPPH assays, respectively.

The extract also presented a Fe** ion reduction constant (kFRAP) of 0.017 min™'. The
total phenolic content was quantified at 29 mg gallic acid equivalents per gram of
extract. The phenolic profile revealed a high concentration of flavonoids (9,95 mg/g),
mainly derived from the aglycones kaempferol and quercetin, with protocatechuic acid
being the most abundant phenolic acid (0,79 mg/g). Treatment with G. sylvestre extract
significantly attenuated tiloxapol-induced hyperlipidemia, as evidenced by reduced
serum levels of triacylglycerols, total cholesterol, and VLDL. There was also a
reduction in fasting blood glucose, normalization of glucose intolerance (oGTT), and
insulin resistance, demonstrated by the restoration of the pyruvate tolerance test,
HOMA-IR index, and triglyceride/glucose ratio. Although the extract did not increase
serum insulin, it promoted normalization of pancreatic B-cell secretory capacity, as
indicated by the HOMA-B index. In addition, the extract reversed the increase in
plasma and liver carbonyl proteins to levels similar to controls, normalized the activity
of the antioxidant enzymes catalase and SOD in the liver, and restored reduced thiol
groups in the plasma of hyperlipidemic animals. In molecular docking studies,
gymnemagenin, kaempferol, quercetin, and protocatechuic acid showed relatively low
affinity for PPARy and PPARa. However, molecular dynamics simulations (50 ns)
indicated structural and conformational stability of gymnemagenin at the active sites of
these receptors, similar to classical inhibitors, without causing destabilization of the
ligand-receptor complex. Finally, the G. sylvestre 75 extract demonstrated safety and
good tolerability in murine models, indicating its safe profile at the administered dose.

CONCLUSIONS: Gymnema sylvestre extract, a relatively inexpensive product, has
shown promising pleiotropic effects in reducing fat absorption, hyperlipidemia,
hyperglycemia, and oxidative stress, all factors closely related to metabolic syndrome.
These therapeutic effects appear to result from the combined action of multiple
mechanisms, including: (1) inhibition of pancreatic lipase activity, (2) blocking the
transport of fatty acids by intestinal cells and (3) modulating cellular metabolism by
improving insulin sensitivity and activating PPARa and PPARy nuclear receptors.
Given this, G. sylvestre extract can be considered safe preparation with multifactorial
action and complementary therapeutic potential in the control of dyslipidemia and
prevention of cardiovascular diseases.

Keywords: lipase inhibition; kinetic mechanisms; molecular dynamics; fat absorption;
molecular docking.
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ARTIGO 1: Uma avaliagdo in vitro, in vivo e in silico da inibi¢ao de absorcio de gordura
por um extrato rico em acido gimnémico de folhas de Gymnema sylvestre

Thalita Faleiros Demito Santos, Gustavo H. Souza, Beatriz Paes Silva, Gabriel Arcanjo Viana
Neto, Milena Thais Francisco da Silva, Cristina Giatti Marques de Souza, Livia Bracht,
Jurandir F. Comar, Rosane M. Peralta, Adelar Bracht, Anacharis B. Sa-Nakanishi.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.jep.2025.120179

Resumo

A hiperlipidemia ¢ um disturbio metabdlico associado a sindrome metabolica, obesidade e
diabetes. Gymnema sylvestre ¢ uma planta usada na medicina popular ayurvédica para controlar
hiperglicemia e hiperlipidemia. Esses efeitos foram respaldados por um bom numero de
investigagdes. O objetivo deste estudo foi elucidar os mecanismos subjacentes aos efeitos anti-
hiperlipidémicos de um extrato comercial derivado de folhas de G. sylvestre, padronizado com
75% acidos gimnémicos (“Gymnema sylvestre 75). Foram realizados experimentos in vivo, in
vitro e in silico, abrangendo diversos aspectos da absor¢do de gordura. Os ensaios da atividade
da lipase pancredtica revelaram que o extrato inibiu a mesma por meio de um mecanismo de
inibi¢do ndo competitivo e incompleto (cinética parabdlica). A inibigdo maxima da enzima em
concentragdes saturantes de substrato atingiu 65%. Os testes de tolerancia a triglicerideos em
camundongos indicaram inibi¢do da absor¢do de gordura com um IDso de 41,4 mg/kg. Essa
dose revelou-se significativamente inferior aquela prevista com base na inibigdo da lipase
pancreatica in vitro (ICso = 484,6 ng/mL), o que sugere a atuagdo de mecanismos adicionais
além da simples inibi¢ao enzimatica. Notavelmente, a inibi¢ao da absor¢do de acido oleico livre
pelo extrato indica que o bloqueio do transporte intestinal de dcidos graxos pode representar um
mecanismo complementar. Estudos in silico corroboraram essa hipotese, ao demonstrarem alta
afinidade de ligacdo da gymnemagenina e do gymnemosideo B ao sitio ativo da lipase
pancreatica. Assim, a combinagdo da inibicdo da lipase com a interferéncia no transporte de
acidos graxos mediada pelo extrato de Gymnema sylvestre parece desempenhar papel crucial na
reducdo da hiperlipidemia e no favorecimento do controle do peso corporal em modelos

animais.

Palavras-chave: inibi¢do da lipase; mecanismos cinéticos; absorcao de triglicerideos; absor¢ao

de 4cidos graxos; encaixe molecular.
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1. Introducao

A hiperlipidemia ¢ uma doenc¢a metabolica cronica ndo transmissivel resultante de
alteragdes no metabolismo lipidico. E caracterizada por niveis séricos elevados de triglicerideos
e colesterol total (AshtaryLarky et al., 2021; Lamat et al., 2022). Esta condi¢do ¢ uma
caracteristica proeminente associada a obesidade e a sindrome metabolica, mas também um dos
principais fatores de risco que, isoladamente ou em combinagdo, aceleram o desenvolvimento
de doencga coronariana e doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) (Li et al.,2019).
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, as doengas cardiovasculares sdo responsaveis
por aproximadamente 17,9 milhdes de mortes a cada ano (OMS,2021). Neste contexto, o
controle da hiperlipidemia tem sido cada vez mais enfatizado como uma estratégia multifatorial
para minimizar o risco de desenvolvimento de doencgas cronicas relacionadas.

Embora muitos medicamentos sintéticos possam ser uteis na redug¢do dos niveis séricos
de lipidios, seus efeitos colaterais em tratamento a longo prazo tém sido frequentemente
relatados. Plantas e seus derivados oferecem uma vantagem significativa devido aos diversos
metabolitos secundarios bioativos que possuem e seus distintos mecanismos de agdo (Hilal et
al., 2024). G. sylvestre é uma planta medicinal pertencente a familia Asclepiadaceae, nativa da
india, conhecida como “gurmar” (destruidor de agticar). E amplamente reconhecida como um
componente chave em inimeras formulagdes tradicionais, tanto de ervas Unicas ou multiplas,
usadas para tratamento da hiperglicemia e hiperlipidemia associada ao diabetes (Persaud et al.,
1999). As atividades farmacoloégicas da G. sylvestre sdo predominantemente atribuidas aos
acidos gimnémicos (AGs), gimnemagenina e um peptideo chamado gurmarina (Sinsheimer et
al., 1970). Os AGs sdo saponinas triterpendides do tipo oleanano e sdo considerados os
principais constituintes ativos da espécie. A qualidade dos extratos, formula¢des nutracéuticas e
suplementos alimentares contendo G. sylvestre sdo atualmente avaliados com base em seus
teores de AGs (Patil et al., 2013; Di Fabio et al., 2014).

O efeito anti-hiperglicémico tem sido estudado com alguns detalhes. Foi demonstrado
que a absorcdo de glicose pelas células intestinais pode ser inibida pelo extrato de G. sylvestre
(Li et al., 2019; Kanetkar et al., 2007). Especificamente, os 4cidos gimnémicos V e XV, sdo
inibidores do transportador de glicose dependente de sddio 1 (SGLT1) expresso em odcitos de

Xenopus laevis (Wang et al., 2014). Os ratos tratados com 4cido gimnémico ou gimnemagenina
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exibiram concentragdes mais baixas de glicose no sangue em jejum e melhor tolerancia oral a

glicose ¢ a insulina (Li et al., 2019; Ahamad et al., 2023). Estudos in vitro demonstraram que a
gimnemagenina inibe de forma eficaz as principais enzimas envolvidas na absor¢do de amido,
nomeadamente a o-amilase pancreatica e a a-glucosidase. Embora estes resultados sugiram
que a gimnemagenina poderia ajudar a controlar os niveis de acticar no sangue retardando a
digestao do amido, nada se tem esclarecido se este efeito ocorre realmente in vivo, uma vez que
as concentragdes necessarias para a metade da maxima inibicao sao relativamente elevadas (1-2
mg/mL). Em modelo in vivo, a suplementacdo dietética com extrato de Gymnema sylvestre
(250 mg/kg e 500 mgkg) em ratos diabéticos induzidos por aloxana promoveu uma
significativa redu¢do da glicemia, restabelecendo-a a niveis comparaveis aos do grupo controle
em um curto periodo de intervencao (7 dias). Este efeito foi acompanhado pela restauraciao dos
niveis séricos de insulina e por uma normalizagdo quase completa dos parametros lipidicos
plasmaticos, incluindo triglicerideos, LDL, VLDL e HDL. Os resultados sugerem que tais
efeitos sdo mediados, ao menos em parte, pela modulagdo da transcricdo de genes envolvidos
na via de sinalizagdo da insulina (Muzaffar et al., 2023).

As condi¢des hiperlipidémicas que melhoraram no estudo supracitado (Muzaffar et al.,
2023) estdo associados a diabetes (Muzaffar al., 2023). Isto levanta uma questao se esta agao
também ocorre quando a hiperlipidemia estd associada a outras causas. Em ratos alimentados
com uma dieta rica em gorduras, o extrato de folhas de G. sylvestre (durante 3 semanas) nao
influenciou o peso corporal, mas diminuiu os niveis de colesterol total e de triglicerideos
plasmaticos (Shigematsu et al., 2001). Em outro estudo, uma fracdo rica em saponina de um
extrato de folhas de G. sylvestre (100 mg/kg durante 8 semanas) diminuiu o peso corporal, o
consumo de alimentos, o peso dos 6rgdos viscerais ¢ os niveis de triglicerideos, colesterol,
lipoproteinas de baixa densidade, indice aterogénico, glicose e aumentou os niveis de
lipoproteinas de alta densidade em ratos obesos, sem efeitos em ratos normais (Reddy et al.,
2012). Estes resultados foram apoiados por evidéncias de inibicdo da lipase pancredtica que
foram confirmadas por um estudo mais recente (Manimegalai et al., 2006).

As observagdes resumidas acima sugerem fortemente que os extratos de G. sylvestre
possa influenciar o metabolismo lipidico e potencialmente promover a perda de peso,
dependendo do modelo de obesidade utilizado (Reddy et al., 2012; Shigematsu et al., 2001). Os
primeiros estudos colocaram a hipdtese de multiplos mecanismos subjacentes a este efeito,
incluindo a inibi¢do da lipase intestinal, embora o mecanismo cinético, a forca e a eficacia in
vivo ainda ndo tenham sido totalmente caracterizadas (Shigematsu et al., 2001). Por estas
razoes, decidimos abordar estas questdes com maior detalhe utilizando um extrato comercial

rico em acido gimnémico de G. sylvestre (“Gymnema sylvestre 75”), amplamente utilizado na
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medicina tradicional e em estudos prévios sobre as suas propriedades antidiabéticas (Jain et al.,

2006; Shridhar et al., 2015; Turner et al., 2022). Nosso trabalho tem trés objetivos principais: (1)
caracterizar a cinética da agdo do extrato sobre a lipase pancreatica, (2) avaliar seu impacto na
absorcdo dos triglicerideos através de estudos in vivo em camundongos e (3) realizar
simulagdes in silico para avaliar as propriedades de ligagdo da molécula central dos AGs e de

outros principios ativos ao sitio ativo da lipase pancreatica.

2. Materiais e Métodos
2.1. Produtos Quimicos

A lipase pancreatica suina (tipo II) e o acido oleico foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Co (St Louis, MO, EUA). Orlistat e acarbose, isentos de excipientes, foram obtidos em uma
farmacia local (Manipulagdo Farmacia Sao Paulo-Maringa, Pr). Todos os produtos quimicos

foram obtidos com o mais alto grau de pureza possivel (>95%).

2.2. Extrato

O extrato concentrado das folhas de G. sylvestre (“Gymnema sylvestre 75”) foi obtido
em uma farmécia local (Manipulacdo Farmacias Sao Paulo-Maringd, Pr) da marca farmacéutica
SM. Data de fabricac¢do: 03 de margo de 2022, nimero do lote: 22C26-B025-090888, contendo

78,3% de acido gimnémico conforme relatorio anexo ao material suplementar.

2.3. Animais

Para os testes de tolerdncia oral ao azeite, ao oleato, ao amido e¢ a glicose foram
utilizados camundongos machos (Mus musculus Swiss) com 28 a 32 g de peso corporal
(aproximadamente 40 dias). Os animais foram alimentados ad /ibitum com uma dieta padrao de
laboratorio (Nuvilab, Colombo, Brasil) e mantidos num ciclo regular de claro/escuro. Todos os
experimentos foram realizados apds um jejum prévio de 18 h. Os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos, cada um com 4 animais. Este nimero foi decidido com base na
experiéncia prévia do grupo de pesquisa (Castilho et al.,2021; Da Silva et al., 2023; Souza et al.,
2025). Os protocolos experimentais foram previamente aprovados pela Comissio de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringéa (Protocolo nimero 9905181121).

2.4. Ensaio e cinética da lipase pancreatica
A atividade da lipase pancreatica foi determinada utilizando p-nitrofenil-palmitato como
substrato (Castilho et al., 2021). A lipase pancreatica suina foi ressuspendida em tampao Tris-

HCI1 (600 U/mL). O meio de reacdo foi tampao Tris-HCI 10 mM (pH 8,2) contendo p-
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nitrofenil-palmitato em concentragdes de até 600 uM. A concentra¢do de G. sylvestre variou

entre 50 e 1000 pg/mL. Ap6s uma pré-incubagdo de 5 minutos a 37 °C, a reacdo foi iniciada
pela adi¢do de 0,1 mL da solugdo enzimatica ¢ mantida durante 10 minutos. A reag¢do foi
interrompida mergulhando os tubos em &4gua fervente e a concentragdo de p-nitrofenol foi
medida espectrofotometricamente a 410 nm. As velocidades de reagdo foram calculadas a partir
de uma curva padrio com p-nitrofenol (coeficiente de extingdo de 1,83 x 104 M'cm™) e

expressas em pmol/min.

2.5. Ensaio da a-amilase pancreatica

A atividade da a-amilase pancreatica suina (velocidade inicial) foi medida por meio da
velocidade de aparecimento de agticar redutor (Castilho et al.,2021; Souza et al., 2025). O meio
de reacdo foi tampao fosfato 20 mM, pH 6.9, contendo NaCl 6,7 mM, amido comercial 1 g/100
mL e concentracdes varidveis do extrato de G. sylvestre (até 1000 pg/mL). A concentracdao da
enzima em todas as incubacgdes foi igual a 0,75 U/mL. Apds 10 minutos de incubagdo a 37 °C,
a reagdo foi paralisada em 4gua fervente por 5 minutos. Os agucares redutores foram
determinados pelo método do 3,5-dinitrosalicilato, a 540 nm, e convertidos em velocidade de
reacdo a partir de uma curva de calibracdo da glicose. As velocidades da reacdo foram

expressas em pumol/min.

2.6. Teste de tolerancia oral a triglicerideos em camundongos

A absorcao de triglicerideos pelas células intestinais foi determinada por meio do teste
de tolerancia oral ao azeite de oliva (Castilho et al.,2021; Souza et al., 2025). O extrato de G.
sylvestre foi solubilizado em agua filtrada e administrado por via intragastrica nas doses de 100,
250 e 500 mg por kg de peso corporal para diferentes grupos de animais. O grupo controle
recebeu apenas agua potavel. O medicamento de referéncia orlistate foi administrado ao grupo
controle positivo (50 mg/kg). Ap6s a administracdo do farmaco ou extrato, todos os animais
receberam azeite de oliva intragastrica (5 mL/kg). Amostras de sangue foram coletadas da veia
da cauda aos 0, 90, 180, 240 e 360 minutos apds a administracao do azeite. As concentragdes
de triglicerideos foram determinadas usando um medidor de triglicerideos Accutrend Plus®
Roche, que utiliza um ensaio enzimatico-colorimétrico de ponto final para quantificar a fra¢ao

glicerol dos triglicerideos.

2.7. Teste de tolerancia oral ao acido oleico
Trés grupos de animais receberam por via intragastrica uma solugdo oral (100 pL) do

extrato de G. sylvestre na dose de 500 mg/kg™'. O quarto grupo (controle) os animais receberam
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agua potavel (200 pL). Para os primeiros trés grupos de animais as seguintes combinagdes de

glicerol e 4cido oleico foram administrados por via intragéstrica: (1) acido oleico sozinho (180
pL); (2) glicerol sozinho (20 pL); (3) 4cido oleico (180 pL) mais glicerol (20 pL). As
amostras de sangue foram analisadas com o medidor de triglicerideos AccutrendPlus® Roche,
conforme descrito acima, no tempo zero (antes da administragdo do glicerol e do oleato) e apos

90 minutos (Castilho et al.,2021).

2.8. Testes de tolerancia ao amido e a glicose em camundongos

Foi seguido o procedimento adotado em trabalhos anteriores (Castilho et al.,2021; Da
Silva et al., 2021). O extrato de G. sylvestre foi solubilizado em agua filtrada ¢ administrado
por via intragastrica nas doses de 100, 250 e 500 mg por kg de peso corporal a diferentes
grupos de animais. O grupo controle recebeu apenas agua potavel. A droga de referéncia
acarbose foi administrada a outro grupo (50 mg/kg). Apds a administracdo do medicamento ou
do extrato, todos os animais receberam, por via intragastrica, amido na dose de 1 g/kg ou
glicose na dose de 1,5 g/kg. A glicose plasmatica foi entdo determinada nos tempos 0, 30, 60,
90 e 120 minutos apds administracdo. Foram coletadas amostras de sangue da veia da cauda e

analisadas com um glicosimetro (AccuChek®).

Com intuito de avaliar os fitoquimicos da G. sylvestre com a maior probabilidade de
inibir a lipase, as estruturas tridimensionais dos varios constituintes quimicos identificados na
G. sylvestre (Tiwari et al., 2014; Jangam et al., 2023) foram recuperadas da base de dados
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e preparadas utilizando o Open Babel (O'Boyle
et al., 2011) para andlises in silico subsequentes. A enzima do Homo sapiens (EC 3.1.1.3,
PDBid: 1LPB, resolugdo de 2,46 A) complexada com um inibidor experimental sintético de
fosfonato de alquilo (MUP) foi utilizada nas simula¢des (Egloff et al., 1995). Nas preparagdes
para os estudos de acoplamento, as moléculas de dgua foram removidas, retendo apenas o
cofator de calcio e a colipase, ambos criticos para a atividade catalitica in vivo. A estrutura da
lipase foi minimizada em termos de energia e validada utilizando um grafico de Ramachandran
(Gopalakrishnan et al., 2007). O software AutoDock 4.2.3 (Morris et al., 2009), implementado
na interface grafica Pyrx 0.8 (Dallakyan et al., 2015), ¢ GOLD (Jones et al., 1997) foram
utilizados para os estudos de acoplamento in silico. Os parametros de docking molecular foram
otimizados através do redocking do MUP no complexo lipase-cofator-ligante minimizado,
utilizando simula¢des de dindmica molecular das bibliotecas NAMD2/VMD (Phillips et al.,
2005; Humphrey et al., 1996) com 30,000 passos de gradiente conjugado. Para efeitos de
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comparag¢do, a pontuagdo relativa média (MRS) foi calculada através da média das pontuagdes

de acoplamento de cada composto em quatro simula¢des efetuadas com cada software (Da
Silva et al., 2021). Esta métrica permite a classificagdo dos compostos com base na sua
afinidade de ligacdo a lipase, utilizando o orlistate (CID: 3034010) como referéncia:

1 (S S
MRS =—| P, P . | (1)
N BSlol BS102

p

Na equagdo (1) MRS ¢ a pontuagdo média relativa, Np, o nimero de programas de
encaixes molecular utilizados nas simulagdes, Spi, Sp2, a pontuagdo de cada ligante no
programa e BSpi, BSp2, a melhor pontuacdo correspondente obtida em cada programa entre

todos os ligantes.

2.10. Calculos e analise estatistica

A interpolagdo numérica para a determinacao da concentracdo necessatia para inibir
50% da atividade maxima da enzima (ICso) dose responsavel por 50% do maximo efeito (IDso)
foi efetuada utilizando o software Scientist® da Micro Math Scientific Software (Salt Lake
City, UT). O mesmo programa foi utilizado para ajustar as equagdes das velocidades iniciais
experimentais da atividade da lipase pancredtica através de um procedimento iterativo de
minimos quadrados nao linear. A decisdo sobre o modelo (equagao) mais adequado baseou-se
no critério de selecdo do modelo (MSC), nos desvios-padrdo dos parametros otimizados e na
soma dos desvios quadrados entre as velociodades de reacdo experimentais e as calculadas. O
critério de selecdo de modelos, que corresponde ao Critério de Informagdo de Akaike

normalizado, ¢ definido como (Akaike, 1974):

Zwi(Yobs- - Vobs )2
MSC = In| = % (2)

Z Wi(Yobsi - Ycali )2 n
i=1

Yobs s30 as velocidades de reagdo experimentais, a velocidade de reacdo experimental média,
Y.a a velocidade de reagdo calculada teoricamente, W o peso de cada ponto experimental, n o
nimero de observagdes e p o nimero de parametros do conjunto de equacdes. No presente
trabalho, o modelo com o maior valor de MSC foi considerado o mais adequado, desde que os
parametros estimados fossem positivos. Quando os valores de MSC diferiam em menos de 5%,
o modelo que apresentava os menores desvios-padrdo para os pardmetros estimados foi
considerado o mais adequado.

Para comparar a evolucdo temporal das concentragdes de triglicerideos no sangue apos

a administragdo do extrato de G. sylvestre, os dados foram submetidos a uma analise de
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variancia multipla (MANOVA) com testes post-hoc Student-Newman-Keuls. As curvas de

efeito versus concentracdo foram submetidas a uma analise de variancia unidirecional
(ANOVA). Os calculos foram efetuados utilizando o programa StatisticaTM da Stat Soft®
(Tulsa, OK, EUA). O critério geral de significancia foi p < 0,05.

3. Resultados
3.1. Atividade da lipase pancreatica e cinética da inibicao

Inicialmente, a atividade da lipase pancreatica foi medida em fun¢ao da concentragdo do
extrato rico em acido gimnémico a uma concentracdo fixa de substrato. Os resultados sdo
mostrados na Figura 1A. A atividade da enzima diminuiu progressivamente quando a
concentracdo do extrato foi aumentada. A interpolagdo numérica dos dados revelou que a
inibi¢do de 50% ocorreu com a concentragdo de 484,6 g/mL. Este valor ¢ estritamente valido
para as concentragdes saturantes de substrato utilizadas no ensaio da figura 1A. Deve-se notar
também que a curva apresenta uma clara tendéncia para estabilizar sem atingir a inibi¢do total
da atividade da lipase. Para efeitos comparativos, foi também determinada a dependéncia da
concentragdo da inibi¢do da lipase pelo orlistate, o inibidor classico da lipase pancreatica. Os
resultados destes ensaios estdo apresentados na Figura 1B. O orlistate inibiu a lipase
pancreatica com um valor ICso de 11,45 ng/mL, provando, assim, ser muito mais eficaz do que
0 extrato rico em 4cido gimnémico utilizado no presente estudo em termos de massa total por

mL.

12 A 1.4 B
' Extrato G.sylvestre T -
1244 Orlistate
1.0
= 104 |
£ 0.8 —
£ Z0s] &
° £
0.6 = <
Ei Q 0.5 L]
> o4 el -
. > 04 8
0.2 0.2 B o —
0 T T T T 1 04 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 0 20 40 60 80 100
Concentragdo Extrato (ug/mL) Concentragdo Orlistate (ug/mL)

Figura 1. Efeito dependente de concentragdo da atividade da lipase pancreatica em relagdo a
concentracdo do extrato de G. sylvestre em uma concentragdo fixa de substrato (600 uM). As
velocidades de reagdo (v) foram determinadas conforme descrito na se¢do Materiais ¢ métodos. Os
pontos representam as médias de 4 medi¢des independentes mais os erros padrao da média. Linhas
continuas representam valores otimizados obtidos por meio da equagao 4.
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A fim de uma melhor caracterizagdo da inibigcdo da lipase pelo extrato, a atividade da

enzima foi determinada em concentragoes variaveis de substrato e inibidor. Os resultados sao
apresentados na Figura 2. As curvas de satura¢do foram diminuindo progressivamente a medida
que o extrato foi adicionado a concentragdes cada vez mais elevadas, um fendmeno esperado se
considerarmos a atividade inibitéria da Figura 1A. Estas curvas ndo mostraram qualquer
tendéncia para convergir no sentido da curva de controle a concentragdes elevadas de substrato,
0 que torna improvavel uma inibi¢do do tipo competitiva. A inibi¢gdo ndo-competitiva ¢ mais
provavel e a equagdo cladssica que descreve a inibigdo ndo-competitiva completa foi ajustada

aos dados:
V — Vmax [S]

Na equacdo (3), V ¢ a velocidade de reagdo, [S] a concentracdo de substrato e [I] a
concentragdo de extrato; além disso, Km € a constante de Michaelis-Menten, Vmax a velocidade
maxima de reagdo, Kil a constante de dissociacdo de um complexo enzima inibidor putativo

(EI) e Kix a correspondente constante de dissociacdo do complexo enzima-substrato-inibidor

(ESI).
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Figura 2. Cinética da inibicdo da lipase pancreatica pelo extrato de G. sylvestre. As concentracdes de
substrato e extrato foram variadas simultaneamente, ¢ as velocidades de reagdo foram medidas
conforme descrito na se¢do Materiais e métodos. As equagdes (3), painel A, e (4), painel B, foram
ajustadas a todo o conjunto de dados experimentais por meio de um procedimento de minimos
quadrados ndo linear. As curvas tedricas (linhas continuas) foram calculadas introduzindo as constantes
cinéticas otimizadas na equacdo (3), painel A, ou (4), painel B, juntamente com as concentracdes
variaveis de substrato e inibidor. As constantes cinéticas otimizadas obtidas pelo ajuste da equacgdo (3),
painel A, foram: V max, 1,039 £ 0,072 pmol/min; Km, 12,50 £ 3,59 uM; Kii, 497,36 + 282,75 pg/mL;
Ki2=64,93+35,41. A soma dos desvios quadrados foi 0,102 e o critério de selecdo do modelo (MSC) foi
2,20. As constantes cinéticas otimizadas obtidas pelo ajuste da equacdo (4), painel B, foram: Vi ,
1,102+0,036 mol p/min; V2, 0,385+0,045 mol pu/min; Km, 13,60+1,71 uM; Kii, 38,10 £9,94 ng/mL;



Kip = 83,78+18,33. A soma dos desvios quadrados foi 0,0194 e o critério de selegdo do modelo (MSZC7)
3,75.

Os resultados do procedimento de ajuste podem ser apreciados comparando as curvas
experimentais do painel A da Figura 2 com as curvas calculadas no mesmo painel (linhas
continuas). E 6bvio, mesmo numa simples inspecio, que as curvas tedricas se desviam forte e
sistematicamente dos dados experimentais. Ou seja, esta equagdo nao teve sucesso no ajuste de
equagdes que descrevem a inibigdo competitiva ou ndo competitiva. A conformidade com a
equacdo (3) pressupde uma inibicdo completa (linear). No entanto, como j4 foi referido acima,
a curva v versus [I] sugere fortemente que a inibi¢do pelo extrato de G. sylvestre pode ser

incompleta, ou seja, do tipo hiperbolico, um mecanismo que ¢ ilustrado pela Figura 3.
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Figura 3. Representagdo esquematica do mecanismo hiperbolico (incompleto) de inibicdo (Botts e
Morales, 1953; Baici, 2015). Os simbolos E, S e I representam enzima, substrato e inibidor. Os
pardmetros mais importantes que aparecem na equacdo (4) ou que sdo mencionados no texto estdo
definidos na parte inferior.

A inibi¢do incompleta ocorre quando a ligacdo do inibidor reduz a atividade da enzima
até um certo ponto sem inativa¢ao completa. A equagao de estado estacionario que descreve o
mecanismo na Figura 3 ¢ bastante complexa e inclui termos quadraticos [S] e [I] (Botts e
Morales, 1953; Baici, 2015). Uma equacgao simplificada que ndo contém termos quadraticos, no
entanto, demonstrou ser uma aproximacao razoavel. Esta equa¢do simplificada surge sob uma
das duas hipoteses: (a) quase-equilibrio para a ligacdo do substrato, ou seja, ko/k.1 « 1 e ke/ks
« 1; (b) o inibidor (também chamado modificador) ndo altera as razdes das constantes de
desaparecimento de ES e ESI, ou seja, (1 + ko/k1) ~ (1 + ke/kes). A equagdo simplificada pode
ser escrita como (Botts e Morales, 1953; Baici, 2015):
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V,[S]+ V, [S]E]
v — 2 (4)

KM(l + [I]J + [S][l + [I]]
I<i1 KiZ

A Figura 3 apresenta o significado dos varios parametros da equacdo (4). V2 ¢ a

velocidade mdxima da enzima modificada. Vale apena mencionar que V; = 0 significa inibi¢ao
completa e, neste caso, a equagdo (4) torna-se na equagdo (3). O painel B da Figura 2 permite
comparar dados experimentais e tedricos em termos do mecanismo ilustrado na Figura 3. E
evidente, numa simples inspecao, que a concordancia ¢ boa. Assim, a inibicao da lipase pelo
extrato ¢ do tipo incompleto (parabolico). Esta conclusdo ¢ igualmente corroborada pelos
indicadores estatisticos apresentados na legenda da figura 2, que s@o claramente favoraveis ao
mecanismo representado na figura 3.

A determinacdo do melhor modelo ¢ a otimizacdo das constantes cinéticas t€ém a
vantagem de permitir calcular a percentagem de inibi¢do para varias combinacdes de
concentragdes de substrato e inibidor. Isto foi feito como uma porcentagem de inibigdo = (1 -
vi/v) 100, em que v ¢ a velocidade de reacdo na auséncia de inibidor e vi a velocidade de reacao
na presenca do inibidor a uma dada concentragdo. A Figura 4 mostra as curvas tedricas obtidas
em varias combinagdes de concentragoes de substrato e inibidor, utilizando as constantes
cinéticas otimizadas indicadas na legenda da Figura 2. O gréfico revela que é presumivel que a
porcentagem de inibi¢do aumente a baixas concentracdes de substrato. A baixas concentragdes
de substrato e altas concentragdes de inibidor, podem ser esperadas inibi¢cdes percentuais de
cerca de 80%. Isto ¢ mais do que se pode esperar em concentracdes saturantes de substrato e
inibidor. Este ultimo pode ser calculado a partir dos valores de V1 e V2 indicados na legenda

da figura 2 como (1 - V2/V1) 100 = (1 - 0,385/1,102) 100 = 65,1%.
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Figura 4. Inibicdo percentual da lipase pancreatica por diferentes concentragdes de extrato ([I]) em
funcdo da concentracdo do substrato ([S]). Os célculos foram realizados utilizando a equagdo (4) e os
parametros otimizados listados na Tabela 2. A inibigdo percentual € igual a (1 —v ;/v) x100, onde v ¢é a
velocidade de reacdo calculada na auséncia do extrato e v ; a velocidade de reacdo na presenga de uma
determinada concentracgdo de extrato.

3.2. Efeitos sobre a absorc¢ao dos triglicerideos pelas células intestinais em camundongos

Para avaliar o significado fisiologico e farmacologico da inibi¢do da lipase pancreatica
pelo extrato de G. sylvestre, foram realizados ensaios in vivo utilizando o teste de tolerancia
oral ao azeite. Este ensaio consiste na administracdo oral de uma carga de azeite (5 ml/kg),
seguida da medicdo dos niveis de triglicerideos no plasma ao longo do tempo. A figura 5
(painéis A e B) ilustra os cursos temporais das alteragdes dos niveis de triglicerideos no plasma

apo6s a administragdo de azeite em diferentes condicoes.
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Figura 5. Efeitos do extrato de G. sylvestre ¢ orlistate na tolerancia ao azeite de oliva em camundongos.
A administragdo oral de azeite de oliva (5 mL.kg ~ foi realizada imediatamente apds a administragdo
dos extratos ou orlistate. Os triglicerideos plasmaticos foram medidos conforme descrito em Materiais e
métodos. Cada curva consiste em médias + erros padrao médios de 4 camundongos. Os painéis A e B
mostram os cursos temporais das mudancas na concentragdo de triglicerideos no sangue apds a
administra¢do de azeite de oliva sozinho ou em combinacdo com varias doses do extrato de G. sylvestre
ou orlistate. O painel C mostra as areas sob as curvas obtidas apds os varios tratamentos com os extratos
de G. sylvestre e orlistate ilustrados pelos painéis A e B, subtraidos da area sob a curva obtida apos a
administracdo de dgua (linha de base). Asteriscos indicam significincia estatistica em relagdo a curva
controle (p < 0,05; Newman-Keuls) com MANOVA para as curvas de curso temporal ¢ ANOVA para
as comparacdes de area.

A curva do controle (somente azeite) apresenta um aumento significativo dos
triglicerideos plasmaticos ap6s a administragdo do azeite, com um pico as 3 horas apos a
administracdo. Como esperado, o orlistate, o inibidor classico da absor¢ao de triglicerideos,
impediu este aumento de forma acentuada (Figura 5B). Quando foi administrada agua em vez
de azeite, os niveis de triglicerideos mantiveram um perfil baixo durante as trés horas seguintes.
A administragdo do extrato nas doses de 100 e 250 mg/kg apresentou efeitos substanciais na
curva de tolerancia, j& nas primeiras determinacdes 1,5 h ap6s a administracdo do azeite, e este
perfil ndo revelou valores diferentes do controle. Os niveis de triglicerideos neste momento
representam, no entanto, os novos valores de pico e os niveis nos tempos subsequentes foram
inferiores aos da condi¢do do controle. A dose de extrato de 500 mg/kg eliminou o pico inicial
de triglicerideos, mantendo os niveis baixos até¢ 3 horas. As areas sob as curvas, corrigidas a
partir da linha base, sdo consideradas como uma medida representativa da velocidade ou
extensao da absor¢do de triglicerideos. O painel C da figura 5 mostra as areas calculadas sob as
curvas, corrigidas para a linha de base representada pela curva obtida quando agua foi
administrada (painel B). A partir deste perfil dos triglicerideos plasmaticos, € possivel obter,

por interpolagdo numérica, a dose tedrica que provoca uma inibi¢do de 50% (IDso), que neste

caso ¢ de 41,14 mg/kg.

3.3. Efeitos sobre os niveis de triglicerideos no sangue apdés administracio de oleato em
camundongos

As doses nas quais o extrato de Gymnema sylvestre inibiu a absorc¢ao de triglicerideos
em modelos animais sdo relativamente baixas, o que ¢ dificil de conciliar com as caracteristicas
observadas para a inibi¢ao da lipase pancreatica marcada por um valor elevado de ICso € uma
inibi¢do incompleta mesmo em altas concentracdes. Essa discrepancia sugere que outros
eventos envolvidos no processo global de digestdo e absor¢do de lipideos também estejam
sendo modulados pelo extrato. A lipase pancreatica hidrolisa os triglicerideos da dieta em
acidos graxos livres e monoacilglicerdis, os quais sdo posteriormente absorvidos pelos

enterocitos através de mecanismos mediados por transportadores especificos, como o CD36 e o
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FATP4. Dados obtidos no presente estudo indicam que o extrato de G. sylvestre também ¢

capaz de interferir na absor¢do de acidos graxos livres, implicando que a inibi¢do dos
transportadores intestinais de lipidios pode representar um mecanismo adicional envolvido na
sua ac¢ao hipolipemiante. Portanto, o efeito observado na reducao da lipemia pode ser resultado
da a¢do combinada sobre diferentes alvos do processo de absor¢do intestinal de gorduras, e ndo
exclusivamente da inibigdo enzimdtica da lipase pancreatica (Stahl et al., 1999; Schreck e
Melzig, 2018). Pode ser que o extrato de G. sylvestre iniba o transporte de acidos graxos livres,
como ja relatado para outros agentes (Da Silva et al., 2021; Ahowesso et al., 2015). Para
abordar esta questdo, administramos acido aos animais com posterior quantificacdo dos
equivalentes de trioleina no plasma. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos. Os dados foram
expressos como a diferenca entre os niveis basais (182,55 mg de equivalentes de trioleina por
dL) e os niveis encontrados 90 minutos ap6s a administracdo de acido oleico isolado, glicerol
isolado e 4acido oleico + glicerol, com ou sem a administragdo prévia do extrato de G. sylvestre.
O ensaio de triglicerideos sanguineos utilizado no presente trabalho quantifica a fragdo glicerol.
No entanto, quando o glicerol ¢ administrado isoladamente, o sistema de ensaio apresenta um
aumento menos pronunciado, que corresponde a 31% do aumento encontrado nos ensaios em
que o glicerol e o 4cido oleico foram administrados simultaneamente. Quando o acido oleico
foi administrado isoladamente, foi detectado um aumento muito pequeno da concentracao de
triglicerideos no sangue. Por outro lado, nos animais que receberam o extrato de G. sylvestre
antes da administracdo de 4cido oleico + glicerol, o sistema de ensaio dos triglicerideos
constatou apenas pequenos aumentos, na realidade bastante semelhantes aos detectados quando
o glicerol foi administrado sozinho. Os resultados sugerem fortemente que o extrato de G.

sylvestre é capaz de inibir a absorc¢do de acido oleico livre.

Tabela 1. Efeito de G. sylvestre (500 mg/kg) na absorgdo de oleato em camundongos.

Administraciao Incremento no plasma
intragastrica equivalentes de trioleina
ap6s 90 minutos (mg dL. 1)
Acido oleico + glicerol 164,34 + 15,1
Glicerol 51,2 +8,3*
Acido oleico 8,23 £2,2%*
Acido oleico + glicerol + extrato 46,2+ 6,1*

A concentragdo basal de triglicerideos nesta série experimental foi de 182,55 mg de equivalentes de
trioleina por dL (n = 3). O asterisco (*) indica diferenca significativa em relagdo ao grupo experimental
que recebeu acido oleico mais glicerol (p < 0,05). Os detalhes experimentais sdo descritos na secdo
Materiais e Métodos.
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Para testar se o extrato rico em AGs das folhas de G. sylvestre (“Gymnema sylvestre 75)
também ¢é capaz de afetar a absor¢do do amido ou da glicose, foram realizados ensaios em camundongos
com a maior dose utilizada neste trabalho que inibiu a absor¢ao dos triglicerideos (500 mg/kg). Os
resultados sdo apresentados na figura 6. Eles revelam pequenas tendéncias de diminui¢ao dos valores de
pico aos 60 minutos apés a administragdo de amido ou glicose, sem significancia estatistica, quando
submetidos a analise de varidncia multivariada. Estes resultados contrastam fortemente com os obtidos
no teste de tolerancia aos triglicerideos, em que a dose de 500 mg/kg aboliu quase totalmente o aumento
dos triglicerideos no sangue ap6és a administracdo de azeite. Uma série adicional de experié€ncias,
apresentada no painel C da figura 6, ndo conseguiu detectar uma inibicao significativa da a-amilase

pancreatica pelo extrato em concentragdes até 1000 pg/mL.
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Figura 6. Efeitos do G. sylvestre sobre a tolerancia a glicose (painel A), tolerancia ao amido (painel B)
e atividade da a.-amilase (C). A administragdo oral de amido (1 g/kg) ou glicose (1,5 g/kg) foi realizada
imediatamente apos a administracdo do extrato de G. sylvestre (500 mg/kg). A glicemia foi medida
conforme descrito em Materiais e métodos. Os dados de ambos os testes de tolerancia sdo as médias de
4 experimentos independentes. A atividade da amilase foi medida utilizando amido como substrato e
analisando a producdo de agucares redutores ap6s 10 minutos de incubagdo, conforme descrito na segdo
Materiais e métodos. Os dados no painel C correspondem as médias de 3 experimentos independentes.

3.5. Simula¢6es de docking molecular

As simulagdes de redocking envolvem o acoplamento de uma molécula MUP ao mesmo

complexo. Considerando que o programa reproduz com sucesso a pose cristalografica ¢ a
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classifica com uma pontuagio RMSD abaixo de 2 A em todas as repeti¢des, isso revela que o

programa entende as forcas de interacdo entre enzima e molécula e muito provavelmente sera
capaz de usa-las na identificagdo de uma nova molécula (molécula desconhecida) da biblioteca
(Bueno et al., 2019). Neste estudo, o redocking foi realizado quatro vezes para cada programa,
dentre os trés programas testados. Esta abordagem permitiu selecionar os programas AutoDock
4.2.3 e Gold entre os trés programas avaliados, uma vez que estes foram capazes de replicar
com precisdo a pose da molécula MUP de forma consistente em todas as tentativas na
configura¢do que adapta no complexo modelo lipase-MUP humano. Em seguida, os protocolos
de ancoragem validados foram aplicados para avaliar a possibilidade de interacdo de moléculas
do extrato de G. sylvestre, como a gimnemagenina, os gimnemosideos A ¢ B ¢ as agliconas de
polifenois glicosidicos presentes nos extratos de folhas de G. sylvestre (Tiwari et al., 2014).

Para identificar as moléculas mais promissoras, foram consideradas as pontuagdes de
acoplamento ¢ a reprodutibilidade entre repetigdes para calcular a pontuagdo relativa média
(MRS) utilizando a equagdo (1), que foi utilizada para avaliar o desempenho. Uma vez que
cada programa utiliza algoritmos distintos, resultados consistentes em diferentes programas
aumentam a confianca nas previsdes. Os valores calculados através da equacao (1) refletem o
numero de vezes que o software foi executado, a pontuagdo obtida para cada acoplamento
(também para cada molécula) e a pontuagdo mais elevada entre todos as moléculas.

Os melhores resultados do rastreio virtual estdo apresentados na tabela 2, no qual os
compostos foram classificados por ordem decrescente de afinidade tedrica com a lipase. Das
seis moléculas avaliadas, a gimnemagenina obteve a maior MRS, superando até mesmo o
composto de referéncia (orlistate) neste aspecto. A figura 7 apresenta as estruturas da
gimnemagenina e dos compostos de referéncia, e realca as regides de interacdes
intermoleculares hidrofobicas e identifica as supostas ligagdes de hidrogénio formadas entre as
moléculas e o sitio ativo da enzima. Existem amplas zonas de interagcdes hidrofobicas tanto para
a gimnemagenina como para o orlistate, tal como revelado pela coloragdo castanha no sitio
ativo da enzima. Este fato justifica em grande parte as afinidades semelhantes da enzima para
ambos os compostos. Por outro lado, ¢ de notar que as estruturas hidrofobicas de ambos os
compostos se devem basicamente a ligagdes C-H, mas a hidrofobicidade do orlistate ¢
caracterizada principalmente por cadeias alifaticas lineares, ao passo que a hidrofobicidade da

gimnemagenina resulta principalmente de componentes aliciclicos.

Tabela 2. Escores de docking da lipase pancreatica dos principais compostos identificados
no extrato de G. sylvestre e de seus derivados putativos ap6s hidrdlise.

MOLECULAS SCORE SCORE GOLD MRS

AUTODOCK (kcal/mol)



4
4.2.3 (kcal/mol) \

Gimnemagenina -8,52 47,34 0,843 +0,039*
Quercetina -6,83 51,31 0,772 £ 0,069
Kaempferol -6,59 48,56 0,738 £ 0,079
Orlistate -3,97 69,05 0,733 +£0,010
Gymnemosideo B -4,91 60,15 0,724 £ 0,043
MUP -3,81 52,91 0,607 £ 0,022*
Gimnemosideo A -1,64 57,73 0,515+0,019*
Acido protocatecuico -3,98 34,53 0,484 +0,043*

* representa diferenga estatistica em relagdo ao composto de referéncia, orlistate, de acordo com Anova-
One way, teste post hoc de Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 7. Docking molecular do 4cido metoxiundecilfosfinico (MUP, A), gimnemagenina (GYM, B) e
orlistate (ORL, C) a lipase pancreatica humana. As melhores posi¢cdes acopladas (embaixo) e as
interagdes intermoleculares entre moléulas no sitio ativo da lipase pancredtica (em cima) foram
avaliadas pelo programa PoseView.

4. Discussao
4.1. Aspectos introdutdrios gerais

A hiperlipidemia tem sido considerada um importante fator causal para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e, além disso, estd diretamente ligada a
obesidade e ao diabetes. Portanto, a diminui¢do dos niveis de lipidios plasmaticos ¢ importante

em qualquer tentativa de prevencdo e tratamento de doengas (Hurtado-Roca et al., 2017).
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Compostos bioativos naturais com agdes hipolipidémicas sdo altamente desejaveis, pois

frequentemente também exercem propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
hepatoprotetoras (Ramos et al., 2021). E provavel que o extrato de G. sylvestre que foi
investigado no presente trabalho se enquadre nesta categoria, uma vez que demonstrou uma
clara capacidade de diminuir os niveis de lipidios plasmaticos juntamente com um potencial
antioxidante que pode eventualmente levar a a¢des anti-inflamatorias (Jangam et al., 2023). As
secOes seguintes irdo explorar os potenciais mecanismos subjacentes aos efeitos
hipolipidémicos observados neste estudo. Além disso, as provas que apoiam o envolvimento de

compostos especificos identificados no extrato serdo cuidadosamente examinadas e discutidas.

4.2. Inibicao da lipase pancreatica

Nossa experiéncia confirma relatdrios anteriores de que o extrato de G. sylvestre ¢ um
inibidor da lipase pancreatica (Shigematsu et al., 2001; Manimegalai et al., 2019). O presente
estudo, no entanto, avanca muito mais no assunto ao apresentar uma caraterizagdo cinética
detalhada. A observagdo relevante foi a de que a inibicdo causada pelo extrato ¢ do tipo
incompleta, ou seja, depois de atingido um certo grau de inibicdo, novos incrementos na
concentragdo do extrato nao causam incrementos na inibi¢do. Esta observacdo € importante e
tem de ser explorada nas tentativas de traduzir os efeitos in vitro em possiveis consequéncias in
vivo. O modelo cinético que foi ajustado aos dados fornece uma base quantitativa para prever o
grau maximo possivel de inibi¢do, uma possibilidade util porque este Gltimo também varia com
a concentragdo do substrato e ndo apenas com a concentracdo do inibidor, como foi
demonstrado por simulagdes. Estas tlltimas mostraram que, a baixas concentragdes de substrato,
o grau de inibicdo ¢ mais elevado. Em termos estritamente matematicos, isso ocorre
principalmente porque o segundo termo do numerador na equagdo (4) se torna mais
significativo em concentragdes mais altas de substrato. E também interessante notar que o
inibidor (ou grupo de inibidores) se liga mais fortemente a enzima livre (E) do que ao
complexo enzima-substrato (ES). De facto, 2,2 vezes mais fortemente, como pode ser calculado
a partir da razao Ki»/Kii.

A heterogeneidade da preparacdo utilizada, um extrato rico em 4cidos gimnémicos, mas
que contém certamente gimnemagenina ¢ derivados da gimnemagenina, para além de muitas
outras substancias, como os polifenolicos (Satheeshkumar et al., 2014), n3o invalida a
utilizacdo da equacao (4), desde que as proporcdes relativas de todos os inibidores se
mantenham inalteradas (Chou et al., 1977; Cleland, 1963). Esta ¢ uma condi¢do que se mantém

sempre que sdo utilizadas varias quantidades da mesma preparagdo. No entanto, as constantes
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de inibicdo medidas terdo um significado complexo. Sdo certamente fungdes complexas de

varias constantes de dissocia¢do individuais ¢ de fatores relacionados com a massa total do
extrato € o seu teor em principios ativos. Nao obstante, continuam a fornecer uma estimativa da

forga da preparagao, expressa em termos da massa que foi adicionada.

4.3. Inibicdo da absorcao de triglicerideos

A inibicdo da digestdo e da absor¢do dos triglicerideos foi claramente demonstrada por
experiéncias in vivo em camundongos. Pelo que constatamos, esta ¢ a primeira demonstragao
experimental do fendmeno. A inibi¢do da lipase pancreatica parece desempenhar um papel
significativo no mecanismo subjacente. Existem varios exemplos na literatura de extratos de
plantas que inibem tanto a lipase pancredtica como a absor¢do de triglicerideos como, por
exemplo, a erva-mate (Fioroto et al., 2022) e o cha roxo (Da Silva et al., 2023). No entanto,
existem outros mecanismos possiveis e importantes, como foi demonstrado para a lipofermata
(Ahowesso et al., 2015) e a cianidina-3-O-glicosideo (Castilho et al., 2021). Este ultimo
composto, por exemplo, ¢ um fraco inibidor da lipase pancreatica, mas um forte inibidor da
absorcado de triglicerideos. Esta observacao levou a sugestdo de que a cianidina-3-O-glucosideo
poderia inibir uma ou mais etapas (por exemplo, o transporte) na sequéncia de acontecimentos
que transformam os acidos graxos livres no trato intestinal em triglicerideos. A mais provavel
destas etapas foi apontada como sendo o transporte de 4cidos graxos livres através da
membrana celular dos enterdcitos, uma vez que se verificou que o composto inibia a
incorporagdo de oleato livre fornecido externamente nos triglicerideos plasmaticos (Castilho et
al., 2021). No presente caso, existem também fortes indicios de que a inibi¢do da lipase
pancredtica pode ndo ser a Uinica razdo para a inibicdo da absorc¢ao de triglicerideos pelo extrato
de G. sylvestre. De fato, ensaios mostraram que o extrato de G. sylvestre também inibia o
aumento dos niveis de triglicerideos plasmaticos quando o oleato livre e o glicerol eram
administrados a camundongos. A tUnica forma de os enterdcitos produzirem um excesso de
triglicerideos e de os transferirem para o sangue nestas condicdes ¢ serem abastecidos
extracelularmente com estes compostos através de um sistema de transporte (Stahl et al., 1999;
Schreck e Melzig, 2018). Assim, ¢ razoavel levar em conta a hipotese de que o extrato de G.
sylvestre ¢ capaz de inibir o sistema de transporte dos acidos graxos livres das células
intestinais. Este fendmeno deveria também contribuir para o efeito inibidor global do extrato de
G. sylvestre na absor¢do das gorduras. A hipotese de um mecanismo inibitdrio adicional €

igualmente coerente com a dose relativamente baixa de extrato de G. sylvestre que provoca
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uma inibi¢ao de 50% da absorg¢ao dos triglicerideos (41,14 mg/kg). A inibi¢do maxima possivel

da lipase pancredtica em concentracdes de substrato saturantes ou quase saturantes (a condig¢ao
gastrointestinal mais provavel apds uma carga de 5 ml/kg de azeite) estd limitada a 65,1%, mas
a inibicdo maxima da absorcdo de triglicerideos que foi alcangada nas nossas experiéncias foi
de 86%. Além disso, se tivermos em conta os resultados obtidos com outros inibidores da lipase
pancreatica, como o extrato de cha roxo (Da Silva et al., 2023), a dose de G. sylvestre que
produz uma inibicdo de 50% da absor¢do de triglicerideos deverd ser consideravelmente
superior a 41,14 mg/kg se a inibicdo da lipase fosse o unico mecanismo. De fato, o extrato
aquoso de chd roxo ¢ um inibidor mais forte da lipase pancredtica do que o extrato de G.
sylvestre utilizado no presente trabalho, sendo os valores ICso a concentragdes saturantes de
substrato iguais a 170 e 484,6 pug/mL, respetivamente. No entanto, o extrato de cha roxo inibe a
absorcao de triglicerideos em doses consideravelmente superiores a 41,14 mg/kg.

Os efeitos sobre a absorc¢do das gorduras aqui detectados com a preparagdo “Gymnema
sylvestre 75” parecem ser em grande parte especificos, pois ndo foram detectados efeitos
semelhantes no que diz respeito a absor¢do do amido e da glicose. Este fato ¢ um pouco
inesperado, uma vez que duas saponinas da G. sylvestre sdao relatadas como inibidores
relativamente potentes da absorcdo eletrogénica da glicose nas células epiteliais intestinais
(Wang et al., 2014). A base experimental desta conclusdo, no entanto, sdo os registos de
captagdo de glicose em oo6citos de Xenopus laevis micro-injetados com cRNA para o
transportador de glicose dependente de sodio 1 (SGLT1). Claramente, sdo necessarias mais
experiéncias utilizando modelos de mamiferos ou células de mamiferos para uma clarificagdao
mais abrangente. Em contraste, a inibicdo da o-amilase pancreatica observada nas nossas
experiéncias foi minima dentro da gama de concentragdes que produziu a inibi¢do maxima da
lipase pancredtica. Com base nos nossos resultados com a a-amilase, ndo seria de esperar, de
fato, efeitos pronunciados na absor¢do do amido. Deve sublinhar-se que as determinagdes do
nosso trabalho se referem a efeitos a curto prazo, praticamente limitados ao ambiente gastrico.
Isto ¢ especialmente relevante para a tolerancia a glicose, um parametro que também pode ser
afetado por efeitos a médio e longo prazo provocados pelo tratamento prolongado com G.
sylvestre, como demonstrado anteriormente por experiéncias realizadas com ratos db/db (Li et

al., 2019).

4.4. Compostos do extrato possivelmente envolvidos

A identificagdo dos compostos exatos responsaveis pelos efeitos inibitdrios sobre a
lipase pancredtica e os transportadores de acidos graxos ¢ intrinsicamente dificil, uma vez que

os extratos de plantas sdo muito complexos em termos de composi¢ao quimica. No entanto, o
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extrato padronizado utilizado no presente trabalho, pela sua prépria natureza, contém

certamente grandes quantidades de 4cidos gimnémicos. Este grupo de substincias corresponde
a uma mistura de 17 saponinas diferentes que ¢ habitualmente utilizada como marcador de
controle de qualidade em preparagdes comerciais. No entanto, um nimero consideravel de
outros constituintes quimicos também foi identificado em G. sylvestre, muitos deles possuindo
gymnemagenina como sua estrutura central ou flavonoéides (Tiwari et al., 2014; Jangam et al.,
2023). A gimnemanegina, tal como indicado pelos ensaios de docking molecular, pode ligar-se
muito fortemente a lipase pancreatica. O gimnemosideo B demonstra igualmente uma
capacidade de ligacdo significativa e ¢ bastante razodvel supor que muitas das saponinas
triterpendides presentes no extrato utilizado no presente estudo partilham propriedades
semelhantes. Outras possibilidades sdo os flavondides que possuem kaempferol e quercetina
como estrutura central, que também sdo constituintes da G. sylvestre (Tiwari et al., 2014;
Jangam et al., 2023). A maioria destas moléculas ¢ conhecida pelas suas propriedades anti-
lipase, que se supde derivarem basicamente da supressdo da absor¢ao de gordura in vivo (Li et
al., 2023). Tal como revelado pelas nossas simulag¢des de docking, o kaempferol e a quercetina
sdo também previsivelmente inibidores da lipase pancreatica com uma capacidade de ligagao
tedrica semelhante a do orlistate. No entanto, vale a pena mencionar que a quantidade relativa
de polifendlicos no extrato de G. sylvestre utilizado neste trabalho é certamente muito menor do
que o conteudo em acidos gimnémicos ou compostos relacionados.

Foram apresentados varios argumentos que apoiam a hipotese dos componentes do
extrato de G. sylvestre poderem inibir a absor¢do de acidos graxos livres. No entanto, 0s nossos
dados ndo nos permitem identificar o(s) composto(s) especifico(s) envolvido(s) nesta acio.
Como relatado por Castilho et al. (2021), a cianidina-3-O-glucoésido, na sua forma pura, ¢ capaz
de inibir a absor¢ao de oleato livre em animais a uma dose excepcionalmente baixa de 0,2
mg/kg. Esta descoberta anterior, combinada com as observacdes feitas no presente estudo,
sugere que uma investigacdo mais aprofundada dos efeitos da gimnemagenina pura e dos
acidos gimnémicos na absor¢do de acidos graxos livres tem potencial para descobrir novos
mecanismos sobre as a¢des destes compostos.

A nossa discussdo sobre os compostos que possivelmente atuam na absor¢dao de
gorduras centrou-se na gimnemagenina e nos acidos gimnémicos porque estes compostos sao
certamente os mais abundantes no extrato utilizado. No entanto, as transformagdes quimicas e
enzimaticas no ambiente gastrico também devem ser consideradas. Os polifenolicos sofrem
muitas transformacdes no trato gastrointestinal, como o demonstram numerosos estudos
(Correa et al., 2024). O mesmo se pode dizer dos acidos gimnémicos, que sdo metabolizados

em agliconas correspondentes por enzimas gastrointestinais (Kamble et al., 2013). Por
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conseguinte, ¢ sempre possivel que sejam gerados inibidores mais fortes no intestino que nao

estdo presentes quando a lipase pancreatica ¢ desafiada com o extrato in vitro.

4.5. Tentativas de transladar os efeitos para os humanos

Uma questdo pertinente que pode ser formulada ¢ com relagdo as doses do extrato
normalizado “Gymnema sylvestre 75 que sdo necessarias para uma inibi¢do significativa da
absor¢do dos triglicerideos no homem. A dose que provoca uma inibigdo de 50% da absor¢ao
das gorduras nos animais (IDso), igual a 41,14 mg/kg, pode ser tomada como ponto de partida.
Extrapolando esta dose dos animais para o homem, um individuo de 75 kg necessitaria de
aproximadamente 3,1 g, o que, embora ndo sendo excessivo, pode ndo ser totalmente
confortdvel. No entanto, a conversdo direta de doses animais para humanos nao tem sido
considerada adequada. Atualmente, o método de normalizagdo da area de superficie corporal é
considerado mais adequado para traduzir doses de animais para seres humanos (Reagan-Shaw
et al., 2007). Utilizando uma férmula baseada neste conceito, a dose de 41,14 mg/kg de
camundongo torna-se 3,32 mg/kg quando traduzida para humanos (Reagan-Shaw et al., 2007).
Este valor representa uma ingestao total de aproximadamente 250 mg para um individuo com
75 kg de peso. Esta dose pode eventualmente ser duplicada se pretender uma inibi¢do da
absor¢do das gorduras superior a 50% sem ultrapassar significativamente a dose didria
recomendada que ¢ de cerca de 400 mg (Shanmugasundaram et al., 1990; Drug.com). Estas
dosagens devem evidentemente ser consideradas como um ponto de partida para futuras

investigagdes e nao constituem de modo algum uma conclusdo definitiva.

5. Conclusoes

O extrato de G. sylvestre, que pode ser considerado um produto de baixo custo, ¢ capaz
de reduzir a absor¢do de gorduras em doses relativamente baixas. Trata-se de pelo menos dois
mecanismos: (1) a inibi¢ao da lipase pancreatica; (2) a inibi¢ao do transporte dos acidos graxos
livres para as células intestinais. Estes efeitos sdo provavelmente evocados por varios
compostos no extrato, especialmente os que possuem a gimnemagenina como estrutura central,
mas também polifenois derivados do kaempferol e da quercetina. No entanto, as atribuigdes
exatas neste dominio continuam a ser uma area aberta para investigacdes minuciosas. As agoes
relatadas (1) e (2) podem certamente contribuir para os efeitos anti-hiperlipidémicos que tém
sido tradicionalmente atribuidos aos extratos de G. sylvestre. Podem também contribuir para o
controle e o tratamento da sindrome metabolica e da obesidade. No entanto, os resultados aqui

obtidos ndo excluem a existéncia de outros efeitos a nivel celular em vérios 6rgdos, como
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sugerido por numerosas observagdes ¢ que ainda estdo a espera de ser esclarecidos por

investigagdes detalhadas.
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ARTIGO 2: Mecanismos hipolipidémicos da Gymnema sylvestre em modelo de

hiperlipidemia aguda induzida pelo tiloxapol

Thalita Faleiros Demito Santos, Gustavo H. Souza, Beatriz Paes Silva, Gabriel Arcanjo Viana
Neto, Luiz A. N. Pessoa, Tiane C. Finimundy, Lilian Barros, Paulo C. de Freitas Mathias, Livia
Bracht, Jurandir F. Comar, Rosane M. Peralta, Adelar Bracht, Anacharis B. Sa-Nakanishi.

RESUMO

A hiperlipidemia ¢ um distirbio metabolico frequentemente associado a obesidade e a
sindrome metabodlica, sendo reconhecida como um fator de risco significativo para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Embora haja um interesse crescente no uso de
agentes fitoterapicos, as evidéncias cientificas que comprovam a eficacia de plantas medicinais
no manejo da hiperlipidemia aguda ainda sdo limitadas. Gymnema sylvestre, amplamente
utilizada na medicina tradicional, especialmente na medicina ayurvédica e chinesa, destaca-se
por suas propriedades anti-hiperglicémicas e hipolipemiantes. A espécie contém compostos
bioativos promissores, com potencial para modular a homeostase metabolica de forma eficaz.
Desse modo, este estudo avaliou os efeitos preventivos do extrato padronizado de G. sylvestre
75 no perfil lipidico, no metabolismo e no estresse oxidativo em um modelo de hiperlipidemia
aguda induzida por tiloxapol. Os ratos machos receberam G. sylvestre (400 mg/kg) durante trés
dias consecutivos por administracdo intragéstrica. A hiperlipidemia aguda foi induzida por uma
unica injecdo intraperitoneal de tiloxapol (400 mg/kg), e os animais foram eutanasiados 24
horas apds, ¢ o sangue e figado coletados para as analises bioquimicas. O tratamento atenuou
significativamente a hiperlipidemia induzida pelo tiloxapol, como evidenciado pela redugdo de
triglicerideo sérico, colesterol total, VLDL, glicose em jejum e indice HOMA-IR. Além disso,
o extrato melhorou significativamente o estado oxidativo no plasma e no tecido hepatico,
reduziu a resisténcia a insulina e aumentou o indice HOMA-B. A avaliagdo dos acidos
gimnémicos foi validada e normalizada a 78,3% de acordo com as especificacdes do fabricante.
Embora a gimnemagenina tenha apresentado baixa probabilidade de ancoragem tanto para o
receptor PPARa como para o PPARY, as simulagdes de dindmica molecular indicaram uma
interagdo estavel para ambos os receptores. Coletivamente, estes resultados demonstram que a
G. sylvestre exerce efeitos hipolipidémicos, anti-hiperglicémicos e antioxidantes robustos,
potencialmente mediados pela ativacio do PPARa e PPARYy. Estes resultados apoiam o
potencial terapéutico da G. sylvestre como estratégia complementar para a prevencao e controle
da hiperlipidemia aguda e dos disturbios metabolicos associados.

Palavras-chave: gimnemagenina; docking molecular; resisténcia a insulina; indice HOMA.
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1. INTRODUCAO

A hiperlipidemia, definida por niveis plasmaticos elevados de triglicerideos e colesterol,
¢ um fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(Abass et al., 2022; Singh et al., 2017). O aumento da prevaléncia global da hiperlipidemia ¢
atribuido principalmente a padrdes alimentares pouco saudaveis e a estilos de vida sedentarios,
apresentando desafios significativos para os sistemas de satide publica (Mahboob, 2024). As
perturbagdes do metabolismo dos lipidios estdo estreitamente associadas a um aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que contribuem para o aumento do estresse
oxidativo nos tecidos periféricos (Zalba et al., 2001). As EROs sdo moléculas altamente
reativas que contém elétron ndo emparelhados, geradas fisiologicamente durante o metabolismo
celular. No entanto, quando produzidas em excesso, as EROs podem induzir danos oxidativos
em lipidios, proteinas e 4cidos nucleicos, prejudicando assim a fungdo celular e
desempenhando um papel central na patogénese da aterosclerose (Madamanchi et al., 2005).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, as doencas cardiovasculares sdo
responsaveis por cerca de 17,9 milhdes de mortes por ano (WHO, 2021). As evidéncias de
ensaios clinicos em grande escala demonstraram que intervencdes eficazes de reducdo dos
lipidios séricos podem reduzir significativamente a mortalidade (Hurtado-Roca et al., 2017). Os
tratamentos hipolipidémicos atuais, como os fibratos, a niacina, as estatinas e os sequestrantes
de acidos biliares, estdo associados a uma série de efeitos secundarios, incluindo lesdes
musculares graves, diarreia, nauseas, irritacdo gastrica, disfuncdo hepdtica e renal e secura da
pele (Beshir et al., 2021). Além disso, estudos recentes sugerem que a utilizacdo prolongada de
inibidores da biossintese do colesterol pode ter um impacto negativo na neurotransmissao
cerebral (Salem et al., 2011). Tendo em conta estas preocupagdes, a procura por compostos
bioativos eficazes capazes de modular o metabolismo lipidico e, a0 mesmo tempo, reduzir o
estresse oxidativo tornou-se cada vez mais importante (Al-Hiari et al., 2011). Nos ultimos anos,
os compostos bioativos naturais t€ém atraido um interesse crescente no controle de distirbios
metabolicos, como a hiperlipidemia, devido as suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias e hipolipemiantes (Ramos et al., 2021). As plantas ¢ os produtos derivados de
plantas oferecem uma vantagem significativa para o tratamento devido aos seus diversos
metabolitos secunddrios bioativos e mecanismos de acdo pleiotropicos (Ononamadu et al.,
2019). As interagdes sinérgicas ou multifatoriais entre as moléculas do extrato podem melhorar
os efeitos bioldgicos, para além de tender a ser compostos naturais de menor custo quando
comparados com os sintéticos (Wagner e Ulrich-Merzenich 2009).

A G. sylvestre ¢ uma planta indigena (familia Asclepiadaceae), utilizada na medicina

ayurvédica, bem como na medicina complementar e alternativa, como tratamento naturopatico
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para a diabetes. Também demonstra efeitos promissores no tratamento da obesidade, artrite,

hiperlipidemia e hipercolesterolemia (Singh et al., 2008; Tiwari et al., 2014). Tradicionalmente
consumida na forma de chd ou mastigando diretamente as suas folhas, a G. sylvestre transitou
sem problemas para regimes dietéticos modernos, estando disponivel nas formas de po,
comprimido e pastilha (Reddy, 2022). Sabe-se que as folhas de G. sylvestre contém
aproximadamente 18 acidos gimnémicos (AG) distintos, cada um caracterizado por diferengas
sutis nas moléculas de agucar ligadas a gimnemagenina, que constituem a sua espinha dorsal
sapogeninica. Os AG sdo saponinas triterpendides do tipo oleanano e sdo considerados os
principais fitoquimicos ativos na preparagdo. Atualmente, a qualidade dos extratos, das
formulagdes nutracéuticas e dos suplementos alimentares que contém G. sylvestre ¢ avaliada
pelo teor de AG (Patil et al., 2013; Di Fabio et al., 2014). O extrato de Gymnema sylvestre 75 ¢é
muito utilizado em farmécia de manipulacao e corresponde a um extrato concentrado contendo
cerca de 75% de 4cidos gimnémicos.

As preparacdes de Gymnema nao foram aprovadas como medicamentos na Europa, mas
sdo comercializadas como ingredientes de certos suplementos alimentares, isoladamente ou em
combinagdo com outras ervas e/ou micronutrientes. Como suplemento alimentar, ¢ utilizado
sem supervisdo médica, mas € concebivel que os suplementos alimentares a base de Gymnema
possam também ser consumidos sozinhos ou em combina¢do com medicamentos antidiabéticos.

Alguns estudos em animais mostraram que a G. sylvestre diminuiu os niveis de glicose
e triglicerideos, colesterol-LDL e colesterol total no sangue quando o extrato foi administrado
durante pelo menos 21 dias ap6s hiperlipidemia e hiperglicemia induzidas por aloxano
(Muzafar et al., 2023, Srinuanchai, et al., 2019). Em animais obesos induzidos por dietas ricas
em gordura, o extrato de G. sylvestre mostrou uma redugdo significativa nos niveis de
colesterol total, triglicerideos, LDL e VLDL, enquanto aumentou os niveis de HDL quando
administrado por 8 semanas apds a instalagdo da obesidade (Singh et al., 2017; Kumar et al.,
2013; Pothraju et al., 2016). Esses efeitos clinicos foram atribuidos a capacidade do extrato de
G. sylvestre de aumentar a secrecdo de insulina, promover a regeneracao das células das ilhotas
pancredticas, aumentar a utilizacdo periférica de glicose e inibir a absor¢do de glicose no
epitélio intestinal (Muzzaffar et al., 2023; Patel et al., 2009; Li et al., 2019; Ahmad et al., 2023).
O receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARy) ¢ uma proteina alvo bem
caracterizada no tratamento de hiperlipidemia e diabetes tipo 2 (Tyagi et al.,2011). Numerosos
compostos foram relatados como agonistas de PPARY, destacando sua relevancia como alvo
terapéutico.

Recentemente, o nosso grupo de investigacdo revelou que a preparacdo comercial do

extrato rico em AG (G. sylvestre 75) inibiu a enzima lipase pancreatica de forma dependente da
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concentragdo, com ICso de 484,6 pg/mL (Santos et al., 2025). Este fendmeno refletiu-se na

inibi¢do da absorcao do triglicerideo pelas células do epitélio intestinal, com IDso de 41 mg/kg
de peso corporal, que resulta ndo s6 da inibicdo da lipase, mas também da inibi¢do do
complexo mecanismo de transporte e reesterificagdo dos acidos graxos pelas células intestinais.

Embora tenham sido realizados alguns estudos cientificos centrados na bioatividade
hipolipidémica da G. sylvestre, todos eles revelaram a agdo terapéutica do extrato apds a
doenga instalada em tratamento a longo prazo. Além disso, em todas as publicacdes a agdo
hipolipidémica do extrato foi avaliada em condigdes de hiperlipidemia associadas a doencgas de
base como a obesidade e a diabetes. Assim, o presente trabalho teve como objetivo descrever o
efeito preventivo do extrato comercial de G. sylvestre rico em acido gimnémico (“Gymnema
sylvestre 75”) sobre o metabolismo sistémico no modelo animal de hiperlipemia induzida por
tiloxapol, um modelo agudo de hiperlipidemia. O estudo ira elucidar o potencial agonistico de
fitoquimicos de G. sylvestre com proteina PPARa e PPARy usando docking molecular e
diferentes parametros de simulag¢des de dinamica molecular,

Tiloxapol (Triton WR-1339) é um tensoativo ndo ionico normalmente utilizado para
induzir hiperlipidemia aguda em modelos animais experimentais. Atua inibindo a atividade da
lipoproteina lipase e impedindo a absor¢do de lipoproteinas pelos tecidos extra-hepaticos,
resultando em niveis elevados de lipidios circulantes. Além disso, o tiloxapol estimula a sintese
hepatica de colesterol (HMG-CoA redutase) e aumenta a absor¢do intestinal de lipidios através
da emulsificagdo. Devido a estas propriedades, o tiloxapol ¢ amplamente utilizado para estudar
as alteragdes do metabolismo lipidico e para avaliar a eficdcia de candidatos a agentes

hipolipidémicos em estudos pré-clinicos (Sousa et al., 2017; Goldfarb 1978).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e extrato

ABTS (4cido 2,2-azinobis (3-etilbenotiazolina-6-sulfonico), DPPH (2,2-di-fenil-1-
picril-hidrazil), acido etileno diaminotetracético (K3EDTA), 2,4, 6-tripiridil-s-trizina (TPTZ),
Tris, DNPH (2,4-Dinitrofenil-hidrazina), 1,1,3,3-Tetractoxipropano, acido oleico, foram
adquiridos a Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO, EUA). O extrato concentrado de folhas de
Gymnema sylvestre (“Gymnema sylvestre 75) foi adquirido de uma farmacia de manipulagao
local (Manipula¢ao Farmécias Sao Paulo, Maringd, PR), fabricado pela SM Pharmaceutical
Enterprise®. Data de fabricacao: 03 de margo de 2022, Numero do lote: 22C26-B025-090888,
Gymnema sylvestre 75 ¢ uma preparagdo fitoterapica disponivel comercialmente derivada do

extrato da folha de Gymnema sylvestre, concentrada e padronizada para conter 75% de acido
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gimnémico. Todos os produtos quimicos foram obtidos com o grau de pureza mais elevado

possivel (>95%).

2.2 Ensaios antioxidantes e teor de fendlicos e aminoacidos no extrato

Trés ensaios quimicos distintos foram empregados para avaliar a atividade antioxidante
do extrato: poder redutor férrico (FRAP), eliminagdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) e descoloragdo do cation radicalar 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
(ABTS") (Correa et al. (2024). Diluicdes seriadas dos diferentes extratos foram preparadas e
utilizadas nesses ensaios. A porcentagem de elimina¢do de radicais para DPPH e ABTS foi
calculada usando a equacgao: [(Abs controlo - Abs amostra) / Abs controle] % 100. Os resultados
foram expressos como valores ICso, representando a concentracdo de extrato (pg/mL)
necessaria para inibir 50% da atividade radicalar.

Os resultados de FRAP foram expressos como kErap), definido como a inclinagdo
inicial da regressdo linear obtida a partir do grafico da absorbancia versus concentracao do
extrato, em unidades de min~. Esse pardmetro reflete uma constante de velocidade de pseudo-
primeira ordem, indicando a velocidade na qual o ion férrico ¢ reduzido na presenca do extrato
(Souza et al., 2025).

O teor de fendlico total do extrato foi quantificado utilizando o método de Folin-
Ciocalteu e expresso em equivalentes de acido galico (GAE) por g de extrato, tal como descrito
por Singleton e Rossi (1965).

O contetdo de aminoacidos totais foi determinado utilizando o ensaio da ninidrina. A
quantificagdo foi efetuada com base numa curva de calibragdo construida com padrdes de

alanina, e os resultados foram expressos em pmoles por grama de extrato bruto (Starcher, 2001).

2.3 Quantificacdo do perfil fenolico do extrato de G. sylvestre

O extrato seco foi ressuspenso em solugdo aquosa de etanol (80:20 v/v), a uma
concentragdo de 10 mg/mL, e filtrados (0,2 um). O perfil fendlico do extrato foi determinado
por cromatografia liquida (Dionex Ultimate 3000 UPLC, Thermo Scientific, San Jose, CA,
EUA), com um detetor de matriz de diodos (comprimentos de onda de 280, 330 e 370 nm)
ligado a uma espectrometria de massa de ionizacdo por electrospray funcionando em modo
negativo (Linear Ion Trap LTQ XL, Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). O nitrogénio foi
utilizado para nebulizacdo (50 psi); o sistema foi operado com uma tensao de pulverizacao de 5
kV, uma temperatura de fonte de 325 °C, uma tensdo capilar de -20 V. A voltagem do tuvbo de
focalizagdo foi mantida em -66 V. A varredura completa cobriu um intervalo de m/z 100 a 1800

(Bessada et al. 2016). A aquisi¢do de dados foi efetuada com o sistema de dados Xcalibur®
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(ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA). Os compostos fenolicos foram identificados de acordo

com as suas carateristicas cromatograficas, pela sua retengdo, espectros de absor¢do e
carateristicas de massa em comparacao com 0s compostos padrao obtidos e com a literatura.
Para a andlise quantitativa, foram utilizadas curvas de calibragdo preparadas com padrdes
adequados. Os resultados foram expressos em mg por g de extrato seco (mg/g) como média +

desvio padrao de trés analises independentes.

2.4 Animais

Todos os experimentos com animais foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagio Animal da Universidade Estadual de Maringa (protocolo nimero
9905181121). Para o modelo de hiperlipidemia aguda induzida por tiloxapol foram utilizados
ratos machos (Wistar) com peso entre 240 a 290 g (aproximadamente 80 dias) (Sousa et al.,
2017). Os animais foram alimentados ad /ibidum com uma dieta padrao de laboratdrio (Nuvilab,
Colombo, Brasil) e mantidos em um ciclo regular de claro-escuro. Para os experimentos in vivo,

os animais foram mantidos em jejum por 18 horas.

2.5 Hiperlipidemia induzida por tiloxapol

Os animais foram separados nos trés grupos seguintes: animais tratados com agua
(Controle), animais tratados com agua e inje¢ao de tiloxapol (Grupo hiperlipidémico); animais
tratados com extrato de G. sylvestre e injecao de tiloxapol (Grupo hiperlipidémico tratado).

A dose do extrato utilizada neste estudo foi determinada com base em investigacdes
preliminares e corroborada por relatérios previamente publicados (Silvério et. al. 2013; Malik
et al., 2007, Santos et al., 2025). O extrato na dose de 400 mg/kg de peso corporal foi
administrado aos animais por gavagem durante 3 dias. No 3° dia de tratamento, a
hiperlipidemia foi induzida intraperitonealmente pela administragao de tiloxapol em dose tnica

de 400 mg/kg de peso corporal.

2.6 Teste de tolerancia oral a glicose e ao piruvato em animais

Os niveis de glicose no sangue foram quantificados em animais em jejum (tempo zero)
e 30, 60, 90 e 120 minutos apos a administracdo de uma carga de glicose (1,5 g/Kg) por via oral
(oGTT). O sangue foi coletado por puncdo venosa da cauda, e o teor de glicose quantificado
através de glicosimetro (Accucheck Active®).

Para a avaliagdo da gliconeogénese a partir do piruvato, os niveis de glicose no sangue
foram monitorizados em jejum (tempo zero) e apds a administragdo de uma carga de piruvato

(2 g/kg) por via oral, tendo o teor de glicose sido quantificado através de um glicosimetro a
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partir de sangue coletado por pungdo venosa da cauda, tal como descrito no oGTT. Os

resultados foram apresentados ao longo do tempo apo6s a administragao de piruvato de sodio (0,

30, 60 min.) e foram utilizados para calcular a area sob a curva (AUC).

2.7 Coleta de amostras de sangue e de figado

Os animais em jejum de 18 h. foram anestesiados com a associacdo de cetamina +
xilazina (90 e 9 mg/Kg, i.p.), as amostras de sangue foram obtidas por puncdo da veia cava
inferior com &cido etileno diaminotetracético de potassio (K3EDTA) e centrifugadas a 3.500 g
(15 min.). O plasma obtido apos centrifugagdo do sangue foi aliquotado para andlise posterior.
O figado foi removido e congelado imediatamente em nitrogénio liquido e mantido a -80 °C

para avaliacdao dos parametros oxidativos.

2.8 Insulina plasmatica e marcadores de resisténcia a insulina

Os niveis de insulina plasmatica foram quantificados por radioimunoensaio (RIA), em
contador gama (Wizard2 Automatic Gamma Counter, TM-2470, PerkinElmer®, Shelton, CT,
EUA). Foi utilizada como padrdo a insulina humana. O anticorpo foi anti-insulina de coelho
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e a insulina radioativa utilizada foi a insulina humana
recombinante marcada com lodol125 (PerkinElmer, Shelton CT, EUA). Os coeficientes de
variagdo intra-ensaio situaram-se no intervalo de 8-10 %. O limite de detecdo foi de 0,006
ng/ml. As medi¢des foram efetuadas num Unico ensaio.

O modelo de avaliagio da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA-IR) foi
utilizado como um indice fisioldégico para avaliar a resisténcia a insulina. O HOMA-IR foi
calculado multiplicando a concentragdo de glicose no sangue em jejum (mg/dL) pela
concentragdo de insulina sérica em jejum (ng/mL) e dividindo o resultado por 22,5. Para
estimar a capacidade secretora das células beta pancreaticas, foi utilizado o modelo de
avaliagdo da funcdo de células beta (HOMA-B). Este indice foi obtido a partir das
concentragdes de glicose e insulina em jejum, através da seguinte formula: (HOMA-B) =
(insulina em jejum [ng/mL] x 20 / glicose em jejum [mg/dL]) - 3,5 (Torrezan et al., 2019).

Adicionalmente, foi calculado o indice triglicerideo-glicose (TyG), um marcador
preditivo de resisténcia a insulina e doenca cardiovascular, através da formula: Indice TyG =

Ln [triglicerideos em jejum (mg/dL) x glicose em jejum (mg/dL) / 2] (Araujo et al., 2022).

2.9 Parametros bioquimicos
Os niveis plasmaticos de colesterol total (CT), triacilglicerol (TAG), lipoproteina de alta

densidade (HDL) e glicose foram determinados usando kits de reagdo disponiveis
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comercialmente (Labtest Diagndstica, MG, Brasil). Os niveis plasmaticos de lipidios e glicose

foram expressos em mg/dL.

Os niveis de colesterol nao HDL foram calculados pela diferenga entre os niveis de
colesterol total e HDL-colesterol (da Rocha et al.,2009). Refere-se a quantidade de colesterol
transportada por todas as lipoproteinas aterogénicas (prejudiciais) no sangue. O indice de risco
cardiaco (IRC) foi obtido através da razdo entre triacilglicer6is e HDL (Shanmugasundaram et
al.,1989).

As atividades da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato aminotransferase (AST),
quantificadas como marcadores de lesdo hepatica, foram determinadas utilizando-se kits de
ensaio comercialmente disponiveis (Labtest Diagnodstica, MG, Brasil). As atividades

enzimaticas foram expressas em U/L.

2.10 Parametros oxidativos

O figado clampeado foi homogeneizado em tampao fosfato (100 mM, pH 7,4), 10% p/v
com a ajuda de um homogeneizador Van Potter-Elvehjem. Aliquotas de homogenato foram
centrifugadas a 11 000 g (15 min.) e o sobrenadante obtido ap6s a centrifugagdo foi separado
para analise posterior.

Os grupos carbonilas das proteinas foram medidos espectrofotometricamente no
sobrenadante do homogenato de figado e no plasma utilizando 2,4-dinitrofenil-hidrazina
(DNPH), tal como descrito anteriormente (Levine et al., 1990). O coeficiente de extingdo molar
(e) de 2,20 x 10* M-'cm™! foi utilizado nos calculos e os resultados foram expressos em nmol de
grupos carbonil por mg de proteina.

Os niveis de lipoperoxidos foram quantificados no homogenato de figado por meio do
ensaio TBARS (ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico) (Buege et al., 1978). O
contetdo em TBARS foi calculado a partir da curva padrio preparada com 1,1'.3,3'-
tetraetoxipropano, e os resultados foram expressos em nmol por mg de proteina.

As atividades da catalase e da superoxido dismutase (SOD) foram analisadas por
espectrofotometria no sobrenadante do homogenato de figado. A atividade da catalase foi
estimada a 240 nm a partir da diminui¢do da absorbancia do H»O, (substrato) (Bergmeyer
1974). A atividade da SOD foi estimada pelo método de autooxidacdao do pirogalol em pH 8,2 a
420 nm (Marklund e Marklund, 1974). Os resultados foram expressos em unidades de SOD (U)
por mg de proteinas.

A concentragdo de grupos tiodis totais no plasma foi determinada utilizando o reagente
DTNB (acido 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)), conforme descrito por Ellman (1959), com

adaptacdes. A reagdo com DTNB (10 mM) ocorreu por 15 minutos de incubagdo a temperatura
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ambiente ¢ protegido da luz, e em seguida a absorbancia foi lida a 412 nm em

espectrofotometro. A concentragdo de tidis foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo
molar de 13.600 M'-cm™, sendo os resultados expressos em umol de tidis por mg de proteinas.

Proteinas totais foram quantificadas no sobrenadante, homogenato e plasma por meio
do reativo de Folin Cialcateau, e os resultados foram calculados a partir de uma curva padrao

de albumina (Singleton e Rossi, 1965).

2.11 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda oral foi conduzida de acordo com as diretrizes estabelecidas pela
Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE), Test Guideline 425.
Ratos em jejum (12h) com livre acesso a agua, previamente pesados, receberam uma dose
Unica intragéstrica do extrato a 2.000 mg/kg de peso corporal. O grupo controle recebeu apenas
veiculo (4gua). Cada animal foi monitorado individualmente durante os primeiros 30 minutos
apos a administracdo e depois foram realizadas observacdes durante as 4 e 24 horas seguintes.
Além disso, os animais foram observados pelo menos duas vezes por dia durante um periodo de
14 dias. Os sinais clinicos de toxicidade, incluindo letargia, hipertermia, prurido, respiracao,
consisténcia das fezes, alteragdes comportamentais, diaforese ou outros efeitos adversos, bem
como a mortalidade, foram registados durante todo o periodo de observacdo. Também foi
investigado a possibiliadde de les@o hepatica apos o tratamento por trés dias consecultivos com
o extrato na dose de 400 mg/kg. Para tanto, as atividades plasmaticas da alanina amino-
transferase (ALT) e da aspartato-aminotransferase (AST) foram determinadas por meio de

ensaios enzimatico-cinético utilizando kit comercial (Gold-Analisa®).

2.12 Previsao farmacocinética pelo SwissADME

A triagem farmacocinética in silico (ADME) e a avaliagdo da semelhanca com drogas
foram realizadas usando a ferramenta online gratuita SwissADME, desenvolvida pelo Instituto
Suico de Bioinformatica (Daina et al., 2017). Esta plataforma foi utilizada para estimar as
propriedades farmacocinéticas individuais (ADMET) e os parametros de semelhanga dos
compostos identificados no extrato com drogas. Inicialmente, a base de dados PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) foi utilizada para obter o SMILES (Simplified Molecular
Input Line Entry System) candnico para cada composto. Estas cadeias SMILES foram depois
utilizadas como entrada para a estimativa de parametros através do SwissADME
(http://www.swissadme.ch/index.php; acessado em 5 de dezembro de 2024). O objetivo foi
avalidar e dar prioridade a compostos promissores dentro do extrato para investigacao adicional

como potenciais contribuintes para o efeito de reducdo de lipideos observado. Foram avaliadas
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as seguintes propriedades ADMET: absor¢do gastrointestinal (GI); permeacdo da barreira

hemato-encefalica (BBB); inibicdao do sistema do citocromo P450; e substrato da glicoproteina
de permeabilidade (P-gp). Além disso, a semelhangca com o farmaco foi avaliada utilizando:
parametros de semelhanga com o farmaco (ADME): Filtro de Lipinski e pontuagdo de

biodisponibilidade.

2.13 Docking molecular

Com intiuito de investigar o principal fitoquimico identificado no extrato responsavel
pelo efeito hipolipemiante no plasma, as estruturas tridimensionais de quatro constituintes
encontrados nesta espécie e identificados por UHPLC-ESL-O-TOF-MS/MS foram obtidas a
partir da base de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e preparadas utilizando
Open Babel (O'Boyle et al.,, 2011) para as andlises in silico subsequentes. A estrutura do
PPARy e PPARo (PDBid: 2XKW, resolugdo de 2,02 A), complexada com um agonista
experimental pioglitazona (P1B) and bezafibrato (PEM), foi submetida a docking geométrico,
transferindo o agonista para uma estrutura com maior integridade (PDBid: 3B3K, resolugdo de
2,60 A) (Montanari et al., 2009). Todas as moléculas de 4dgua foram removidas. O complexo
PPARy e PPARa (3B3K-P1B) foi minimizado e validado com o grafico de Ramachandran
(Gopalakrishnan et al., 2007). Foram utilizados os softwares AutoDock Vina (Trott ¢ Olson
2010), implementado na interface grafica Pyrx 0.8 (Dallakyan et al., 2015), ¢ GOLD (Jones et
al., 1997). Os parametros para ancoragem molecular foram estabelecidos através da redocking
de P1B ¢ PEM no complexo minimizado com PPARy e¢ PPARa respectivamente usando
bibliotecas de dinamica molecular NAMD2/VMD (Phillips et al., 2005 e Humphrey et al., 1996)
com 30.000 passos de gradiente conjugado. A melhor score forneceu um desvio quadratico
médio da raiz (RMSD) entre duas poses abaixo de 2,0 A (Tuccinardi et al., 2014) usando o
servidor de célculo de distancia de pose de acoplamento (https://zhanggroup.org/DockRMSDY/).

A pontuagdo média relativa (MRS) foi calculada a partir da pontuacdo média de
acoplamento de cada composto em quatro simulagdes realizadas com cada programa (Equagao
2) (Souza et al., 2025). Nessa equacdo, MRS ¢ o score médio relativo, Np, o niimero de
programas de docagem molecular usados nas simulagdes, “Spl” significa o escore médio do
composto em quatro simulacdes usando o programa AutoDock Vina, enquanto “BSp1” denota
0 maior score observado entre os compostos da biblioteca no programa AutoDock Vina; o
mesmo conceito se aplica aos resultados do programa Gold, mas aqui sera usado Sp2 e BSp2.
A MRS permite a classificagdo dos compostos com o PPARa e o PPARYy utilizando o ligante

PEM e P1B como referéncia, respectivamente.
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2.14 Dinamica molecular

Para quantificar e clarificar as pontua¢des de acoplamento molecular, foram efetuadas
simulagdes prolongadas de dindmica molecular (MD) com todos os 4tomos equilibrados
durante 50 ns. O modelo de 4gua TIP3P foi utilizado para a solvatagdo, com variaveis
moléculas de dgua para cada ligante. Os sistemas foram solvatados e neutralizados com ions
Na*. Apos a minimizagdo da energia, o equilibrio e a simulagdo MD de 50 ns, as alteragdes
estruturais € o comportamento dindmico foram avaliadas. O RMSD relacionado com a
modificacdo da estrutura, o raio de giro para o grau de compactacdo de uma proteina e a
flutuacdo da raiz quadrada média (RMSF) relacionada com a estabilizagdo dos residuos foram
calculados a partir dos atomos da cadeia principal da proteina apos o alinhamento das estruturas
na estrutura de referéncia utilizando VMD. As simulacoes de MD foram realizadas no

CENAPAD/Unicamp, Brasil, com o sistema Dell AMD Epyc 7662 / nVIDIA Tesla A100.

2.15 Calculos e critérios estatisticos

A interpolacdo numérica para a determinagdo da ICso (concentragdes necessarias para
reduzir 50% da atividade) foi efetuada utilizando o software Scientist da MicroMath Scientific
Software (Salt Lake City, UT). Os resultados sdo apresentados como média + EPM de andlises
independentes (n=4-6). As analises estatisticas foram efetuadas através de uma analise de uma
variancia (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey. Isto permitiu-nos determinar
diferencas significativas entre os diferentes grupos de tratamento, p<0,05. Os resultados
estatisticos detalhados, incluindo valores de p, tamanhos de amostra (n) e estatisticas de teste,

sdo fornecidos para cada figura e tabela.

3. RESULTADOS
3.1 Atividade antioxidante e teores fenolicos totais do extrato de G. sylvestre

Como etapa inicial da caracterizacdo do extrato de Gymnema sylvestre, foi avaliada sua
capacidade antioxidante in vitro. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Tabela 1.
A atividade antioxidante, avaliada por meio dos ensaios ABTS e DPPH, foi expressa em
valores de ICso, 0s quais representam a concentracdo do extrato necessaria para neutralizar 50%
dos respectivos radicais durante o periodo de incubacgao (ver secdo de Materiais ¢ Métodos para
detalhes dos ensaios). O extrato apresentou maior capacidade antioxidante no ensaio ABTS
quando comparado ao DPPH, conforme observado pelos menores valores de ICso para o

primeiro. A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada posteriormente pela capacidade
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de reduzir ions férricos, que foi de 0,017 min™'. Considerando que a capacidade antioxidante

dos extratos vegetais estd frequentemente relacionada ao teor de grupos fenoélicos, este ultimo
foi quantificado e o resultado apresentado na Tabela 1 revela valores de 29,00 mg de
equivalente de acido gélico por grama de extrato. A Tabela 1 também apresenta a concentragao

de aminodacidos do extrato que foi de 61,10 umols por g de extrato.

Tabela 1: Atividade antioxidante, grupos fendlicos e conteudo de aminodcidos no extrato de
Gymnema sylvestre

Parametro Extrato de Gymnema sylvestre
ABTS (ICso) (ng/mL) 83,69 £ 8.030
DPPH (IC50) (ug/mL) 217,99 £ 20,91
FRAP (Krrar) (min 1) 0,017 £ 0,001
Grupos fenolicos (mg GAE eq)/g) 29,00 + 4.026
Conteudo de aminoacidos (umol/g) 61,10 £4.501

Os dados sio representados como média + erro padrdo médio (n = 4). GA: Acido galico.

3.2 Perfil fenolico do extrato de G. sylvestre

Na tentativa de caracterizar o perfil fenolico do extrato, foram realizadas andlises
cromatograficas associadas ao espectro de massas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.
Os compostos fenolicos individuais foram identificados provisoriamente de acordo com seu
tempo de retengcdo (Rt), comprimento de onda de absorbancia maxima (Amax), ion
pseudomolecular ((M—H]-) e respectivo padrdo de fragmentagdo (MS?). Foi possivel identificar
vinte e seis compostos fenodlicos: trés acidos fenolicos, vinte flavonoides e trés saponinas
triterpenoides. Os flavonoides sdo principalmente derivados glicosilado contendo kaempferol
ou quercetina (aglicona) como nucleo central. Também foi encontrado com a andlise
exploratéria do extrato gimnemosideos, gimnemagenina e derivados de gimnemosideo. Ao
contrario de todas as outras moléculas, estas ndo foram quantificados devido a auséncia de uma
curva de padrdo. Entretanto, de acordo com o laudo do fornecedor (SM Pharma), o extrato
padronizado contém 78,3% de acidos gimnémicos.

As moléculas encontradas em maiores quantidades no extrato foram os flavonoides, que
constituiram quase 90% do contetdo fendlico total. Os principais flavonoides identificados e
quantificados foram kaempferol-3-O-glucosil-dithamnosil-galactosideo (0,64 mg/g) e
quercetina-3-O-cumaril-feruloil-soforosideo (0,54 mg/g). Todos os outros flavonoides
quantificados foram derivados ou de quercetina ou de kaempferol. Os acidos fenolicos mais
abundantes encontrados foram o acido protocatecuico-4-glicosideo (0,79 mg/g) seguido por 1-

O-protocatecuil-B-xilose (0,33 mg/g) e trans-p-cumaril-p-d-glicopiranosideo (0,061 mg/g).
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. Rt  Amax [MH]- R e . o
Pico (min) (nm) m/ MS*(m/z) Identificag¢do proviséria Midia + sd
1 5.16 279 315 153(100),109(8) Acido protocatecuico-4-glicosideo 0,790+0,03
2 8.32 278 285 153(100).109(18) 1- O -Protocatecuil-B-xilose 0,331+0,01
3 11.06 315 325 163(100),135(21) trans-p-cumaroil-p-d-glucopiranosideo 0,061+0,002
4 1247 336 771 609(41),505(100),285(14) Kaempferol-3- O --d-diglucopiranosideo 7- 0.51240,001
O -B-d-glucopiranosideo
5 1486 334 755 593(100),447(24),285(9) Kaempferol-3- O -glucosil-ramnosil- 0,525+0,002
galactosideo
6 1555 328 1109 933(100),787(51),301(21) Quercs;‘gijs'ge' (f)_';gﬁi‘;‘;gefzmloﬂ' 0,495+0,001
7 1599 328 785 609(100),429(38),285(21) Kaempferol-3- O -feruloil-soforosideo 0,4768+0,0005
8 16.24 331 785 623(18),315(100) Isorhamnetina-hexosil-cumaroilexose 0,479+0,001
9 17,61 314 505 221(10),161(100) Gimnemagenina nq
10 1814 325 1063 917(51),755(100),575(33),285(5) Kaempferol-3- O -glucosil-dicoumaroil- 0,472:£0,0004
dihexosideo
11 1843 328 1123 947(100).771(61),625(46),301(8) Quercetina-3- O -cumaroil-diferuloil- 0,4688+0,0002
soforosideo
12 2007 327 947 771(100),625(25),301(14) Quercetina-3- O -cumaroil-feruloil- 0,548+0,003
soforosideo
13 20045 317 917 771(100),631(30),285(18) Kaempferol-3-(2- p -cumaroil-soforosideo)- 0,524+0,002
7-glicosideo
14 2069 326 1285 933(100),787(48),463(26),301(7) Quercetina-3-(2- p -cumaroil-diferuloil)- 0.476+0,0003
sofotridsido
15 2121 328 1255 1109(100),933(68),625(11),301(6) Quercetina-3-(2- p -dicoumaroil-feruloil)- 0,484+0,0004
sofotridsido
Quercetina-3-(2- p -cumaroil-
16 21,52 326 1257 933(100),301(25) soforotriosideoy.7-soforoside 0,49240,001
17 2257 326 931 755(100),593(40),447(24),285(9) Kaempferol-3- O -glucosil-ramnosil-feruloil- 0,515+0,002
galactosideo
18 2304 318 901 609(100),447(19),285(7) Kaempfer"1'3éﬁa;gtl‘ggsg'd“ham“o“l' 0,640+0,006
19 23,67 323 961 785(100),609(74),285(12) Kaempferol-3 -O- diferuloil-soforosideo 0,475+0,0005
20 2387 318 1239 1063(100),917(68),771(41),285(10) Kaempferol-3-(2- p -dicoumaroil-feruloil)- 0,468+0,0002
soforotriosideo
21 2403 319 1299 1123(100),947(61),771(32),625(27),301(7) Q“ercetma'?’;go'f(i?;ifll'“‘feml"‘l' 0,47170,0003
22 2428 323 931 623(100),315(26),301(8) 4- O -Metilquercetina-rutinosil-rutinosideo 0,468+0,0003
23 2491 322 1269 1093(100),917(54),325(41),301(12) Quercetina-3 'ng;)(ﬂfs‘lf(r;::foﬂ'dlfemloﬂ' 0,483+0,001
24 30.04 322 681 505(100),301(45) Quercetina-3- O -feruloil-acetilhexosideo 0,471+0,0004
25 3131 278 827 665(100),489(61),421(6) Gymnemoside nq
26 32,48 279 945 813(100),651(33),489(7) Derivado de gimnemosideo ng
Acidos fenélicos totais 1,18+0,04
Flavonoides totais 9,954+0,01
Compostos fendlicos totais 11,13+0,02

Tabela 2: Tempo de retengdo (Rt), comprimentos de onda de maxima absorc¢ao na regido do

visivel (A max), dados espectrais de massa, identificacdo e quantificacdo (mg/g de extrato) de
compostos fendlicos no extrato de G. sylvestre.
Ng: ndo quantificado. Curva de calibragdo utilizada: acido galico (y = 131538x + 292163, R2 = 0,9969,
LOD = 8,05 pg/mL e LOQ = 24,41 ng/mL); 4cido clorogénico (y = 168823x - 161172; R2 = 0,9999; LOD
= 0,20 pg/mL; LOQ = 0,68 pg/mL); acido clorogénico (y = 168823x - 161172; R2 = 0,9999; LOD = 0,20
ug/mL; LOQ = 0,68 ug/mL); quercetina 3-O-glicosideo (y = 34843x — 160173; R2 = 0,9998; LOD = 0,21
ug/mL; LOQ = 0,71 pg/mL)

3.3 Efeitos do extrato de G. sylvestre no perfil lipidico e marcadores cardiacos em animais

hiperlipidémicos

Considerando que o extrato de G. sylvestre inibiu a absor¢do de triglicerideos em

células intestinais de animais (Santos et al., 2025), outros possiveis mecanismos de a¢do de G.

sylvestre foram investigados em modelos de hiperlipidemia aguda in vivo. A Figura 1 revela o
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efeito do extrato no perfil lipidico de animais hiperlipidémicos induzidos por tiloxapol.

Conforme esperado, o modelo experimental apresentou niveis elevados de triglicerideos séricos
e colesterol total, em concordancia com dados previamente descritos na literatura (Souza et al.,
2017). Esses aumentos foram 26 e 4 vezes maiores respectivamente em relagdo ao grupo
controle. O tratamento com G. sylvestre impediu esse aumento em 1,9 e 1,4 vezes, mas ainda
manteve os niveis mais elevados do que os do controle. O aumento do conteudo de
triglicerideos refletiu no aumento do colesterol-VLDL em grau semelhante a0 mesmo no grupo
hiperlipidémico. O tratamento, por sua vez, bloqueou parcialmente esta elevacdo, de forma
semelhante ao efeito sobre o contetido de triglicerideos. O colesterol HDL nao foi modificado
nem pela hiperlipidemia nem pelo tratamento com G. sylvestre. Os teores de triglicerideos e
HDL foram utilizados para calcular o risco cardiovascular pela razao entre eles. Este indice foi
34 vezes maior em animais hiperlipidémicos do que em animais controle, € o extrato bloqueou
esse aumento, reduzindo-o pela metade. O perfil lipidico também foi utilizado para calcular o
conteudo de colesterol ndo-HDL, outro marcador cardiovascular, que foi bastante elevado pela
hiperlipidemia, mas o extrato prejudicou parcialmente esse aumento, reduzindo em 5 vezes o

valor da condigao hiperlipidica.
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Figura 1. Efeito do extrato de Gymnema sylvestre sobre os lipidios séricos e marcadores plasmaticos
em animais hiperlipidémicos. A hiperlipidemia foi induzida pela administragao de tiloxapol (400 mg/kg)
conforme descrito na secdo de material ¢ métodos. O tratamento foi realizado durante trés dias com G.
sylvestre (400 mg/kg) previamente a inducdo da hiperlipidemia. Cada valor representa a média = erro
padrao média de 4-6 animais. Co: controle; Hyp: animais hiperlipidémicos; Hyp+Gs: animais tratados
submetidos a hiperlipidemia. * e #: Diferencga estatistica em relagdo ao grupo controle e hiperlipidémico

respectivamente, de acordo com ANOVA One-way, teste post-hoc de Tukey (Programa Prisma 8.0), (p
<0,05).

3.4 Efeitos do extrato de G. sylvestre sobre o perfil glicémico e marcadores de resisténcia a

insulina em animais hiperlipidémicos

A Fig. 2 mostra o efeito de G. sylvestre na glicemia de jejum, nos niveis de insulina, no
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indice HOMA e no teste de tolerancia a glicose e ao piruvato em animais hiperlipidémicos. O

conteudo de glicose em jejum aumentou em animais hiperlipidémicos quando comparados ao
grupo controle. Este aumento foi de 24%. O extrato, por outro lado, impediu esta elevagdo
induzida pela hiperlipidemia, mantendo os niveis de glicose semelhantes aos do grupo controle.
Os niveis de insulina plasmética em jejum foram quantificados (Fig. 2B). Embora o extrato de
G. sylvestre tenha revelado uma tendéncia a aumentar esse conteiido, 0 mesmo ndo apresentou
significancia estatistica. Os niveis de glicose ¢ insulina de jejum foram utilizados para calcular
o indice HOMA-IR e o indice HOMA-f (Fig. 2C e 2 D, respectivamente). O HOMA-IR foi
elevado pela hiperlipidemia em 138%, mas o extrato preveniu parcialmente esse aumento,
mantendo-o em niveis 76% superiores aos do controle. Por outro lado, o HOMA-J foi reduzido
pela metade em animais hiperlipidémicos, e o extrato impediu a redugdo e a manteve-o
proximo aos niveis do grupo controle.

Para avaliar a capacidade de metabolizagdo da glicose, o perfil glicémico temporal foi
avaliado apods a administragcdo de uma carga de glicose em animais em jejum. A Fig. 2E ilustra
um aumento acentuado no contetido de glicose em todos os trés grupos, atingindo um pico 30
minutos apds a administracdo do carboidrato. No grupo controle, os niveis de glicose
diminuiram gradualmente ao longo do tempo, enquanto, nos animais hiperlipidémicos o
declinio foi mais lento, mantendo-o 33,3% mais altos do que os do grupo controle ao final do
experimento. Em contraste, os animais hiperlipidémicos tratados com o extrato de G. sylvestre
apresentaram perfil de variagdo dos niveis de glicose semelhante a condicao controle, indicando
que o extrato atenuou a alteracdo induzida pela hiperlipidemia. Uma abordagem alternativa
para representar a variacdo temporal de glicose apds administragdo de uma sobrecarga da
mesma ¢ através do calculo da area sob a curva (AUC) do perfil glicémico ao longo do tempo,
que integra as concentragdes de glicose e exclui o tempo como pardmetro independente (Figura
inserida no painel 2E). A AUC nao foi alterada pela hiperlipidemia, entretanto, o extrato foi
capaz de reduzi-la a um nivel inferior ao do grupo controle.

A velocidade da gliconeogénese foi avaliada in vivo usando o teste de tolerancia ao
piruvato (TTP). Neste ensaio, uma carga de piruvato foi administrada a animais em jejum, e os
niveis de glicose sérica foram medidos ao longo do tempo. Os resultados sdo apresentados
como a area sob a curva (AUC) na Fig. 2F. A AUC aumentou em condi¢des hiperlipidémicas
em aproximadamente 41% em comparagdo com o grupo controle. No entanto, o pré-tratamento
com o extrato preveniu efetivamente esse aumento, mantendo os valores em niveis comparaveis

aos do controle.
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Figura 2. Efeito do extrato de Gymnema sylvestre sobre os parametros glicémicos, niveis de insulina e
resisténcia a insulina no plasma de animais hiperlipidémicos. A hiperlipidemia foi induzida pela
administracdo de tiloxapol (400 mg/kg) conforme descrito na se¢do de material e métodos. O tratamento
foi realizado durante trés dias com G. sylvestre (400 mg/kg) previamente a indugdo da hiperlipidemia.
Cada valor representa a média + erro padrdo médio de 4-6 animais. Co: controle; Hyp: animais
hiperlipidémicos; Hyp+Gs: animais tratados submetidos a hiperlipidemia. A: glicemia de jejum; B:
niveis de insulina; C: HOMA-IR; D: HOMA-B; D: Perfil glicémico ap6s sobrecarga oral de glicose; E:
Area sob a curva do perfil glicémico obtido apés sobrecarga de piruvato (PTT). * e #: Diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle e hiperlipidémico respectivamente de acordo com ANOVA
One-Way, teste post-hoc Tukey (Programa Prisma 8.0), (p<0,05).
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3.5 Efeitos do extrato de G. sylvestre sobre o estado oxidativo no figado e no sangue de

animais hiperlipidémicos

Considerando que a alteracdo no metabolismo esta diretamente ligada a modificacdo do
estado oxidativo, alguns marcadores relacionados ao ultimo foram avaliados tanto no plasma
quanto no figado. Resultados estdo ilustrados na Figura 3. A hiperlipidemia aumentou o
conteudo do grupo carbonila da proteina em 90% e 86% quando comparado ao controle no
figado (Fig.3A) e no plasma (Fig. 3E), respectivamente. O extrato, por sua vez, impediu
integralmente essa elevagdo no plasma, mas no figado reduziu parcialmente este marcador em
27% em relagdo a condicdo hiperlipidémica. Da mesma forma, a hiperlipidemia aumentou os
niveis de TBARS em 80% no figado, mas o extrato nesse caso ndo foi capaz de impedir essa
elevacdo (Fig. 3B). O sistema antioxidante enzimatico, ou seja, as atividades da catalase e da
superoxido dismutase, foram prejudicadas pela hiperlipidemia, cujas atividades foram
reduzidas em 26% e 35% em relag@o ao controle respectivamente. G. sylvestre impediu a queda
atividade da catalase mantendo a niveis semelhantes aos do controle. Ja, com relagdo a
atividade da SOD o extrato impediu parcialmente a queda, mantendo o a niveis pouco abaixo
do controle. A redugdo do contetdo do grupo sulfidrila no plasma ndo foi alterada pela
hiperlipidemia, no entanto, o extrato o elevou ligeiramente 0 mesmo em comparagdo aos

grupos controle e hiperlipidémico (Fig. 3F).
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Figura 3. Efeito do extrato de Gymnema sylvestre sobre o estresse oxidativo no figado (AD) e plasma
(E e F) de animais hiperlipidémicos. A hiperlipidemia foi induzida pela administracdo de tiloxapol (400
mg/kg) conforme descrito na se¢do de material e métodos. O tratamento foi realizado durante trés dias
com G. sylvestre 400 mg/kg previamente a indugdo da hiperlipidemia. Cada valor representa a média +
erro padrdo médio de 4-6 animais. Co: controle; Hyp: animais hiperlipidémicos; Hyp+Gs: animais
tratados submetidos a hiperlipidemia. * e #:

3.6 Screening virtual

As propriedades farmacocinética e de similaridade de drogas dos bioativos encontrados
no extrato de G. sylvestre foram utilizadas por meio de uma abordagem de farmacoinformatica
in silico para avaliar o potencial de cada molécula em contribuir para o efeito sistémico. A

ferramenta online SwissADME oferece acesso gratuito a um conjunto de modelos preditivos
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rapidos, porém robustos, para determinacgao das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas,

similaridade de drogas e compatibilidade com a quimica medicinal. Estes parametros sdo
investigados antes do processo de descoberta do medicamento, quando os compostos em
consideragdo sao numerosos, mas o acesso as amostras fisicas ¢ limitado.

Uma biblioteca virtual foi construida considerando que ligagdes glicosidicas presentes
nos diversos fitoquimicos do extrato apresentam alta probabilidade de serem clivadas no
ambiente gastrointestinal. Portanto, as analises no swissADME foram realizadas basicamente
com agliconas, a saber: gimnemagenina, quercetina, kaempferol e acido protocatecuico. Os
resultados estdo apresentados na tabela 3. Os gimnemosideos foram excluidos desta tabela
(resultados na Tabela S1, em material suplementar) por apresentarem baixa probabilidade de
absorc¢do gastrointestinal e baixa biodisponibilidade. Uma das razdes relacionadas ¢ o elevado
peso molecular destas moléculas. O valor de consenso computado do LogP (uma medida da
lipofilicidade de um composto, indicando sua distribui¢do entre um solvente ndo polar, como
octanol e agua), para os compostos selecionados variou de 0,66 a 3,20, na seguinte ordem
crescente: acido protocatecuico, quercetina, kaempferol e gimnemagenina. Por outro lado, o
Log S, um parametro que mede a solubilidade de uma molécula em 4gua, apresentou valores
crescentes na seguinte ordem: gimnemagenina < kaempferol < quercetina < acido
protocatecuico. Parte destes resultados também podem ser observados pelo modelo do ovo
cozido (boiled-egg) (Figura S1), que prevé a absor¢ao gastrointestinal humana passiva (HIA) e
a permeagao da barreira hematoencefalica (BHE) de fitoquimicos presentes no extrato. Esses
parametros foram estimados em fun¢do da posi¢do das moléculas no referencial wLOGP versus
TPSA, que s3o outros parametros obtidos nesta plataforma in silico, os quais representam,
respectivamente, a lipofilicidade e a superficie polar topologica das moléculas analisadas. Na
figura S1, a regido branca representa alta probabilidade de absorcdo passiva pelo trato
gastrointestinal, e a regido amarela (gema) representa alta probabilidade de absor¢do pela
barreira hematoencefalica. As areas amarela e branca ndo sdo mutuamente exclusivas. Além
disso, os pontos coloridos em azul descrevem moléculas que sdo reconhecidas pela
glicoproetina de efluxo P-gp (PGP+), e em vermelho sdo moléculas que ndo sdo substrato da P-
gp (PGP-). A gimnemagenina demonstrou potencial para ser um substrato da P-gp e ndo atuar
como inibidor contra nenhuma das isoformas do CYP testadas. Por outro lado, kaempferol,
quercetina e acido protocatecuico ndo sdo substratos da P-gP, mas os dois primeiros foram
classificados como potenciais inibidores das isoformas CYP1A2, CYP2D6 ¢ CYP3A4. Com
exce¢do da gimnemagenina, que apresentou duas violacdes dos filtros de similaridade a
farmacos, segundo as regras de Lipinski, outras moléculas ndo apresentaram. Essas moléculas

apresentaram uma variagao de biodisponibilidade de 0,17 até 0,56.
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A partir dessa analise, foi possivel compreender que os gimnemosideos a e b

apresentaram baixa probabilidade de absor¢do gastrointestinal e baixa biodisponibilidade,

portanto foram excluidos dos estudos in silico a seguir.

Tabela 3: Parametros farmacocinéticos e de e similaridade drogas previstos pela programa
SwissADME dos fitoquimicos identificados no extrato de G. sylvestre através do UPLC-MS.

Gimnemagenina Kaempferol Quercetina Acido
protocatecuico

TPSA 121,38 111,13 131,36 77,76
Log P ow (iILOGP) 3,20 1,70 1,63 0,66
Log S (ESOL) -5,35 -3,31 -3,16 -1,86
absorc¢ao GI Alto Alto Alto Alto
BBB permeante Nao Nao Nao Nao
Substrato P-gp Sim Nao Nao Nao
Inibidor do Nao Sim Sim Nao
CYP1A2
Inibidor do Nao Nao Nao Nao
CYP2C19
Inibidor do Néo Sim Sim Nao
CYP2D6
Inibidor do Nao Nao Nao Nao
CYP2C9
Inibidor do Néo Sim Sim Nao
CYP3A4

Nao; 2 violagdes:  Sim; 0 violagdes  Sim; 0 violagdes ~ Sim; 0 violagdes
Lipinski MW>500,

NHorOH>5

Pontuacio de 0,17 0,55 0,55 0,56
biodisponibilidade

Absorc¢do GI - Absorcao gastrointestinal; permeante da BBB - permeacdo da barreira hematoencefalica

3.7 Docking Molecular

Apods a avaliagdo farmacocinética e de similaridade com drogas, gimnemagenina,
kaempferol, quercetina e acido protocatecuico foram selecionadas e utilizados para o estudo de
docking molecular. Este ¢ um método de simulacdo tedrica que investiga as interacdes e prevé
as ligacdes e afinidades entre receptores e ligantes. Simulagdes de redocking foram utilizadas
para avaliar o desempenho de diferentes programas e protocolos de docking. Essa abordagem
envolve o acoplamento de um ligante ja presente em uma estrutura cristalografica ou modelada.
Neste estudo, o redocking foi realizado quatro vezes para cada programa, e os resultados estao
resumidos na Tabela S2 cujos RMSD foram inferiores a 2 angstroms. Entre os trés programas
testados, o Autodock Vina e o GOLD acoplaram com sucesso o PEM (bezafibrato) e o P1B
(pioglitazona) no sitio de ligacdo do PPARa e PPARYy respectivamente, conforme confirmado
pela analise grafica de Ramachandran. O redocking bem-sucedido indica que o protocolo
adotado ¢ confiavel e, portanto, pode ser aplicado a triagem de ligantes desconhecidos

provenientes de bibliotecas virtuais. Assim, os protocolos de docking foram empregados para
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rastrear potenciais moléculas presentes no extrato de Gymnema sylvestre, utilizando uma

biblioteca virtual composta por moléculas com maior probabilidade de apresentar
biodisponibilidade sistémica, conforme predito pelo programa SwissADME, especificamente
aquelas com alta probabilidade de absor¢do intestinal passiva. As moléculas selecionadas para
o estudo incluiram gimnemagenina, kaempferol, quercetina e acido protocatecuico.

Para identificar os compostos mais promissores, foram consideradas tanto as pontuagdes
de docking quanto a reprodutibilidade entre as repeticdes. Uma vez que cada programa de
docking emprega algoritmos distintos, a consisténcia dos resultados entre diferentes
ferramentas aumenta a robustez e a confiabilidade das predi¢des. Assim, as pontuagdes médias
obtidas por cada programa foram utilizadas para o calculo da pontuacao relativa média (MRS),
conforme expressa na Equagdo (2). Os principais resultados da triagem virtual, juntamente com

as estruturas moleculares da gimnemagenina, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Pontuagdo média relativa do docking molecular dos principais compostos identificados
no extrato de G. sylvestre ou gerados ap6s sua hidrdlise no intestino. O ligante cristalografico de
referéncia bezafibrato (PEM) e pioglitazona (P1B) foram utilizados como referéncias para PPARa
e PPARy (Homo sapiens), respectivamente.

PPAR«
SCORE SCORE GOLD MRS
Molécula AUTODOCK (kcal/mol)
VINA (kcal/mol)
PEM -9,00 83,61 1,000 + 0,001 @
Gimnemagenina -6,02 4243 0,588 £0,034°
Quercetina -7,50 63,01 0,876 £ 0,049 ©
Kaempferol -7,00 63,39 0,845 +£0,029 ©
Acido protocatecuico -5,80 51,24 0,693 +£0,025°
PPARYy
P1B -9,02 93,54 1,000 + 0,001 @
Gimnemagenina -1,17 57,23 0,378 +£0,014°
Quercetina -6,56 71,15 0,744 £ 0,039 ©
Kaempferol -6,90 70,87 0,768 £0,029 ©
Acido protocatecuico -4.70 47,51 0,51440,045¢

* letras diferentes indicam significancia estatistica de acordo com Oneway — ANOVA pos-hoc teste de
Tukey (p<0,05).

Ambos os compostos de referéncia exibiram MRS de 1, revelando também a validagdo
do docking molecular para PPARa e PPARy em diferentes programas. Por outro lado,
moléculas selecionadas do extrato exibiram uma pontuagdo média relativa (MRS) menor
quando comparadas ao farmaco de referéncia. Os compostos podem ser agrupados em dois
grupos quando analisada a interacdo com PPARa, ou seja, compostos que exibiram maior
afinidade para o receptor, com MRS em torno de 0,85, especificamente, quercetina e

kaempferol, e compostos de menor afinidade para PPARa, que exibiram uma MRS média de
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0,64, ou seja, acido protocatecuico e gimnemagenina. Ja a probabilidade dessas moléculas

interagirem com o receptor PPARy em ordem decrescente de MRS foi kaempferol, seguida por
quercetina, acido protocatecuico e gimnemagenina.

A Fig. 4 representa os tipos de interagdes moleculares entre a gimnemagenina e os
receptores PPARa e PPARy em estruturas bidimensionais (2D). Os resultados de docking
molecular revelaram que o bezafibrato, firmaco de referéncia para o PPARa, formou quatro
ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminodcidos Thr279, Tyr314 e¢ Tyr464. Em
contraste, a gimnemagenina estabeleceu uma ligacdo de hidrogénio com um residuo de leucina
e apresentou interacdes hidrofobicas extensas, especialmente com Cys275 e Val281.

Os resultados de docking molecular para o receptor PPARy mostraram que o farmaco
de referéncia P1B exibiu quatro sitios de ligacao hidrofobicos com receptor, de modo
especifico com Ser342, [1e281, Gly284 e Arg288, e quatro liga¢des de hidrogénio com Arg280,
Met257 e Gly258. Por outro lado, a gimnemagenina estabeleceu interagdes de van der Waals
apenas com Gly284, e trés ligagdes de hidrogénio com GIn271, Met252 e Ser342. As
representacdes 3D destas interagdes moleculares podem ser visualizadas na Fig S2.

Conforme relatado na literatura, o PPARY foi identificado como um alvo potencial da
gimnemagenina (DasNandy et al., 2022). Com base nessas evidéncias e também nos resultados
de docking, simulac¢des de dinamica molecular em longo prazo foram realizadas para investigar

a estabilidade dessa potencial interagao.

KA) Alpha-BEZAFIBRATE } "

:

(B)AIpha-GYMNEMAGENIN ]

Cys275A

Tyr-_ﬂ,A
Q Val281A
><1\ it i
cH .
.

R He* = H

. Hydrophobicinteractions
. Hydrogen bonds

OH

[C) Gamma-PIOGLITAZON E} (D) Gamma-GYMNEMAGEN IN}

Arg2808

Ser3428 le2818 Gly2848

—/_\myzaas
N-Heee R
i HO™ > &
’ QJ%P 9 ~I

R 9 L
O, H i i }d —R
- / “w-H P
zet? / &
Met2578 L Kt %0 Ser3428
I !
R.—N\/,zR GIn2718 e ;',c”

Gly2588

Figura 4: As melhores poses obtidas através do docking molecular do bezafibrato (A) e
gymnemagenina (B) com PPARa e pioglitazona (C) e gymnemagenina (D) com PPARy. Diagrama 2d
de interagdes com residuos de aminoacidos no sitio ativo do receptor, avaliado pelo programa PoseView.
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3.8 Dinamica Molecular (DM) da gimnemagenina

Com base em achados de ancoragem molecular e relatos da literatura que identificam
PPARo e PPARy como alvos potenciais da gimnemagenina (DasNandy et al., 2022),
simulagdes de DM de longo prazo (50 ns) foram realizadas para avaliar a estabilidade e
caracteristicas estruturais dessas interacdes. Os principais pardmetros estruturais analisados
incluiram desvio quadratico médio (RMSD), flutuacdo quadratica média (RMSF) e raio de giro,
e os resultados estao exibidos na Fig. 5. A gimnemagenina, apesar de apresentar uma pontuagao
de docking molecular inferior a pioglitazona, permaneceu no sitio de ligagdo do PPARy ao
longo dao tempo de simulacdo. A estabilidade conformacional e estrutural do PPARy e seus
complexos ligantes foram avaliados usando andlise RMSD. A Figura 5A exibe o gréfico
RMSD para o complexo pioglitazona-receptor ¢ o complexo gimnemagenina-receptor,
indicando que o complexo PPARy-gymnemagenina permaneceu estavel durante todo o periodo
de simulagdo. O RMSD foi de 3,95 + 0,010 A para a gimnemagenina e 4,35 + 0,004 A para a
pioglitazona. RMSF foi utilizado para determinar a flutuagdo média de cada aminoacido no
complexo PPARy-ligante (Figura 5B). Este parametro apresenta comportamentos semelhantes
para pioglitazona e gimnemagenina, o que indica que os residuos de aminodcidos analisados
mostraram comportamentos que ndo diferiram entre pioglitazona e gimnemagenina, ou seja, a
ancoragem de qualquer uma das moléculas ndo desestabiliza termodinamicamente o sistema
nos aminoacidos especificos.

Por fim, no grafico do raio de giro, que se refere a estabilidade da estrutura da proteina
em relacdo a molécula complexada, ela fornece informagdes sobre a compactagdo do complexo.
Observa-se uma estabilizacdo mais rapida da estrutura globular na presengca da molécula
referéncia em comparacdo com a gimnemagenina. No entanto, a estrutura também atinge o
equilibrio com a tltima. Se uma proteina mantém um valor de Rg relativamente estavel, isso
sugere que a proteina esta enovelada de forma estavel. Por outro lado, se o valor de Rg flutua

ao longo do tempo, isso indica desdobramento.
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Figura 5. Analise da simulacdo de dindmica molecular das interagdes da gimnemagenina com PPARy
(A-C) e PPARa (D-E). A) RMSD (Desvio Quadratico Médio das Raizes), B) RMSF (Flutuagdo
Quadratica Média das Raizes) e C) raio de giro em funcdo do tempo, para os complexos alvo—
gimnemagenina e alvo—farmaco de referéncia.

3.9 Toxicidade aguda

Observacdes comportamentais dos animais experimentais ndo revelaram sinais clinicos
de toxicidade, morbidade ou mortalidade apos a administragdo de uma dose oral unica de 2.000
mg/kg do extrato. Além da avaliagdo clinica, andlises bioquimicas foram realizadas para avaliar
a potencial toxicidade hepatica, ap6s administracdo consecultivas de 400 mg/kg do extrato por
trés dias. Os resultados, apresentados na Tabela 05, indicam que G. sylvestre ndo alterou a
atividade dessas enzimas hepaticas em animais hiperlipidémicos, sugerindo a auséncia de

efeitos hepatotoxicos nessa condigao.



69
Tabela S: Efeito de G. sylvestre sobre a atividade das aminotransferases hepaticas em animais

hiperlipidémicos

Grupos
Enzima Controle Hiperlipidémico = Hy+ G.sylvestre
ALT (U/dL) 13,69 + 1,80 14,68 + 1,43 12,70 £ 1,52
AST (U/dL) 20,49 + 1,91 23,61 +£2,03 24,60 £2,51

A atividade foi medida espectrofotometricamente conforme descrito na secdo Material ¢ Métodos.

4 DISCUSSAO

O extrato de Gymnema sylvestre, rico em acidos gimnémicos, demonstrou eficacia
notdvel em mitigar as alteragdes sistémicas do metabolismo de carboidratos e lipidios, bem
como o estresse oxidativo tecidual induzidos por um quadro agudo de hiperlipidemia. Quando
administrado em um regime de tratamento de curto prazo em modelos animais, o extrato foi
capaz de impedir hiperlipidemia, resisténcia a insulina e bem como o aumento do estresse
oxidativo, evidenciando seu potencial terapéutico multifuncional. Esses achados reforcam o
valor farmacolégico dessa planta tradicionalmente utilizada na medicina ayurvédica e sugerem
novos caminhos para intervengdes metabolicas € mesmo prevencao de hiperlipidemia baseadas
em produtos naturais.

O extrato de Gymnema sylvestre 75 foi quimicamente caracterizado quanto as suas
atividades antioxidantes e demonstrou uma capacidade significativa de eliminacdo de radicais
livres em ensaios in vitro, especialmente nos testes com ABTS e DPPH. Notavelmente,
apresentou maior eficacia no ensaio ABTS, com um valor de ICso aproximadamente 2,6 vezes
menor em comparacdo ao DPPH, indicando um potencial mais elevado na doacdo de elétrons
ao cation radical ABTSe". Essa diferenca de desempenho entre os ensaios evidencia a
diversidade de mecanismos antioxidantes envolvidos, uma vez que o teste DPPH mede
predominantemente a capacidade de doacdo de atomos de hidrogénio, enquanto o ABTS avalia
a doacdo de elétrons. Adicionalmente, o extrato exibiu uma atividade redutora expressiva no
ensaio FRAP, reforcando seu potencial como agente antioxidante multifuncional. As
propriedades antioxidantes dos extratos vegetais sdo amplamente atribuidas a presenca de
compostos fendlicos e flavonoides, reconhecidos por sua potente capacidade de neutralizagdo
de radicais livres. A eficdcia antioxidante dessas moléculas estd diretamente relacionada ao
nimero e a disposi¢do dos grupos (—OH) fendlicos em suas estruturas quimicas, os quais
influenciam sua reatividade frente as espécies reativas de oxigénio. Esses compostos
desempenham um papel crucial na estabilizacdo e inativagdo de radicais livres, atenuando,
assim, os danos oxidativos a biomoléculas e estruturas celulares, como os observados em

estados de hiperlipidemia (Ramos et al., 2021; Zeb, 2020).
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O perfil fendlico do extrato de G. sylvestre revelou varias moléculas antioxidantes,

como os derivados do acido protocatecuico, de kaempferol, de quercetina e dos gimnenosideos,
0 que corrobora a capacidade antioxidante significativa do extrato. Os derivados glicosilados do
kaempferol e da quercetina e o acido protocatecuico apresentam uma atividade antioxidante
bem documentada através de multiplos mecanismos de agao, tal como amplamente descrito na
literatura (Kerna et al., 2024). Estudos recentes destacam a significativa propriedade
antioxidante da gymnemagenina e dos acidos gymnémicos em modelos in vitro e in vivo
(Ibrahim et al., 2020; Sarkar et al., 2009; Ditchou et al., 2024). O acido gimnémico neutraliza
eficazmente espécies reativas de oxigénio (ERO), como o anion superoxido e o peroxido de
hidrogénio, exibindo um efeito dependente de concentragdo. A gimnemagenina, uma aglicona
do 4cido gimnémico, também demonstra atividade antioxidante dependente da concentragao,
com valores de 1Cso de 74,8 pg/mL e 83,8 ng/mL em ensaios DPPH e ABTS, respetivamente
(Keerthika e Hya, 2021). Embora ndo seja possivel atribuir o efeito antioxidante do extrato
unicamente aos compostos gimnosideos, ¢ muito provavel que estas moléculas apresentem uma
parte significativa desse efeito, uma vez que este extrato ¢ uma preparagdo concentrada de
acido gimnémico, com um teor de 78,3 %, de acordo com a bula do fornecedor. E importante
mencionar que ndo ¢ possivel excluir a possibilidade de uma agdo sinérgica de varios
fitoquimicos presentes no extrato. Isto foi apoiado por Ditchou et al. (2024), que relataram que
a atividade de eliminag¢do de radicais do extrato de G. sylvestre (ICso = 48,34 png/mL) foi
significativamente mais elevada do que a de alguns compostos isolados, que apresentaram
graus variados de eficicia (ICso = 98,30 a 286,13 pg/mL).

A estimativa quantitativa do extrato em termos de acido gimnémico ¢é essencial para a
padronizagdo e controle de qualidade do extrato de G. sylvestre. Embora os resultados do
presente trabalho ndo tenham quantificado o teor de gimnemagenina e de acidos gimnémicos,
considerando o laudo técnico da preparagdo comercial, a mesma contém 78,3 % de 4cidos
gimnémicos. Ou seja, estas moléculas especificas se encontram em quantidade significativa no
extrato e, por conseguinte, ¢ muito provavel que o teor de fendlicos totais seja superior ao
quantificado por LC-MS/MS.

Os acidos gimnémicos possuem estrutura quimica complexa e elevado peso molecular,
0 que sugere baixa probabilidade de absor¢do intestinal na forma intacta, conforme indicado
pelas predi¢cdes do modelo computacional SwissADME. De fato, estes fenolicos podem ser
hidrolisados pela microbiota intestinal e por enzimas intestinais, gerando o nucleo de aglicona
que pode ser absorvido pelas células intestinais. Vale a pena mencionar que a gimnemagenina,
o produto hidrolisado dos 4cidos gimnémicos, ¢ utilizada como biomarcador para estudos

farmacocinéticos apds a administracdo oral de extrato de G. sylvestre (Kamble et al., 2013).
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Isto pode ser corroborado com os resultados da biodisponibilidade do estudo in silico, uma vez

que todas estas agliconas apresentaram uma elevada probabilidade de serem absorvidas de
forma passiva pelo trato gastrointestinal humanas e poderiam contribuir para o efeito sistémico
do extrato (Marrelli et al., 2018; Lunagariya et al., 2014). Além disso, nenhum dos compostos
apresentou capacidade de permear a barreira hematoencefalica, reduzindo a probabilidade de
efeitos colaterais no sistema nervoso central. De acordo com estudos farmacocinéticos, os
niveis plasmaticos de gimnemagenina atingiram uma concentracdo maxima (Cmax) de 291 +
18,2 ng/mL entre 2 a 4 horas ap6s a administragdo oral do extrato de Gymnema sylvestre na
dose de 400 mg/kg em ratos, com uma meia-vida de eliminagdo (ti2) estimada em 8,8 + 1,15
horas (Kamble et al., 2013). O perfil de concentracdo plasmatica em fun¢do do tempo
apresentou picos duplos, os quais podem estar associados a mecanismos como recirculagio
entero-hepatica, absorcao diferencial ao longo do trato gastrointestinal, formacdo de depositos
na parede intestinal e/ou varia¢des na motilidade gastrointestinal (Kamble et al., 2013). Aliado
a isso, gimnemagenina ¢ substrato da P-gp e ndo inibe as principais enzimas do citocromo
P450 ,sugerindo que a molécula ndo apresenta interagdes medicamentosas significativas. A
andlise integrada dos parametros farmacocinéticos avaliados permite inferir que a
gimnemagenina apresenta biodisponibilidade significativa e potencial para aplicagdo como
farmaco ou nutracéutico de uso oral, apesar de violar dois dos cinco critérios da Regra de
Lipinski. Cabe destacar que a ferramenta SwissADME possibilita a predicdo do potencial de
uma molécula como candidato a farmaco oral, com base em suas propriedades fisico-quimicas
(Daiana et al., 2017). Nesse contexto, a biodisponibilidade observada, mesmo diante das
violagdes mencionadas, sugere que outros fatores, como mecanismos de transporte ativo,
biotransformagdes metabolicas ou estratégias especificas de formulagdo, podem compensar as
limitagOes estruturais da molécula e favorecer sua absorc¢ao e eficacia sistémica.

A hiperlipidemia induzida pelo tiloxapol ¢ um modelo amplamente utilizado para o
rastreio de farmacos hipolipidémicos (Harnafi et al., 2007) e tem sido associada ao aumento da
sintese lipidica e & diminui¢do da depuracdo lipidica do sangue para os tecidos através da
inibicao da lipoproteina lipase (Ramos et al., 2021). Estas agdes resultam em niveis elevados de
colesterol e triglicerideos no sangue, seguidos de um aumento da secrecdo de VLDL pelo
figado, conforme publicado anteriormente (Khlifi et al., 2019). Este distarbio no perfil lipidico
¢ amplamente reconhecidas como um dos principais fatores de risco para as doengas
cardiovasculares. Para além das medigodes tradicionais dos lipidios, indicadores clinicos como a
razdo triglicerideos/colesterol-HDL (TG/HDL) e o contetido de colesterol ndo-HDL surgiram
como preditores confidveis do risco aterogénico. A razdo TG/HDL, em particular, reflete

também resisténcia a insulina (da Luz et al., 2008; McLaughlin et al., 2003). Do mesmo modo,



o colesterol ndo-HDL, que engloba todas as lipoproteinas aterogénicas (ou seja, LDL, VLDL,
IDL, restos de quilomicrons), fornece uma avaliagdo mais abrangente do risco cardiovascular,
especialmente em estados hipertrigliceridémicos (Liu et al., 2006; Robinson et al., 2013). Ou
seja, estes marcadores constituem ferramentas valiosas para avaliar o impacto cardiometabdlico
das intervengoes terapéuticas em estudos pré-clinicos e clinicos.

Os nossos resultados revelaram que a G. silvestre reduziu o aumento do colesterol total
e dos triglicerideos e, consequentemente, reduziu o risco de perturbacdes metabdlicas e de
problemas cardiovasculares, tal como observado pela redugdo da relagdo TG/HDL e dos niveis
de colesterol ndo-HDL. Foram também observados efeitos semelhantes em ratos
hiperglicémicos induzidos por aloxano e estreptozotocina e em adultos suplementados com
extrato de G. sylvestre (Zamani et al., 2022; Muzafar et al., 2023). Este efeito hipolipidémico
da G. sylvestre pode ser atribuido ao seu rico conteido em acidos gimnémicos, saponinas e
flavonoides, que sdo conhecidos por modular o metabolismo lipidico inibindo a absor¢do de
lipidos e melhorando a sua utilizagdo periférica (Shanmugasundaram et al., 1990; Baskaran et
al., 1990; Kaur et al., 2011).

Um dos mecanismos de a¢do de G. sylvestre pode envolver a modulagdo de receptores
nucleares, como o receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama e alfa (PPARy e
PPARa), conforme ja relatado anteriormente (Yin et al., 2012; Kaur et al., 2011). O PPARy ¢
um regulador chave da homeostase dos lipidos e da glicose, influenciando a adipogénese, a
sensibilidade a insulina e as respostas inflamatorias (Gholami et al, 2020). E
predominantemente expresso no tecido adiposo, onde regula a transcri¢do de genes lipogénicos,
como a lipoproteina lipase (LPL), proteinas de ligagdo a 4cidos graxos (FABPs) e adiponectina.
O PPARa desempenha um papel central na regulacdo dos genes envolvidos na absor¢ao,
transporte e P-oxidagdo de acidos gordos no figado e no musculo esquelético (Keter, 2012).
Alguns fitoconstituintes presentes em G. sylvestre, como a gimnemagenina e os flavonoides,
mostraram potencial para ativar ou modular as vias de sinalizagdo PPARy e¢ PPARa,
contribuindo assim para a melhora dos perfis lipidicos e da sensibilidade a insulina.

Embora seja dificil definir exatamente os compostos que podem ser responsaveis pelos
efeitos hipolipemiantes num alvo especifico, o estudo bioinformatico permite-nos, pelo menos,
inferir as possiveis moléculas responsaveis. De fato, gimnemagenina, kampferol, quercetina e o
acido protocatecuico apresentam capacidade de interagdo com os receptores PPARa ¢ PPARY,
tal como observado por acoplamento molecular. O acoplamento molecular ¢ um método de
simulagdo teodrica para estudar as interagdes receptor-molécula e prever os seus modos de
ligacdo e afinidades. No entanto, ¢ importante ter cautela com os resultados baseados apenas no

docking molecular, uma vez que nem sempre estes resultados revelam uma interagdo
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significativa com o alvo que reflete o efeito in vivo. Nesse caso, a pioglitazona apresentou

maior intensidade de interagdo com o PPARY quando comparada & gimnemagenina. No entanto,
simulagdes de dinamica molecular (MD) fornecem um comportamento dindmico e uma
complexidade estrutural do complexo PPARy-gimnemagenina semelhante ao farmaco de
referéncia. De um modo geral, as propriedades fisicas, quimicas e farmacocinética, juntamente
com analises de interagdo e simulagdes de dinamica molecular (MD), sugerem que a
gimnemagenina apresenta um comportamento dindmico estavel, interacdes especificas e uma
acomodac¢do adequada no sitio de ligacdo dos receptores PPARy e PPARa. Estes resultados
apoiam a conclusdo de que a interacdo entre a gymnemagenina e o PPARa e o PPARY sao
significativas e pode representar um dos mecanismos-chave subjacentes aos efeitos
hipolipemiantes da G. sylvestre.

E amplamente reconhecido que os efeitos sistémicos de extratos vegetais podem resultar
da atuacdo conjunta de multiplos mecanismos de acdo. No presente estudo, o efeito
hipolipemiante pode também estar relacionados, em parte, a inibicao da atividade da lipase e ao
bloqueio do transporte de acidos graxos pelo células intestinais, como publicado recentemente
pelo nosso grupo de pesquisa (Santos et al., 2025).

O modelo de hiperlipidemia induzido pelo tiloxapol também modificou o clearance de
glicose sanguinea, associado a resisténcia a insulina (RI), corroborando publica¢des anteriores
(Souza et al., 2017; Husseny et al., 2017). A resisténcia a insulina foi suportada pelo teste de
tolerancia oral a glicose, teste de tolerancia oral ao piruvato e indice HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment of Insulin Resistance). Este ultimo ¢ uma medida reconhecida para o
diagnéstico de resisténcia a insulina em humanos, principalmente criangas e¢ adolescentes,
particularmente aqueles com obesidade (Pulla & Fuentemayor 2021). Outro marcador que
sugere resisténcia periférica a insulina em roedores e também em humanos ¢ a razdo
triglicerideol/HDL e o indice TyG (em material suplementar Fig S3), que alguns autores
concordam ser um indicador mais aplicavel na clinica do que 0o HOMA-IR (Guerrero-Romero
et al., 2010). A resisténcia a insulina ¢ um fator chave para o desenvolvimento de diabetes tipo
2, esteatose hepatica (NAFLD) e outras alteragdes metabdlicas em animais hiperlipidémicos
(Shimada et al., 2007). A sinalizacdo ineficaz da insulina observada na hiperlipidemia limita a
capacidade do figado e de outros tecidos de manter a homeostase metabodlica resultando em
hiperglicemia e contribui ainda mais para o aumento dos lipidos plasmaticos (Titchenell et al.,
2017).

Por outro lado, o extrato de G. sylvestre normalizou o perfil glicémico, como observado
pelos niveis de glicose em jejum, tolerdncia a glicose, e impediu as alteracdes da

gliconeogénese hepatica induzida pela hiperlipidemia. Além disso, o extrato melhorou a
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resisténcia a insulina e reverteu a capacidade de secre¢ao de insulina das células B pancreaticas,

como evidenciado pela modulagio dos indices HOMA-IR ¢ HOMA-B. Estas alteragoes
contribuiram para o controle notadvel de triglicerideos e de glicose elevados em ratos
hiperlipidémicos tratados com G. sylvestre. Apesar de ndo se ter observado um aumento efetivo
dos niveis de insulina, o indice HOMA- revela um aumento da capacidade de secre¢do das
células B pancreaticas. Publicagdes anteriores relacionaram o aumento dos niveis de insulina
pelo extrato, porém, realizaram o diferentes tempos de tratamento e diferentes doses de extrato
em relacdo ao utilizado no presente trabalho (Muzafar et al., 2023).

A insulina atua como uma molécula de sinalizagdo que suprime a atividade da lipase
sensivel ao hormoénio no tecido adiposo e¢ aumenta a atividade da lipase lipoproteica
responsavel pela hidrolise do excesso de triglicerideo ligado a lipoproteina em acidos graxos
(Mbaka et al., 2017). E reconhecido que o extrato melhorou a sensibilidade a insulina nos
tecidos periféricos (especialmente no musculo esquelético e no tecido adiposo), promovendo a
translocagdo do GLUT4 para a membrana plasmatica e aumentando a captagdo de glicose. O
efeito hipoglicémico de G. sylvestre pode também resultar da regulagdo positiva de p-Akt e
GLUT2/4 no figado, musculo esquelético e tecido adiposo de camundongos db/db (Li et al.,
2019). O aumento da expressao de GLUT nos tecidos também pode ser resultado da ativagao
de PPARy. DE fato a ativacdo do PPARy aumenta a sensibilidade das células  pancreaticas
pela glicose e melhora a sensibilidade a insulina nos tecidos tornando-o um alvo terapéutico
promissor para o controle da glicemia. Esses mecanismos de acdo j& foram comprovados em
estudo in vitro, no qual a gimnemagenina melhorou o metabolismo dos triglicerideos em
adipocitos 3T3L1 ao regular positivamente a expressdo de genes da lipase, regulando
positivamente a expressdo do gene PPARY que estdo associados a adipogénese e a resisténcia a
insulina (DasNandy et al., 2022). Essa ac¢do corrobora também ao observada em camundongos
db/db, uma vez que o 4cido gimnémico induziu a oxidacdo de acidos graxos e aliviou a
inflamacgdo e a resisténcia a insulina no figado, musculo esquelético e tecido adiposo por meio
das vias de sinalizagdo mediadas por PPARS e NF«B (Li et al., 2019; Puttanarasaiah et al.,
2016).

Desse modo, o potencial anti-hiperlipidémico multifacetado da G. sylvestre na
abordagem da hiperlipidemia e da hiperglicemia revela mecanismos pleiotropicos do extrato.
Analises extensivas dos complexos PPARy e PPARa-gymnemagenin sugerem uma estabilidade
conformacional notavel, apoiando a sua relevancia terapéutica. No entanto, para validar estes
resultados, sdo necessarios estudos experimentais que envolvam ensaios de ligacdo direta entre
proteinas-alvo purificada e moléculas inibidoras do extrato para avangar no desenvolvimento de

do extrato como um produtos farmacéuticos ou ao menos nutracéutico para o tratamento da



75
hiperlipidemia e da hiperglicemia.

A hipertrigliceridemia, a hipercolesterolemia e a hiperglicemia observadas neste modelo
animal estdo associadas a modifica¢des oxidativas no figado e no plasma dos animais, como
observado pelo aumento dos marcadores hepaticos de lesao oxidativa (niveis de carbonilagdo
proteica e lipoperoxidagdo), acompanhados por uma deterioragdo dos sistemas antioxidantes
enzimaticos ¢ ndo enzimaticos (grupos sulfidrilo reduzidos e atividade da CAT e SOD)
corroborando os resultados de Ramos et al., (2021). O extrato, por sua vez, demonstrou eficacia
na inibicdo dos marcadores de lesdo oxidativa no sangue do figado, pois impediu lesdo
oxidativa ¢ o comprometimento dos sistemas antioxidantes em animais hiperlipidémicos, de
forma especifica as enzimas SOD e CAT. Além disso, melhorou o contetido de grupos tiol que
ocorrem em niveis elevados no sangue para proteger o organismo contra o estresse oxidativo
induzido pela hiperlipidemia (Bracht et al., 2016). Nossas descobertas ressaltam a importancia
dos antioxidantes no alivio de lesdo oxidativa e sugerem que G. sylvestre tem propriedades
antioxidantes diretas significativas, conforme demonstrado por seus baixos valores de ICso nos
ensaios DPPH e ABTS (como discutido anteriormente), como indiretas como evidenciado pelo
aumento das atividades enzimaticas antioxidantes endogenas. Isto pode ser justificado com
base na capacidade da G. sylvestre de aumentar a expressao do fator nuclear relacionado com o
fator eritroide 2 (Nrf2), que regula a expressdo do sistema antioxidante ¢ ajuda a restaurar a
homeostase redox (Muzaffar et al., 2023). O aumento da atividade da SOD e da CAT e do teor
de tidis, juntamente com a reducdo dos grupos carbonila, revela que a G. sylvestre pode
melhorar as defesas antioxidantes do organismo, oferecendo um potencial via terapéutica para a
hiperlipidemia associada ao estresse oxidativo.

A administrag¢do oral do extrato de Gymnema sylvestre demonstrou um perfil favoravel
de seguranca e boa tolerabilidade em ratos, conforme evidenciado pelos niveis séricos das
enzimas AST e ALT, que permaneceram dentro dos limites fisiologicos. Esses resultados
indicam que o extrato, na dose administrada, ndo induziu hepatotoxicidade, refor¢ando sua
seguranga para uso experimental. Estudos conduzidos por Raji et al., (2023) sugeriu que o
extrato bruto, o n-hexano e as fragdes de acetato de etila da G. sylvestre apresentavam um
elevado grau de seguranga com DLso superior a 5 kg/BW. Assim, pode ser classificado como
extrato ndo toxico (Classe 5) de acordo com a diretriz da Organizagdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OCED) sobre testes de toxicidade oral aguda com base no LDso.
Estes resultados apoiam a sua adequagdo para outras aplicagdes farmacoldgicas, embora, como
sempre, o contexto clinico humano e a normalizagdo adequada sejam essenciais.

Uma questdo relevante que pode ser formulada ¢ com relagio a doses do extrato que sdao

necessarias nos seres humanos para reduzir significativamente os lipidos e a glicose no sangue.



76
Uma dose de 400 mg/kg parece demasiadamente excessiva, considerando que para um

individuo de 75 kg corresponderia a uma dose total de 30 g. No entanto, a estipulagdo baseou-
se nas doses determinadas em animais. Para os seres humanos, seria talvez mais adequado
aplicar uma formula de transladagdo entre espécies, considerando principalmente area da
superficies corporal de cada espécie (Reagan-Shaw et al., 2007). Se isto for feito para a dose de
400 mg/kg ratos, chega-se a uma dose humana de 32 mg/kg, o que representa uma ingestao
total de cerca de 2,4 g para um individuo de 75 kg. Trata-se de uma dose totalmente possivel,

que vale efetivamente a pena ser investigada em trabalhos futuros.

5.CONCLUSAO

O extrato de G. sylvestre, reconhecido como um produto natural, demonstrou a sua
capacidade de reduzir a hiperlipidemia, a hiperglicemia e, consequentemente, o estresse
oxidativo tecidual fortemente associados as alteragdes metabolicas. Nossos resultados
permitem afirmar que estes efeitos resultam de pelo menos quatro mecanismos de agdo
distintos: inibi¢ao da lipase pancreatica, inibi¢do do transporte dos acidos graxos pelas células
intestinais , modula¢ao do metabolismo celular através de uma melhor sensibilidade a insulina
e da ativagdio do PPARy, como também da melhora do estado oxidativo tecidual A
gimnemagenina, um dos principais fitoconstituintes do extrato de G. sylvestre, foi identificada
como um composto bioativo essencial responsdvel pelos seus efeitos hipolipidémicos e
hipoglicémicos, principalmente devido a interacio com o PPARa e PPARYy. Dessa forma, o
extrato de G. sylvestre pode ser considerado uma preparacgao pleiotropica segura, com potencial
para atuar através de multiplos mecanismos no controle e no tratamento da hiperlipidemia, e de
doengas associdas como obesidade, diabetes e resisténcia a insulina. Embora este estudo
fornega evidéncias promissoras, estudos de longo prazo sdo necessarios para avaliar de forma
abrangente o potencial anti-hiperlipidémico de G. sylvestre e elucidar seus mecanismos de agao

de maneira detalhada.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1: Parametros previstos de farmacocinética e similaridade medicamentosa (ADME)
dos gimnemosideos a e b encontrados no extrato.

Gymnemoside 2 Gymnemoside 3

TPSA 229,74 229,74
Log P ow (iLOGP) 3,25 2,56
Log S (ESOL) -6,96 -6,96
absorgao Gl Baixo Baixo
BBB permanente Nao Nao
Substrato P-gp Sim Sim
Inibidor do CYP1A2 Nao Nao
Inibidor do Nao Nao
CYP2C19
Inibidor do CYP2D6 Nao Nao
Inibidor do CYP2C9 Nao Nao
Inibidor do CYP3A4 Nao Nao
Nao; 3 violagdes: Nao; 3 violagdes:
MW>500, MW>500,
Lipinski NorO>10, NorO>10,
NHorOH>5 NHorOH>5
Pontuagao de 0,11 0,11

biodisponibilidade

Absorgdo GI - Absor¢do gastrointestinal; permeante da BBB - permeag@o da barreira hematoencefalica.

Tabela S2. Pontuagdes médias ao redocking do ligante de pioglitazona (P1B) no PPAR vy
modelado e do ligante de bezafibrato (PEM) no PPARa modelado por dois softwares diferentes
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SCORE AUTODOCK SCORE GOLD

Pontuacéo RMSD (A) Pontuacéo RMSD (A)
MOLECULA (kcal/mol) (kcal/mol)

P1B -9,02 £ 0,122 0,95+ 0,174 93,5 + 0,486 0,92 + 0,176
PEM -9,00 £ 0,116 0,95+ 0,174 83,61 + 0,801 0,92 + 0,176
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Figura S1. Modelo ovo cozido (BOILED-Egg) que prevé a absor¢do gastrointestinal e a permeacao pela
barreira hematoencefalica das moléculas que apresentaram alta biodisponibilidade com base na tabela 2,
SwissADME.
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Figura S2: Estrutura 3D de interagdo entre gymnemagenina ou droga de referéncia com os respectivos
receptores PPARa e PPARY.
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Figura S3. Efeito do extrato de Gymnema sylvestre sobre o indice TYG dos animais hiperlipidémicos.
A hiperlipidemia foi induzida pela administragdo de tiloxapol (400mg/Kg) como descrito na sec¢ao de
material ¢ métodos. O indice TYG foi calculado pela formula: In((nivel de triacilglicerideos x niveis de
glicose/2). Cada valor representa a média + erro padrdo médio de 5-6 animais. Co: controlo; Hyp:
animais hiperlipidémicos; Hyp+Gs: animais tratados submetidos a hiperlipidemia. * e #: Diferenga
estatistica em relagdo ao grupo controle e hiperlipidémico, respectivamente, de acordo com One-Way
ANOVA, teste post-hoc de Tukey (Prisma Program 8.0), (p<0,05).
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CERTIFICADO DE ANALISE

Insumao: Gymnema Sylvestre 75%
Lote Interna: 24K28-B039-205198 Lote do Fabricante: 41
Data de Fabricag3o: 20/10/2024 Data de Vencimento: 20/10/2029
origem: Brasil Procedéncia: Birasil
Data da analise: 05/12/2024 Mimero da Ordem: 205198
condicoes de ; :
e e Temperatura ate 258C - Manter ao Abrigo da Luz
cas: - T pci: -
Formula Molecular: | - Peso Molecular: -
Testes Espedificacies Resultados Unidade Refaréncia
Aspacto macroscopico Pa higroscopico de aspecto homogéneo. Conforme Fabricants
cor Pardo a pardo esverdeado. conforme Fabricants
Sabor Caracteristico. Confarme Fabricante
odor Caracteristico. Conforme Fabricante
Cinzas totais <= 40,0 41500 % Fabricante
Cinzas insoluveis em acido =50 1,4500 % Fabricante
Densidade aparente Informativo. 0,5470 gfmL Fabricants
Umidade <=B,0 3,2000 % Fabricante
pH 4,00 - 6,50 5,62 Fabricants
solubilidade Pouco solivel m agua e inselivel em etanal. conforme Fabricantz
Granulomeatria P fino a semi fino. conforme Fabricants
Doseamento Acido giménico; >= 75 78,3100 % Fabricante
Arsenio [As) <50 0,00 mg/ kg Fabricante
cadmio [cd) 1,0 0,00 mg/ kg Fabricante
chumbo (Ph) <50 0,00 mg/ kg Fabricante
nsercirio <01 0,00 mg/ kg Fabricanta
Testes microbiol 0gicos -
Bacterias totais aerchias <= 2000 <10 UFC/E mL Fabricante
Totais de fungos e leveduras <= 200 40 UFC/g-mL Fabricante
Escherichia coli Ausente/ g ou mL Ausents Fabricants
Preudomonas aeruginosa Ausante) g ow mL Ausente Fabricante
Staphyloceccus sureus Ausente/ g ou mL Ausente Fabricants
Salmenelia Ausente/ 10g ou mL Ausente Fabricante
Conclusdo  APROVADOD
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