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RESUMOGERAL

INTRODUÇÃO: A hiperlipidemia, caracterizada por níveis elevados de triacilgliceróis e
colesterol plasmáticos, é um fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento de
doenças cardiovasculares, as quais permanecem como a principal causa de mortalidade global
segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS). As doenças cardiovasculares são
responsáveis por aproximadamente 17,9 milhões de mortes anuais (WHO, 2021). Evidências de
ensaios clínicos demonstram que intervenções hipolipemiantes eficazes reduzem
significativamente a mortalidade por doença coronariana. No entanto, tratamentos atuais, como
fibratos, niacina, estatinas e sequestrantes de ácidos biliares, estão associados a uma série de
efeitos colaterais, incluindo mialgias severas, distúrbios gastrointestinais, disfunções hepáticas
e renais, além de prejuízos à neurotransmissão cerebral com o uso prolongado. Diante dessas
limitações, cresce o interesse na busca por compostos bioativos naturais com capacidade de
modular o metabolismo lipídico de forma pleiotrópica. Gymnema sylvestre é uma planta nativa
tradicionalmente usada na medicina ayurvédica para tratar diabetes, além de mostrar efeitos
promissores contra obesidade e dislipidemias. Suas folhas contêm cerca de 18 tipos de ácidos
gimnêmicos, considerados os principais compostos ativos, especialmente em extratos
concentrados como o “G. sylvestre 75”, com 75% desses ácidos. Embora não seja aprovado
como medicamento na Europa, é amplamente utilizado como suplemento alimentar. Estudos
em animais mostram que o extrato reduz glicose, colesterol e triglicerídeos, melhora a secreção
de insulina e a regeneração das células pancreáticas, e inibe a absorção intestinal de glicose. No
entanto, pesquisas anteriores avaliaram seus efeitos apenas em tratamentos prolongados e
associados com doenças já instaladas como diabetes ou obesidade.

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

MATERIAL E MÉTODOS: O extrato concentrado rico em ácidos gimnêmicos obtido das
folhas de Gymnema sylvestre (Gymnema sylvestre 75) foi adquirido de uma farmácia de
manipulação local (Farmácia São Paulo – Maringá, PR), da empresa farmacêutica 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 padrão de laboratório
(Nuvilab, Colombo, Brasil). Foram realizados testes de tolerância oral a triglicerídeos, amido,
glicose e ácido oleico, e complementados por ensaios enzimáticos in vitro e simulações in silico.
A atividade da lipase pancreática foi monitorada espectrofotometricamente, variando-se
simultaneamente a concentração do extrato (50 a 1000 µg/mL) e do substrato p-
nitrofenilpalmitato (até 600 µM). Estudos de acoplamento molecular (docking) e dinâmica
molecular foram realizados entre a lipase pancreática e diferentes fitoquímicos presentes no
extrato, com o objetivo de identificar os compostos bioativos responsáveis pela atividade
inibitória da lipase.

No Artigo 2, avaliou-se o potencial antioxidante do extrato por meio de três ensaios
químicos: capacidade quelar o cátion radical ABTS, DPPH e capacidade de reduzir o íon
férrico (FRAP). O conteúdo de compostos fenólicos foi determinado por ensaio colorimétrico
com reagente de Folin-Ciocalteu, e o perfil fitoquímico detalhado foi obtido por cromatografia
líquida acoplada à espectrometria de massas (UPLC-MS). A predição 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
três dias consecutivos. No terceiro dia, os animais receberam uma única dose de tiloxapol (400
mg/kg, via intraperitoneal) e foram submetidos à eutanásia 24 horas após. Foram realizados
testes de tolerância oral à 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 fígado removido e
imediatamente congelado em nitrogênio líquido. O plasma foi separado por centrifugação e
utilizado para dosagens bioquímicas de glicose, perfil lipídico (colesterol total, HDL, LDL,
VLDL e triglicerídeos) e insulina. Com base nesses parâmetros, foram calculados os índices
HOMA-IR e HOMA-β, bem como outros marcadores de resistência à insulina e risco
cardiovascular, como o índice TyG, colesterol não-HDL e a razão triglicerídeos/HDL. O estado
redox hepático e plasmático foi avaliado por marcadores de estresse oxidativo, incluindo
peroxidação lipídica (TBARS), conteúdo de grupos carbonila em proteínas, e por sistemas
antioxidantes enzimáticos (catalase e superóxido dismutase-SOD) e não enzimáticos (tióis
reduzidos). Com o objetivo de elucidar os mecanismos moleculares envolvidos no potencial
hipolipemiante do extrato, foram realizados estudos de docking molecular entre os principais
fitoquímicos identificados e os receptores PPAR-γ e PPAR-α, 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 simulações independentes em cada
programa. A estabilidade e qualidade das interações moleculares foram posteriormente
avaliadas por simulações de dinâmica molecular, realizadas com os softwares NAMD2/VMD
nos servidores do CENAPAD/UNICAMP. Interpolação numérica foi utilizada para determinar
concentração ou dose responsável por metade do máximo efeito observado pelo extrato, no
programa Scientist®. O mesmo programa foi utilizado para ajuste das velocidades por meio de
procedimentos de mínimos quadrados e análises estatísticas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO: No artigo 1, o extrato de Gymnema sylvestre inibiu de
forma progressiva a atividade da lipase pancreática com o aumento da concentração, embora
não tenha alcançado inibição total, mesmo em altas concentrações. A interpolação numérica
determinou uma IC50 de 484,6 μg/mL. A análise cinética, variando simultaneamente a
concentração do extrato e do substrato, indicou que os dados experimentais ajustam-se melhor
a uma equação de inibição do tipo parabólica incompleta, com um valor de Ki1
aproximadamente 2,2 vezes menor que Ki2. Os resultados dos níveis de triglicerídeos
sanguíneos, após administração de azeite em animais, indicam fortemente que o extrato foi
capaz de inibir a absorção de gorduras pelas células intestinais. A sensibilidade da inibição foi
elevada, com um ID50 de 41,14 mg/kg. Testes de tolerância ao ácido oleico confirmaram a
inibição da absorção desse ácido graxo nos animais. Dessa forma, a inibição da lipase
pancreática não explica isoladamente a redução na absorção de triglicerídeos; o extrato também
inibe o sistema de transporte de ácidos graxos pelas células intestinais, contribuindo para seu
efeito hipolipemiante. Adicionalmente, o extrato não apresentou inibição da amilase
pancreática, nem interferiu na absorção de amido e glicose em animais, ao menos em
concentrações até 1000 μg/mL. Simulações de docking molecular, realizadas com fitoquímicos
presentes no extrato conforme dados da literatura e análise química do extrato comercial,
mostraram que a gymnemagenina, aglicona do ácido gimnêmico, apresentou potencial de
interação com o sítio ativo da lipase superior ao inibidor referência orlistat. O extrato utilizado
é um concentrado contendo mais de 75% de ácidos gimnêmicos, o que sugere que estes
compostos, pela sua abundância, têm maior potencial para a inibição da absorção de gorduras
do que os polifenóis presentes em menor quantidade.
No artigo 2, a caracterização química do extrato demonstrou significativa capacidade
antioxidante, com IC50 de 83,69 μg/mL e 217,99 μg/mL nos ensaios ABTS e DPPH,
respectivamente. O extrato também apresentou constante de redução do íon Fe³⁺ (kFRAP) de
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0,017 min⁻¹. O conteúdo fenólico total foi quantificado em 29 mg equivalentes de ácido gálico
por grama de extrato. O perfil fenólico revelou uma alta concentração de flavonoides (9,95
mg/g), principalmente derivados das agliconas kaempferol e quercetina, sendo o ácido
protocatecuico o ácido fenólico mais abundante (0,79 mg/g). O tratamento com o extrato de G.
sylvestre atenuou significativamente a hiperlipidemia induzida por tiloxapol, evidenciado pela
redução nos níveis séricos de triacilgliceróis, colesterol total e VLDL. Também houve redução
da glicemia de jejum, normalização da intolerância à glicose (oGTT) e resistência à insulina,
demonstrada pela restauração do teste de tolerância ao piruvato, índice HOMA-IR e razão
triglicerídeos/glicose. Embora o extrato não tenha aumentado a insulina sérica, promoveu a
normalização da capacidade secretória das células β-pancreáticas, conforme indicado pelo
índice HOMA-β. Além disso, o extrato reverteu o aumento de proteínas carboniladas no plasma
e fígado para níveis semelhantes aos controles, normalizou a atividade das enzimas
antioxidantes catalase e SOD no fígado, e restaurou os grupamentos tiólicos reduzidos no
plasma de animais hiperlipidêmicos. Em estudos de docking molecular, gimnemagenina,
kaempferol, quercetina e ácido protocatecuico apresentaram afinidade relativa baixa pelos
PPARγ e PPARα. Entretanto, simulações de dinâmica molecular (50 ns) indicaram estabilidade
estrutural e conformacional da gymnemagenina nos sítios ativos desses receptores, similar aos
inibidores clássicos, sem causar desestabilização do complexo ligante-receptor. Por fim, o
extrato G. sylvestre 75 demonstrou segurança e boa tolerabilidade em modelos murinos,
indicando seu perfil seguro na dose administrada.

CONCLUSÕES: O extrato de Gymnema sylvestre, um produto de custo relativamente baixo,
demonstrou efeitos pleiotrópicos promissores na redução da absorção de gorduras, da
hiperlipidemia, da hiperglicemia e do estresse oxidativo, todos fatores intimamente
relacionados à síndrome metabólica. Esses efeitos terapêuticos parecem resultar da atuação
conjunta de múltiplos mecanismos, incluindo: (1) inibição da atividade da lipase pancreática,
(2) bloqueio do transporte de ácidos graxos pelas células intestinais e (3) modulação do
metabolismo celular, por meio da melhora da sensibilidade à insulina e ativação dos receptores
nucleares PPARα e PPARγ. Diante disso, o extrato de G. sylvestre pode ser considerado uma
preparação segura e de ação multifatorial, com potencial terapêutico complementar no controle
da dislipidemia e na prevenção de doenças cardiovasculares.

Palavras-chave: inibição da lipase; mecanismos cinéticos; dinâmica molecular;
absorção 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 (Farmácia São Paulo – Maringá, 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 µg/mL) and the substrate p-nitrophenylpalmitate (up to 600 µM).
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



14
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-β 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 PPARγ and PPARα 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 IC50 of 484.6 μg/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 Ki1 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
ID50 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 μg/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 μg/mL and 217,99 μg/mL in the ABTS and DPPH assays, respectively.
The extract also presented a Fe³⁺ ion reduction constant (kFRAP) of 0.017 min⁻¹. 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 β-cell secretory capacity, as
indicated by the HOMA-β 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 PPARγ and PPARα. 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 PPARα and PPARγ 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 avaliação in vitro, in vivo e in silico da inibição de absorção de gordura
por um extrato rico em ácido gimnêmico de folhas de Gymnema sylvestre
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Resumo

A hiperlipidemia é um distúrbio metabólico associado à síndrome metabólica, obesidade e

diabetes. Gymnema sylvestre é uma planta usada na medicina popular ayurvédica para controlar

hiperglicemia e hiperlipidemia. Esses efeitos foram respaldados por um bom número de

investigações. O objetivo deste estudo foi elucidar os mecanismos subjacentes aos efeitos anti-

hiperlipidêmicos de um extrato comercial derivado de folhas de G. sylvestre, padronizado com

75% ácidos gimnémicos (“Gymnema sylvestre 75”). Foram realizados experimentos in vivo, in

vitro e in silico, abrangendo diversos aspectos da absorção de gordura. Os ensaios da atividade

da lipase pancreática revelaram que o extrato inibiu a mesma por meio de um mecanismo de

inibição não competitivo e incompleto (cinética parabólica). A inibição máxima da enzima em

concentrações saturantes de substrato atingiu 65%. Os testes de tolerância a triglicerídeos em

camundongos indicaram inibição da absorção de gordura com um ID50 de 41,4 mg/kg. Essa

dose revelou-se significativamente inferior àquela prevista com base na inibição da lipase

pancreática in vitro (IC₅₀ = 484,6 µg/mL), o que sugere a atuação de mecanismos adicionais

além da simples inibição enzimática. Notavelmente, a inibição da absorção de ácido oleico livre

pelo extrato indica que o bloqueio do transporte intestinal de ácidos graxos pode representar um

mecanismo complementar. Estudos in silico corroboraram essa hipótese, ao demonstrarem alta

afinidade de ligação da gymnemagenina e do gymnemosídeo B ao sítio ativo da lipase

pancreática. Assim, a combinação da inibição da lipase com a interferência no transporte de

ácidos graxos mediada pelo extrato de Gymnema sylvestre parece desempenhar papel crucial na

redução da hiperlipidemia e no favorecimento do controle do peso corporal em modelos

animais.

Palavras-chave: inibição da lipase; mecanismos cinéticos; absorção de triglicerídeos; absorção

de ácidos graxos; encaixe molecular.
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1. Introdução

A hiperlipidemia é uma doença metabólica crônica não transmissível resultante de

alterações no metabolismo lipídico. É caracterizada por níveis séricos elevados de triglicerídeos

e colesterol total (AshtaryLarky et al., 2021; Lamat et al., 2022). Esta condição é uma

característica proeminente associada à obesidade e à síndrome metabólica, mas também um dos

principais fatores de risco que, isoladamente ou em combinação, aceleram o desenvolvimento

de doença coronariana e doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) (Li et al.,2019).

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, as doenças cardiovasculares são responsáveis

por aproximadamente 17,9 milhões 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 doenças crônicas relacionadas.

Embora muitos medicamentos sintéticos possam ser úteis na redução dos níveis séricos

de lipídios, seus efeitos colaterais em tratamento a longo prazo têm sido frequentemente

relatados. Plantas e seus derivados oferecem uma vantagem significativa devido aos diversos

metabólitos secundários bioativos que possuem e seus distintos mecanismos de ação (Hilal et

al., 2024). G. sylvestre é uma planta medicinal pertencente à família Asclepiadaceae, nativa da

Índia, conhecida como “gurmar” (destruidor de açúcar). É amplamente reconhecida como um

componente chave em inúmeras formulações tradicionais, tanto de ervas únicas ou múltiplas,

usadas para tratamento da hiperglicemia e hiperlipidemia associada ao diabetes (Persaud et al.,

1999). As atividades farmacológicas da G. sylvestre são predominantemente atribuídas aos

ácidos gimnêmicos (AGs), gimnemagenina e um peptídeo chamado gurmarina (Sinsheimer et

al., 1970). Os AGs são saponinas triterpenóides do tipo oleanano e são considerados os

principais constituintes ativos da espécie. A qualidade dos extratos, formulações nutracêuticas e

suplementos alimentares contendo G. sylvestre são atualmente avaliados com base em seus

teores de AGs (Patil et al., 2013; Di Fabio et al., 2014).

O efeito anti-hiperglicêmico tem sido estudado com alguns detalhes. Foi demonstrado

que a absorção de glicose pelas células intestinais pode ser inibida pelo extrato de G. sylvestre

(Li et al., 2019; Kanetkar et al., 2007). Especificamente, os ácidos gimnêmicos V e XV, são

inibidores do transportador de glicose dependente de sódio 1 (SGLT1) expresso em oócitos de

Xenopus laevis (Wang et al., 2014). Os ratos tratados com ácido gimnêmico ou gimnemagenina
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exibiram concentrações mais baixas de glicose no sangue em jejum e melhor tolerância oral à

glicose e à 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 absorção de amido,

nomeadamente a α-amilase pancreática e a α-glucosidase. Embora estes resultados sugiram

que a gimnemagenina poderia ajudar a controlar os níveis de açúcar no sangue retardando a

digestão do amido, nada se tem esclarecido se este efeito ocorre realmente in vivo, uma vez que

as concentrações necessárias para a metade da máxima inibição são relativamente elevadas (1-2

mg/mL). Em modelo in vivo, a suplementação dietética com extrato de Gymnema sylvestre

(250 mg/kg e 500 mg/kg) em ratos diabéticos induzidos por aloxana promoveu uma

significativa redução da glicemia, restabelecendo-a a níveis comparáveis aos do grupo controle

em um curto período de intervenção (7 dias). Este efeito foi acompanhado pela restauração dos

níveis séricos de insulina e por uma normalização quase completa dos parâmetros lipídicos

plasmáticos, incluindo triglicerídeos, LDL, VLDL e HDL. Os resultados sugerem que tais

efeitos são mediados, ao menos em parte, pela modulação da transcrição de genes envolvidos

na via de sinalização da insulina (Muzaffar et al., 2023).

As condições hiperlipidêmicas que melhoraram no estudo supracitado (Muzaffar et al.,

2023) estão associados à diabetes (Muzaffar al., 2023). Isto levanta uma questão se esta ação

também ocorre quando a hiperlipidemia está associada a outras causas. Em ratos alimentados

com uma dieta rica em gorduras, o extrato de folhas de G. sylvestre (durante 3 semanas) não

influenciou o peso corporal, mas diminuiu os níveis de colesterol total e de triglicerídeos

plasmáticos (Shigematsu et al., 2001). Em outro estudo, uma fração 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 órgãos viscerais e os níveis de triglicerídeos, colesterol,

lipoproteínas de baixa densidade, índice aterogênico, glicose e aumentou os níveis de

lipoproteínas de alta densidade em ratos obesos, sem efeitos em ratos normais (Reddy et al.,

2012). Estes resultados foram apoiados por evidências de inibição da lipase pancreática que

foram confirmadas por um estudo mais recente (Manimegalai et al., 2006).

As observações resumidas acima sugerem fortemente que os extratos de G. sylvestre

possa influenciar o metabolismo lipídico 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 hipótese de múltiplos mecanismos subjacentes a este efeito,

incluindo a inibição da lipase intestinal, embora o mecanismo cinético, a força e a eficácia in

vivo ainda não tenham sido totalmente caracterizadas (Shigematsu et al., 2001). Por estas

razões, decidimos abordar estas questões com maior detalhe utilizando um extrato comercial

rico em ácido gimnêmico 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 três objetivos principais: (1)

caracterizar a cinética da ação do extrato sobre a lipase pancreática, (2) avaliar seu impacto na

absorção dos triglicerídeos através de estudos in vivo em camundongos e (3) realizar

simulações in silico para avaliar as propriedades de ligação da molécula central dos AGs e de

outros princípios ativos ao sítio ativo da lipase pancreática.

2. Materiais e Métodos

2.1. Produtos Químicos

A lipase pancreática suina (tipo II) e o ácido oleico foram adquiridos da Sigma-Aldrich

Co (St Louis, MO, EUA). Orlistat e acarbose, isentos de excipientes, foram obtidos em uma

farmácia local (Manipulação Farmácia São Paulo-Maringá, Pr). Todos os produtos químicos

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

2.2. Extrato

O extrato concentrado das folhas de G. sylvestre (“Gymnema sylvestre 75”) foi obtido

em uma farmácia local (Manipulação Farmácias São Paulo-Maringá, Pr) da marca farmacêutica

SM. Data de fabricação: 03 de março de 2022, número do lote: 22C26-B025-090888, contendo

78,3% de ácido gimnêmico conforme relatório anexo ao material suplementar.

2.3. Animais

Para os testes de tolerância oral ao azeite, ao oleato, ao amido e à glicose foram

utilizados camundongos machos (Mus musculus Swiss) com 28 a 32 g de peso corporal

(aproximadamente 40 dias). Os animais foram alimentados ad libitum com uma dieta padrão de

laboratório (Nuvilab, Colombo, Brasil) e mantidos num ciclo regular de claro/escuro. Todos os

experimentos foram realizados após um jejum prévio de 18 h. Os animais foram divididos

aleatoriamente em grupos, cada um com 4 animais. Este número foi decidido com base na

experiência 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 Comissão de Ética em

Experimentação Animal da Universidade Estadual de Maringá (Protocolo número 9905181121).

2.4. Ensaio e cinética da lipase pancreática

A atividade da lipase pancreática foi determinada utilizando p-nitrofenil-palmitato como

substrato (Castilho et al., 2021). A lipase pancreática suina foi ressuspendida em tampão Tris-

HCl (600 U/mL). O meio de reação foi tampão Tris-HCl 10 mM (pH 8,2) contendo p-
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nitrofenil-palmitato em concentrações de até 600 μM. A concentração de G. sylvestre variou

entre 50 e 1000 µg/mL. Após uma pré-incubação de 5 minutos a 37 ºC, a reação foi iniciada

pela adição de 0,1 mL da solução enzimática e mantida durante 10 minutos. A reação foi

interrompida mergulhando os tubos em água fervente e a concentração de p-nitrofenol foi

medida espectrofotometricamente a 410 nm. As velocidades de reação foram calculadas a partir

de uma curva padrão com p-nitrofenol (coeficiente de extinção de 1,83 × 104 M-1.cm-1) e

expressas em µmol/min.

2.5. Ensaio da α-amilase pancreática

A atividade da α-amilase pancreática suina (velocidade inicial) foi medida por meio da

velocidade de aparecimento de açúcar redutor (Castilho et al.,2021; Souza et al., 2025). O meio

de reação foi tampão fosfato 20 mM, pH 6,9, contendo NaCl 6,7 mM, amido comercial 1 g/100

mL e concentrações variáveis do extrato de G. sylvestre (até 1000 µg/mL). A concentração da

enzima em todas as incubações foi igual a 0,75 U/mL. Após 10 minutos de incubação a 37 °C,

a reação foi paralisada em água fervente por 5 minutos. Os açúcares redutores foram

determinados pelo método do 3,5-dinitrosalicilato, a 540 nm, e convertidos em velocidade de

reação a partir de uma curva de calibração da glicose. As velocidades da reação foram

expressas em µmol/min.

2.6. Teste de tolerância oral a triglicerídeos em camundongos

A absorção de triglicerídeos pelas células intestinais foi determinada por meio do teste

de tolerância oral ao azeite de oliva (Castilho et al.,2021; Souza et al., 2025). O extrato de G.

sylvestre foi solubilizado em água filtrada e administrado por via intragástrica nas doses de 100,

250 e 500 mg por kg de peso corporal para diferentes grupos de animais. O grupo controle

recebeu apenas água potável. O medicamento de referência orlistate foi administrado ao grupo

controle positivo (50 mg/kg). Após a administração do fármaco ou extrato, todos os animais

receberam azeite de oliva intragástrica (5 mL/kg). Amostras de sangue foram coletadas da veia

da cauda aos 0, 90, 180, 240 e 360 minutos após a administração do azeite. As concentrações

de triglicerídeos foram determinadas usando um medidor de triglicerídeos Accutrend Plus®

Roche, que utiliza um ensaio enzimático-colorimétrico de ponto final para quantificar a fração

glicerol dos triglicerídeos.

2.7. Teste de tolerância oral ao ácido oleico

Três grupos de animais receberam por via intragástrica uma solução oral (100 μL) do

extrato de G. sylvestre na dose de 500 mg/kg-1. O quarto grupo (controle) os animais receberam
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água potável (200 μL). Para os primeiros três grupos de animais as seguintes combinações de

glicerol e ácido oleico foram administrados por via intragástrica: (1) ácido oleico sozinho (180

μL); (2) glicerol sozinho (20 μL); (3) ácido oleico (180 μL) mais glicerol (20 μL). As

amostras de sangue foram analisadas com o medidor de triglicerídeos AccutrendPlus® Roche,

conforme descrito acima, no tempo zero (antes da administração do glicerol e do oleato) e após

90 minutos (Castilho et al.,2021).

2.8. Testes de tolerância ao amido e à 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 água filtrada e administrado

por via intragástrica nas doses de 100, 250 e 500 mg por kg de peso corporal a diferentes

grupos de animais. O grupo controle recebeu apenas água potável. A droga de referência

acarbose foi administrada a outro grupo (50 mg/kg). Após a administração do medicamento ou

do extrato, todos os animais receberam, por via intragástrica, amido na dose de 1 g/kg ou

glicose na dose de 1,5 g/kg. A glicose plasmática foi então determinada nos tempos 0, 30, 60,

90 e 120 minutos após administração. Foram coletadas amostras de sangue da veia da cauda e

analisadas com um glicosímetro (AccuChek®).

2.9. Avaliação in silico dos potenciais inibidores da lipase

Com intuito de avaliar os fitoquímicos da G. sylvestre com a maior probabilidade de

inibir a lipase, as estruturas tridimensionais dos vários constituintes químicos 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 análises in silico subsequentes. A enzima do Homo sapiens (EC 3.1.1.3,

PDBid: 1LPB, resolução de 2,46 Å) complexada com um inibidor experimental sintético de

fosfonato de alquilo (MUP) foi utilizada nas simulações (Egloff et al., 1995). Nas preparações

para os estudos de acoplamento, as moléculas de água foram removidas, retendo apenas o

cofator de cálcio e a colipase, ambos críticos para a atividade catalítica in vivo. A estrutura da

lipase foi minimizada em termos de energia e validada utilizando um gráfico de Ramachandran

(Gopalakrishnan et al., 2007). O software AutoDock 4.2.3 (Morris et al., 2009), implementado

na interface gráfica Pyrx 0.8 (Dallakyan et al., 2015), e GOLD (Jones et al., 1997) foram

utilizados para os estudos de acoplamento in silico. Os parâmetros de docking molecular foram

otimizados através do redocking do MUP no complexo lipase-cofator-ligante minimizado,

utilizando simulações de dinâmica 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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comparação, a pontuação relativa média (MRS) foi calculada através da média das pontuações

de acoplamento de cada composto em quatro simulações efetuadas com cada software (Da

Silva et al., 2021). Esta métrica permite a classificação dos compostos com base na sua

afinidade de ligação à lipase, utilizando o orlistate (CID: 3034010) como referência:

p p
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Na equação (1) MRS é a pontuação média relativa, Np, o número de programas de

encaixes molecular utilizados nas simulações, SP1, SP2, a pontuação de cada ligante no

programa e BSP1, BSP2, a melhor pontuação correspondente obtida em cada programa entre

todos os ligantes.

2.10. Cálculos e análise estatística

A interpolação numérica para a determinação da concentração necessátia para inibir

50% da atividade máxima da enzima (IC50) dose responsável por 50% do máximo efeito (ID50)

foi efetuada utilizando o software Scientist® da Micro Math Scientific Software (Salt Lake

City, UT). O mesmo programa foi utilizado para ajustar as equações das velocidades iniciais

experimentais da atividade da lipase pancreática através de um procedimento iterativo de

mínimos quadrados não linear. A decisão sobre o modelo (equação) mais adequado baseou-se

no critério de seleção do modelo (MSC), nos desvios-padrão dos parâmetros otimizados e na

soma dos desvios quadrados entre as velociodades de reação experimentais e as calculadas. O

critério de seleção de modelos, que corresponde ao Critério de Informação de Akaike

normalizado, é definido como (Akaike, 1974):





 
 

  
   





i

i i

n
2

i obs obs
i 1
n

2
i obs cal

i 1

w(Y Y )
2pMSC ln
nw(Y Y )

(2)

Yobs são as velocidades de reação experimentais, a velocidade de reação experimental média,

Ycal a velocidade de reação calculada teoricamente, W o peso de cada ponto experimental, n o

número de observações e p o número de parâmetros do conjunto de equações. No presente

trabalho, o modelo com o maior valor de MSC foi considerado o mais adequado, desde que os

parâmetros estimados fossem positivos. Quando os valores de MSC diferiam em menos de 5%,

o modelo que apresentava os menores desvios-padrão para os parâmetros estimados foi

considerado o mais adequado.

Para comparar a evolução temporal das concentrações de triglicerídeos no sangue após

a administração do extrato de G. sylvestre, os dados foram submetidos a uma análise de
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variância múltipla (MANOVA) com testes post-hoc Student-Newman-Keuls. As curvas de

efeito versus concentração foram submetidas a uma análise de variância unidirecional

(ANOVA). Os cálculos foram efetuados utilizando o programa StatisticaTM da Stat Soft®

(Tulsa, OK, EUA). O critério geral de significância foi p  0,05.

3. Resultados

3.1. Atividade da lipase pancreática e cinética da inibição

Inicialmente, a atividade da lipase pancreática foi medida em função da concentração do

extrato rico em ácido gimnêmico a uma concentração fixa de substrato. Os resultados são

mostrados na Figura 1A. A atividade da enzima diminuiu progressivamente quando a

concentração do extrato foi aumentada. A interpolação numérica dos dados revelou que a

inibição de 50% ocorreu com a concentração de 484,6 g/mL. Este valor é estritamente válido

para as concentrações saturantes de substrato utilizadas no ensaio da figura 1A. Deve-se notar

também que a curva apresenta uma clara tendência para estabilizar sem atingir a inibição total

da atividade da lipase. Para efeitos comparativos, foi também determinada a dependência da

concentração da inibição da lipase pelo orlistate, o inibidor clássico da lipase pancreática. Os

resultados destes ensaios estão apresentados na Figura 1B. O orlistate inibiu a lipase

pancreática com um valor IC50 de 11,45 ng/mL, provando, assim, ser muito mais eficaz do que

o extrato rico em ácido gimnêmico utilizado no presente estudo em termos de massa total por

mL.

Figura 1. Efeito dependente de concentração da atividade da lipase pancreática em relação à
concentração do extrato de G. sylvestre em uma concentração fixa de substrato (600 µM). As
velocidades de reação (v) foram determinadas conforme descrito na seção Materiais e métodos. Os
pontos representam as médias de 4 medições independentes mais os erros padrão da média. Linhas
contínuas representam valores otimizados obtidos por meio da equação 4.

Concentração Extrato (μg/mL)

A
Extrato G.sylvestre

Concentração Orlistate (μg/mL)

B
Orlistate
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A fim de uma melhor caracterização da inibição da lipase pelo extrato, a atividade da

enzima foi determinada em concentrações variáveis de substrato e inibidor. Os resultados são

apresentados na Figura 2. As curvas de saturação foram diminuindo progressivamente à medida

que o extrato foi adicionado a concentrações cada vez mais elevadas, um fenômeno esperado se

considerarmos a atividade inibitória da Figura 1A. Estas curvas não mostraram qualquer

tendência para convergir no sentido da curva de controle a concentrações elevadas de substrato,

o que torna improvável uma inibição do tipo competitiva. A inibição não-competitiva é mais

provável e a equação clássica que descreve a inibição não-competitiva completa foi ajustada

aos dados:


   

     
   

max

M
i1 i2

V [S]v
[I] [I]K 1 [S] 1
K K

(3)

Na equação (3), V é a velocidade de reação, [S] a concentração de substrato e [I] a

concentração de extrato; além disso, KM é a constante de Michaelis-Menten, Vmax a velocidade

máxima de reação, Ki1 a constante de dissociação de um complexo enzima inibidor putativo

(EI) e Ki2 a correspondente constante de dissociação do complexo enzima-substrato-inibidor

(ESI).

Figura 2. Cinética da inibição da lipase pancreática pelo extrato de G. sylvestre. As concentrações de
substrato e extrato foram variadas simultaneamente, e as velocidades de reação foram medidas
conforme descrito na seção Materiais e métodos. As equações (3), painel A, e (4), painel B, foram
ajustadas a todo o conjunto de dados experimentais por meio de um procedimento de mínimos
quadrados não linear. As curvas teóricas (linhas contínuas) foram calculadas introduzindo as constantes
cinéticas otimizadas na equação (3), painel A, ou (4), painel B, juntamente com as concentrações
variáveis de substrato e inibidor. As constantes cinéticas otimizadas obtidas pelo ajuste da equação (3),
painel A, foram: V max , 1,039 ± 0,072 mol/min; KM , 12,50 ± 3,59 M; Ki1 , 497,36 ± 282,75 g/mL;
Ki2 = 64,93±35,41. A soma dos desvios quadrados foi 0,102 e o critério de seleção do modelo (MSC) foi
2,20. As constantes cinéticas otimizadas obtidas pelo ajuste da equação (4), painel B, foram: V1 ,
1,102±0,036 mol /min; V2 , 0,385±0,045 mol /min; KM , 13,60±1,71 M; Ki1 , 38,10 ±9,94 g/mL;

Sem adição Sem adição
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Ki2 = 83,78±18,33. A soma dos desvios quadrados foi 0,0194 e o critério de seleção do modelo (MSC)
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

contínuas). É óbvio, mesmo numa simples inspeção, que as curvas teóricas se desviam forte e

sistematicamente dos dados experimentais. Ou seja, esta equação não teve sucesso no ajuste de

equações que descrevem a inibição competitiva ou não competitiva. A conformidade com a

equação (3) pressupõe uma inibição completa (linear). No entanto, como já foi referido acima,

a curva v versus [I] sugere fortemente que a inibição pelo extrato de G. sylvestre pode ser

incompleta, ou seja, do tipo hiperbólico, um mecanismo que é ilustrado pela Figura 3.

Figura 3. Representação esquemática do mecanismo hiperbólico (incompleto) de inibição (Botts e
Morales, 1953; Baici, 2015). Os símbolos E, S e I representam enzima, substrato e inibidor. Os
parâmetros mais importantes que aparecem na equação (4) ou que são mencionados no texto estão
definidos na parte inferior.

A inibição incompleta ocorre quando a ligação do inibidor reduz a atividade da enzima

até um certo ponto sem inativação completa. A equação de estado estacionário que descreve o

mecanismo na Figura 3 é bastante complexa e inclui termos quadráticos [S] e [I] (Botts e

Morales, 1953; Baici, 2015). Uma equação simplificada que não contém termos quadráticos, no

entanto, demonstrou ser uma aproximação razoável. Esta equação simplificada surge sob uma

das duas hipóteses: (a) quase-equilíbrio para a ligação do substrato, ou seja, k2/k-1 « 1 e k6/k-5
« 1; (b) o inibidor (também chamado modificador) não altera as razões das constantes de

desaparecimento de ES e ESI, ou seja, (1 + k2/k-1)  (1 + k6/k-5). A equação simplificada pode

ser escrita como (Botts e Morales, 1953; Baici, 2015):
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A Figura 3 apresenta o significado dos vários parâmetros da equação (4). V2 é a

velocidade máxima da enzima modificada. Vale apena mencionar que V2 = 0 significa inibição

completa e, neste caso, a equação (4) torna-se na equação (3). O painel B da Figura 2 permite

comparar dados experimentais e teóricos em termos do mecanismo ilustrado na Figura 3. É

evidente, numa simples inspeção, que a concordância é boa. Assim, a inibição da lipase pelo

extrato é do tipo incompleto (parabólico). Esta conclusão é igualmente corroborada pelos

indicadores estatísticos apresentados na legenda da figura 2, que são claramente favoráveis ao

mecanismo representado na figura 3.

A determinação do melhor modelo e a otimização das constantes cinéticas têm a

vantagem de permitir calcular a percentagem de inibição para várias combinações de

concentrações de substrato e inibidor. Isto foi feito como uma porcentagem de inibição = (1 -

vi/v) 100, em que v é a velocidade de reação na ausência de inibidor e vi a velocidade de reação

na presença do inibidor a uma dada concentração. A Figura 4 mostra as curvas teóricas obtidas

em várias combinações de concentrações de substrato e inibidor, utilizando as constantes

cinéticas otimizadas indicadas na legenda da Figura 2. O gráfico revela que é presumível que a

porcentagem de inibição aumente a baixas concentrações de substrato. A baixas concentrações

de substrato e altas concentrações de inibidor, podem ser esperadas inibições percentuais de

cerca de 80%. Isto é mais do que se pode esperar em concentrações saturantes de substrato e

inibidor. Este último 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. Inibição percentual da lipase pancreática por diferentes concentrações de extrato ([I]) em
função da concentração do substrato ([S]). Os cálculos foram realizados utilizando a equação (4) e os
parâmetros otimizados listados na Tabela 2. A inibição percentual é igual a (1 v i /v) 100, onde v é a
velocidade de reação calculada na ausência do extrato e v i a velocidade de reação na presença de uma
determinada concentração de extrato.

3.2. Efeitos sobre a absorção dos triglicerídeos pelas células intestinais em camundongos

Para avaliar o significado fisiológico e farmacológico da inibição da lipase pancreática

pelo extrato de G. sylvestre, foram realizados ensaios in vivo utilizando o teste de tolerância

oral ao azeite. Este ensaio consiste na administração oral de uma carga de azeite (5 ml/kg),

seguida da medição dos níveis de triglicerídeos no plasma ao longo do tempo. A figura 5

(painéis A e B) ilustra os cursos temporais das alterações dos níveis de triglicerídeos no plasma

após a administração de azeite em diferentes condições.

Á
rea

sob
a
curva

dose-resposta

Tempo após administração do azeite de oliva ( horas) Tempo após administração do azeite de oliva ( horas)
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Figura 5. Efeitos do extrato de G. sylvestre e orlistate na tolerância ao azeite de oliva em camundongos.
A administração oral de azeite de oliva (5 mL.kg −1) foi realizada imediatamente após a administração
dos extratos ou orlistate. Os triglicerídeos plasmáticos foram medidos conforme descrito em Materiais e
métodos. Cada curva consiste em médias ± erros padrão médios de 4 camundongos. Os painéis A e B
mostram os cursos temporais das mudanças na concentração de triglicerídeos no sangue após a
administração de azeite de oliva sozinho ou em combinação com várias doses do extrato de G. sylvestre
ou orlistate. O painel C mostra as áreas sob as curvas obtidas após os vários tratamentos com os extratos
de G. sylvestre e orlistate ilustrados pelos painéis A e B, subtraídos da área sob a curva obtida após a
administração de água (linha de base). Asteriscos indicam significância estatística em relação à curva
controle (p ≤ 0,05; Newman-Keuls) com MANOVA para as curvas de curso temporal e ANOVA para
as comparações de área.

A curva do controle (somente azeite) apresenta um aumento significativo dos

triglicerídeos plasmáticos após a administração do azeite, com um pico às 3 horas após a

administração. Como esperado, o orlistate, o inibidor clássico da absorção de triglicerídeos,

impediu este aumento de forma acentuada (Figura 5B). Quando foi administrada água em vez

de azeite, os níveis de triglicerídeos mantiveram um perfil baixo durante as três horas seguintes.

A administração do extrato nas doses de 100 e 250 mg/kg apresentou efeitos substanciais na

curva de tolerância, já nas primeiras determinações 1,5 h após a administração do azeite, e este

perfil não revelou valores diferentes do controle. Os níveis de triglicerídeos neste momento

representam, no entanto, os novos valores de pico e os níveis nos tempos subsequentes foram

inferiores aos da condição do controle. A dose de extrato de 500 mg/kg eliminou o pico inicial

de triglicerídeos, mantendo os níveis baixos até 3 horas. As áreas sob as curvas, corrigidas a

partir da linha base, são consideradas como uma medida representativa da velocidade ou

extensão da absorção de triglicerídeos. O painel C da figura 5 mostra as áreas calculadas sob as

curvas, corrigidas para a linha de base representada pela curva obtida quando água foi

administrada (painel B). A partir deste perfil dos triglicerídeos plasmáticos, é possível obter,

por interpolação numérica, a dose teórica que provoca uma inibição de 50% (ID50), que neste

caso é de 41,14 mg/kg.

3.3. Efeitos sobre os níveis de triglicerídeos no sangue após administração de oleato em

camundongos

As doses nas quais o extrato de Gymnema sylvestre inibiu a absorção de triglicerídeos

em modelos animais são relativamente baixas, o que é difícil de conciliar com as características

observadas para a inibição da lipase pancreática marcada por um valor elevado de IC₅₀ e uma

inibição incompleta mesmo em altas concentrações. Essa discrepância sugere que outros

eventos envolvidos no processo global de digestão e absorção de lipídeos também estejam

sendo modulados pelo extrato. A lipase pancreática hidrolisa os triglicerídeos da dieta em

ácidos graxos livres e monoacilgliceróis, os quais são posteriormente absorvidos pelos

enterócitos através de mecanismos mediados por transportadores específicos, como o CD36 e o



31
FATP4. Dados obtidos no presente estudo indicam que o extrato de G. sylvestre também é

capaz de interferir na absorção de ácidos graxos livres, implicando que a inibição dos

transportadores intestinais de lipídios pode representar um mecanismo adicional envolvido na

sua ação hipolipemiante. Portanto, o efeito observado na redução da lipemia pode ser resultado

da ação combinada sobre diferentes alvos do processo de absorção intestinal de gorduras, e não

exclusivamente da inibição enzimática da lipase pancreática (Stahl et al., 1999; Schreck e

Melzig, 2018). Pode ser que o extrato de G. sylvestre iniba o transporte de ácidos graxos livres,

como já relatado para outros agentes (Da Silva et al., 2021; Ahowesso et al., 2015). Para

abordar esta questão, administramos ácido aos animais com posterior quantificação dos

equivalentes de trioleína no plasma. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos. Os dados foram

expressos como a diferença entre os níveis basais (182,55 mg de equivalentes de trioleína por

dL) e os níveis encontrados 90 minutos após a administração de ácido oleico isolado, glicerol

isolado e ácido oleico + glicerol, com ou sem a administração prévia do extrato de G. sylvestre.

O ensaio de triglicerídeos sanguíneos utilizado no presente trabalho quantifica a fração glicerol.

No entanto, quando o glicerol é 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 ácido oleico foram administrados simultaneamente. Quando o ácido oleico

foi administrado isoladamente, foi detectado um aumento muito pequeno da concentração de

triglicerídeos no sangue. Por outro lado, nos animais que receberam o extrato de G. sylvestre

antes da administração de ácido oleico + glicerol, o sistema de ensaio dos triglicerídeos

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 absorção de ácido oleico livre.

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

A concentração basal de triglicerídeos nesta série experimental foi de 182,55 mg de equivalentes de
trioleína por dL (n = 3). O asterisco (*) indica diferença significativa em relação ao grupo experimental
que recebeu ácido oleico mais glicerol (p < 0,05). Os detalhes experimentais são descritos na seção
Materiais e Métodos.

Administração
intragástrica

Incremento no plasma
equivalentes de trioleína

após 90 minutos (mg dL − 1 )
Ácido oleico + glicerol 164,34 ± 15,1

Glicerol 51,2 ± 8,3*

Ácido oleico 8,23 ± 2,2*

Ácido oleico + glicerol + extrato 46,2 ± 6,1*
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3.4. Efeitos na tolerância ao amido e à glicose

Para testar se o extrato rico em AGs das folhas de G. sylvestre (“Gymnema sylvestre 75”)

também é capaz de afetar a absorção do amido ou da glicose, foram realizados ensaios em camundongos

com a maior dose utilizada neste trabalho que inibiu a absorção dos triglicerídeos (500 mg/kg). Os

resultados são apresentados na figura 6. Eles revelam pequenas tendências de diminuição dos valores de

pico aos 60 minutos após a administração de amido ou glicose, sem significância estatística, quando

submetidos à análise de variância multivariada. Estes resultados contrastam fortemente com os obtidos

no teste de tolerância aos triglicerídeos, em que a dose de 500 mg/kg aboliu quase totalmente o aumento

dos triglicerídeos no sangue após a administração de azeite. Uma série adicional de experiências,

apresentada no painel C da figura 6, não conseguiu detectar uma inibição significativa da α-amilase

pancreática pelo extrato em concentrações até 1000 µg/mL.

Figura 6. Efeitos do G. sylvestre sobre a tolerância à glicose (painel A), tolerância ao amido (painel B)
e atividade da -amilase (C). A administração oral de amido (1 g/kg) ou glicose (1,5 g/kg) foi realizada
imediatamente após a administração 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 tolerância são as médias de
4 experimentos independentes. A atividade da amilase foi medida utilizando amido como substrato e
analisando a produção de açúcares redutores após 10 minutos de incubação, conforme descrito na seção
Materiais e métodos. Os dados no painel C correspondem as médias de 3 experimentos independentes.

3.5. Simulações de docking molecular

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

complexo. Considerando que o programa reproduz com sucesso a pose cristalográfica e a

Atividade da amilase pancreática

Concentração extrato

Tolerância
glicose

Tolerância
amido

Tempo após administração de glicose Tempo após administração do amido
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classifica com uma pontuação RMSD abaixo de 2 Å em todas as repetições, isso revela que o

programa entende as forças de interação entre enzima e molécula e muito provavelmente será

capaz de usá-las na identificação 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 três programas testados. Esta abordagem permitiu selecionar os programas AutoDock

4.2.3 e Gold entre os três programas avaliados, uma vez que estes foram capazes de replicar

com precisão a pose da molécula MUP de forma consistente em todas as tentativas na

configuração que adapta no complexo modelo lipase-MUP humano. Em seguida, os protocolos

de ancoragem validados foram aplicados para avaliar a possibilidade de interação de moléculas

do extrato de G. sylvestre, como a gimnemagenina, os gimnemosídeos A e B e as agliconas de

polifenóis glicosídicos presentes nos extratos de folhas de G. sylvestre (Tiwari et al., 2014).

Para identificar as moléculas mais promissoras, foram consideradas as pontuações de

acoplamento e a reprodutibilidade entre repetições para calcular a pontuação relativa média

(MRS) utilizando a equação (1), que foi utilizada para avaliar o desempenho. Uma vez que

cada programa utiliza algoritmos distintos, resultados consistentes em diferentes programas

aumentam a confiança nas previsões. Os valores calculados através da equação (1) refletem o

número de vezes que o software foi executado, a pontuação obtida para cada acoplamento

(também para cada molécula) e a pontuação mais elevada entre todos as moléculas.

Os melhores resultados do rastreio virtual estão apresentados na tabela 2, no qual os

compostos foram classificados por ordem decrescente de afinidade teórica com a lipase. Das

seis moléculas avaliadas, a gimnemagenina obteve a maior MRS, superando até mesmo o

composto de referência (orlistate) neste aspecto. A figura 7 apresenta as estruturas da

gimnemagenina e dos compostos de referência, e realça as regiões de interações

intermoleculares hidrofóbicas e identifica as supostas ligações de hidrogênio formadas entre as

moléculas e o sítio ativo da enzima. Existem amplas zonas de interações hidrofóbicas tanto para

a gimnemagenina como para o orlistate, tal como revelado pela coloração castanha no sítio

ativo da enzima. Este fato justifica em grande parte as afinidades semelhantes da enzima para

ambos os compostos. Por outro lado, é de notar que as estruturas hidrofóbicas de ambos os

compostos se devem basicamente a ligações C-H, mas a hidrofobicidade do orlistate é

caracterizada principalmente por cadeias alifáticas lineares, ao passo que a hidrofobicidade da

gimnemagenina resulta principalmente de componentes alicíclicos.

Tabela 2. Escores de docking da lipase pancreática dos principais compostos identificados
no extrato de G. sylvestre e de seus derivados putativos após hidrólise.
MOLÉCULAS SCORE

AUTODOCK
SCORE GOLD

(kcal/mol)
MRS
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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

Gymnemosídeo B -4,91 60,15 0,724 ± 0,043

MUP -3,81 52,91 0,607 ± 0,022*

Gimnemosídeo A -1,64 57,73 0,515 ± 0,019*

Ácido protocatecuico -3,98 34,53 0,484 ± 0,043*
* representa diferença estatística em relação ao composto de referência, orlistate, de acordo com Anova-
One way, teste post hoc de Newman-Keuls (p<0,05).

Figura 7. Docking molecular do ácido metoxiundecilfosfínico (MUP, A), gimnemagenina (GYM, B) e
orlistate (ORL, C) à lipase pancreática humana. As melhores posições acopladas (embaixo) e as
interações intermoleculares entre moléulas no sítio ativo da lipase pancreática (em cima) foram
avaliadas pelo programa PoseView.

4. Discussão

4.1. Aspectos introdutórios gerais

A hiperlipidemia tem sido considerada um importante fator causal para o

desenvolvimento de doenças cardiovasculares e, além disso, está diretamente ligada à

obesidade e ao diabetes. Portanto, a diminuição dos níveis de lipídios plasmáticos é importante

em qualquer tentativa de prevenção e tratamento de doenças (Hurtado-Roca et al., 2017).
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Compostos bioativos naturais com ações hipolipidêmicas são altamente desejáveis, pois

frequentemente também exercem propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e

hepatoprotetoras (Ramos et al., 2021). É provável 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 níveis de lipídios plasmáticos juntamente com um potencial

antioxidante que pode eventualmente levar a ações anti-inflamatórias (Jangam et al., 2023). As

seções seguintes irão explorar os potenciais mecanismos subjacentes aos efeitos

hipolipidêmicos observados neste estudo. Além disso, as provas que apoiam o envolvimento de

compostos específicos identificados no extrato serão cuidadosamente examinadas e discutidas.

4.2. Inibição da lipase pancreática

Nossa experiência confirma relatórios anteriores de que o extrato de G. sylvestre é um

inibidor da lipase pancreática (Shigematsu et al., 2001; Manimegalai et al., 2019). O presente

estudo, no entanto, avança muito mais no assunto ao apresentar uma caraterização cinética

detalhada. A observação relevante foi a de que a inibição causada pelo extrato é do tipo

incompleta, ou seja, depois de atingido um certo grau de inibição, novos incrementos na

concentração do extrato não causam incrementos na inibição. Esta observação é importante e

tem de ser explorada nas tentativas de traduzir os efeitos in vitro em possíveis consequências in

vivo. O modelo cinético que foi ajustado aos dados fornece uma base quantitativa para prever o

grau máximo possível de inibição, uma possibilidade útil porque este último também varia com

a concentração do substrato e não apenas com a concentração do inibidor, como foi

demonstrado por simulações. Estas últimas mostraram que, a baixas concentrações de substrato,

o grau de inibição é mais elevado. Em termos estritamente matemáticos, isso ocorre

principalmente porque o segundo termo do numerador na equação (4) se torna mais

significativo em concentrações mais altas de substrato. É também interessante notar que o

inibidor (ou grupo de inibidores) se liga mais fortemente à enzima livre (E) do que ao

complexo enzima-substrato (ES). De facto, 2,2 vezes mais fortemente, como pode ser calculado

a partir da razão Ki2/Ki1.

A heterogeneidade da preparação utilizada, um extrato rico em ácidos gimnêmicos, mas

que contém certamente gimnemagenina e derivados da gimnemagenina, para além de muitas

outras substâncias, como os polifenólicos (Satheeshkumar et al., 2014), não invalida a

utilização da equação (4), desde que as proporções relativas de todos os inibidores se

mantenham inalteradas (Chou et al., 1977; Cleland, 1963). Esta é uma condição que se mantém

sempre que são utilizadas várias quantidades da mesma preparação. No entanto, as constantes
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de inibição medidas terão um significado complexo. São certamente funções complexas de

várias constantes de dissociação individuais e de fatores relacionados com a massa total do

extrato e o seu teor em princípios ativos. Não obstante, continuam a fornecer uma estimativa da

força da preparação, expressa em termos da massa que foi adicionada.

4.3. Inibição da absorção de triglicerídeos

A inibição da digestão e da absorção dos triglicerídeos foi claramente demonstrada por

experiências in vivo em camundongos. Pelo que constatamos, esta é a primeira demonstração

experimental do fenômeno. A inibição da lipase pancreática parece desempenhar um papel

significativo no mecanismo subjacente. Existem vários exemplos na literatura de extratos de

plantas que inibem tanto a lipase pancreática como a absorção de triglicerídeos como, por

exemplo, a erva-mate (Fioroto et al., 2022) e o chá roxo (Da Silva et al., 2023). No entanto,

existem outros mecanismos possíveis e importantes, como foi demonstrado para a lipofermata

(Ahowesso et al., 2015) e a cianidina-3-O-glicosídeo (Castilho et al., 2021). Este último

composto, por exemplo, é um fraco inibidor da lipase pancreática, mas um forte inibidor da

absorção de triglicerídeos. Esta observação levou à sugestão de que a cianidina-3-O-glucosideo

poderia inibir uma ou mais etapas (por exemplo, o transporte) na sequência de acontecimentos

que transformam os ácidos graxos livres no trato intestinal em triglicerídeos. A mais provável

destas etapas foi apontada como sendo o transporte de ácidos graxos livres através da

membrana celular dos enterócitos, uma vez que se verificou que o composto inibia a

incorporação de oleato livre fornecido externamente nos triglicerídeos plasmáticos (Castilho et

al., 2021). No presente caso, existem também fortes indícios de que a inibição da lipase

pancreática pode não ser a única razão para a inibição da absorção de triglicerídeos pelo extrato

de G. sylvestre. De fato, ensaios mostraram que o extrato de G. sylvestre também inibia o

aumento dos níveis de triglicerídeos plasmáticos quando o oleato livre e o glicerol eram

administrados a camundongos. A única forma de os enterócitos produzirem um excesso de

triglicerídeos e de os transferirem para o sangue nestas condições é serem abastecidos

extracelularmente com estes compostos através de um sistema de transporte (Stahl et al., 1999;

Schreck e Melzig, 2018). Assim, é razoável levar em conta a hipótese de que o extrato de G.

sylvestre é capaz de inibir o sistema de transporte dos ácidos graxos livres das células

intestinais. Este fenômeno deveria também contribuir para o efeito inibidor global do extrato de

G. sylvestre na absorção das gorduras. A hipótese de um mecanismo inibitório adicional é

igualmente coerente com a dose relativamente baixa de extrato de G. sylvestre que provoca
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uma inibição de 50% da absorção dos triglicerídeos (41,14 mg/kg). A inibição máxima possível

da lipase pancreática em concentrações de substrato saturantes ou quase saturantes (a condição

gastrointestinal mais provável após uma carga de 5 ml/kg de azeite) está limitada a 65,1%, mas

a inibição máxima da absorção de triglicerídeos que foi alcançada nas nossas experiências foi

de 86%. Além disso, se tivermos em conta os resultados obtidos com outros inibidores da lipase

pancreática, como o extrato de chá roxo (Da Silva et al., 2023), a dose de G. sylvestre que

produz uma inibição de 50% da absorção de triglicerídeos deverá ser consideravelmente

superior a 41,14 mg/kg se a inibição da lipase fosse o único mecanismo. De fato, o extrato

aquoso de chá roxo é um inibidor mais forte da lipase pancreática do que o extrato de G.

sylvestre utilizado no presente trabalho, sendo os valores IC50 a concentrações saturantes de

substrato iguais a 170 e 484,6 μg/mL, respetivamente. No entanto, o extrato de chá roxo inibe a

absorção de triglicerídeos em doses consideravelmente superiores a 41,14 mg/kg.

Os efeitos sobre a absorção das gorduras aqui detectados com a preparação “Gymnema

sylvestre 75” parecem ser em grande parte específicos, pois não foram detectados efeitos

semelhantes no que diz respeito à absorção do amido e da glicose. Este fato é um pouco

inesperado, uma vez que duas saponinas da G. sylvestre são relatadas como inibidores

relativamente potentes da absorção eletrogênica da glicose nas células epiteliais intestinais

(Wang et al., 2014). A base experimental desta conclusão, no entanto, são os registos de

captação de glicose em oócitos de Xenopus laevis micro-injetados com cRNA para o

transportador de glicose dependente de sódio 1 (SGLT1). Claramente, são necessárias mais

experiências utilizando modelos de mamíferos ou células de mamíferos para uma clarificação

mais abrangente. Em contraste, a inibição da α-amilase pancreática observada nas nossas

experiências foi mínima dentro da gama de concentrações que produziu a inibição máxima da

lipase pancreática. Com base nos nossos resultados com a α-amilase, não seria de esperar, de

fato, efeitos pronunciados na absorção do amido. Deve sublinhar-se que as determinações do

nosso trabalho se referem a efeitos a curto prazo, praticamente limitados ao ambiente gástrico.

Isto é especialmente relevante para a tolerância à glicose, um parâmetro que também pode ser

afetado por efeitos a médio e longo prazo provocados pelo tratamento prolongado com G.

sylvestre, como demonstrado anteriormente por experiências realizadas com ratos db/db (Li et

al., 2019).

4.4. Compostos do extrato possivelmente envolvidos

A identificação dos compostos exatos responsáveis pelos efeitos inibitórios sobre a

lipase pancreática e os transportadores de ácidos graxos é intrinsicamente difícil, uma vez que

os extratos de plantas são muito complexos em termos de composição química. No entanto, o
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extrato padronizado utilizado no presente trabalho, pela sua própria natureza, contém

certamente grandes quantidades de ácidos gimnêmicos. Este grupo de substâncias corresponde

a uma mistura de 17 saponinas diferentes que é habitualmente utilizada como marcador de

controle de qualidade em preparações comerciais. No entanto, um número considerável de

outros constituintes químicos também foi identificado em G. sylvestre, muitos deles possuindo

gymnemagenina como sua estrutura central ou flavonóides (Tiwari et al., 2014; Jangam et al.,

2023). A gimnemanegina, tal como indicado pelos ensaios de docking molecular, pode ligar-se

muito fortemente à lipase pancreática. O gimnemosídeo B demonstra igualmente uma

capacidade de ligação significativa e é bastante razoável supor que muitas das saponinas

triterpenóides presentes no extrato utilizado no presente estudo partilham propriedades

semelhantes. Outras possibilidades são os flavonóides que possuem kaempferol e quercetina

como estrutura central, que também são constituintes da G. sylvestre (Tiwari et al., 2014;

Jangam et al., 2023). A maioria destas moléculas é conhecida pelas suas propriedades anti-

lipase, que se supõe derivarem basicamente da supressão da absorção de gordura in vivo (Li et

al., 2023). Tal como revelado pelas nossas simulações de docking, o kaempferol e a quercetina

são também previsivelmente inibidores da lipase pancreática com uma capacidade de ligação

teórica semelhante à do orlistate. No entanto, vale a pena mencionar que a quantidade relativa

de polifenólicos no extrato de G. sylvestre utilizado neste trabalho é certamente muito menor do

que o conteúdo em ácidos gimnêmicos ou compostos relacionados.

Foram apresentados vários argumentos que apoiam a hipótese dos componentes do

extrato de G. sylvestre poderem inibir a absorção de ácidos graxos livres. No entanto, os nossos

dados não nos permitem identificar o(s) composto(s) específico(s) envolvido(s) nesta ação.

Como relatado por Castilho et al. (2021), a cianidina-3-O-glucósido, na sua forma pura, é capaz

de inibir a absorção de oleato livre em animais a uma dose excepcionalmente baixa de 0,2

mg/kg. Esta descoberta anterior, combinada com as observações feitas no presente estudo,

sugere que uma investigação mais aprofundada dos efeitos da gimnemagenina pura e dos

ácidos gimnêmicos na absorção de ácidos graxos livres tem potencial para descobrir novos

mecanismos sobre as ações destes compostos.

A nossa discussão sobre os compostos que possivelmente atuam na absorção de

gorduras centrou-se na gimnemagenina e nos ácidos gimnêmicos porque estes compostos são

certamente os mais abundantes no extrato utilizado. No entanto, as transformações químicas e

enzimáticas no ambiente gástrico também devem ser consideradas. Os polifenólicos sofrem

muitas transformações no trato gastrointestinal, como o demonstram numerosos estudos

(Correa et al., 2024). O mesmo se pode dizer dos ácidos gimnêmicos, que são metabolizados

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

estão presentes quando a lipase pancreática é desafiada com o extrato in vitro.

4.5. Tentativas de transladar os efeitos para os humanos

Uma questão pertinente que pode ser formulada é com relação as doses do extrato

normalizado “Gymnema sylvestre 75” que são necessárias para uma inibição significativa da

absorção dos triglicerídeos no homem. A dose que provoca uma inibição de 50% da absorção

das gorduras nos animais (ID50), igual a 41,14 mg/kg, pode ser tomada como ponto de partida.

Extrapolando esta dose dos animais para o homem, um indivíduo de 75 kg necessitaria de

aproximadamente 3,1 g, o que, embora não sendo excessivo, pode não ser totalmente

confortável. No entanto, a conversão direta de doses animais para humanos não tem sido

considerada adequada. Atualmente, o método de normalização da área de superfície corporal é

considerado mais adequado para traduzir doses de animais para seres humanos (Reagan-Shaw

et al., 2007). Utilizando uma fórmula 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 ingestão total de aproximadamente 250 mg para um indivíduo com

75 kg de peso. Esta dose pode eventualmente ser duplicada se pretender uma inibição da

absorção das gorduras superior a 50% sem ultrapassar significativamente a dose diária

recomendada que é de cerca de 400 mg (Shanmugasundaram et al., 1990; Drug.com). Estas

dosagens devem evidentemente ser consideradas como um ponto de partida para futuras

investigações e não constituem de modo algum uma conclusão definitiva.

5. Conclusões

O extrato de G. sylvestre, que pode ser considerado um produto de baixo custo, é capaz

de reduzir a absorção de gorduras em doses relativamente baixas. Trata-se de pelo menos dois

mecanismos: (1) a inibição da lipase pancreática; (2) a inibição do transporte dos ácidos graxos

livres para as células intestinais. Estes efeitos são provavelmente evocados por vários

compostos no extrato, especialmente os que possuem a gimnemagenina como estrutura central,

mas também polifenóis derivados do kaempferol e da quercetina. No entanto, as atribuições

exatas neste domínio continuam a ser uma área aberta para investigações minuciosas. As ações

relatadas (1) e (2) podem certamente contribuir para os efeitos anti-hiperlipidêmicos que têm

sido tradicionalmente atribuídos aos extratos de G. sylvestre. Podem também contribuir para o

controle e o tratamento da síndrome metabólica e da obesidade. No entanto, os resultados aqui

obtidos não excluem a existência de outros efeitos a nível celular em vários órgãos, como
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sugerido por numerosas observações e que ainda estão à espera de ser esclarecidos por

investigações detalhadas.
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ARTIGO 2: Mecanismos hipolipidêmicos 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. Sá-Nakanishi.

RESUMO

A hiperlipidemia é um distúrbio metabólico frequentemente associado à obesidade e à

síndrome metabólica, sendo reconhecida como um fator de risco significativo para o

desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Embora haja um interesse crescente no uso de

agentes fitoterápicos, as evidências científicas que comprovam a eficácia de plantas medicinais

no manejo da hiperlipidemia aguda ainda são limitadas. Gymnema sylvestre, amplamente

utilizada na medicina tradicional, especialmente na medicina ayurvédica e chinesa, destaca-se

por suas propriedades anti-hiperglicêmicas e hipolipemiantes. A espécie contém compostos

bioativos promissores, com potencial para modular a homeostase metabólica de forma eficaz.

Desse modo, este estudo avaliou os efeitos preventivos do extrato padronizado de G. sylvestre

75 no perfil lipídico, 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 três

dias consecutivos por administração intragástrica. A hiperlipidemia aguda foi induzida por uma

única injeção intraperitoneal de tiloxapol (400 mg/kg), e os animais foram eutanasiados 24

horas após, e o sangue e fígado coletados para as análises bioquímicas. O tratamento atenuou

significativamente a hiperlipidemia induzida pelo tiloxapol, como evidenciado pela redução de

triglicerídeo sérico, colesterol total, VLDL, glicose em jejum e índice HOMA-IR. Além disso,

o extrato melhorou significativamente o estado oxidativo no plasma e no tecido hepático,

reduziu a resistência à insulina e aumentou o índice HOMA-β. A avaliação dos ácidos

gimnêmicos foi validada e normalizada a 78,3% de acordo com as especificações do fabricante.

Embora a gimnemagenina tenha apresentado baixa probabilidade de ancoragem tanto para o

receptor PPARα como para o PPARγ, as simulações de dinâmica molecular indicaram uma

interação estável para ambos os receptores. Coletivamente, estes resultados demonstram que a

G. sylvestre exerce efeitos hipolipidêmicos, anti-hiperglicêmicos e antioxidantes robustos,

potencialmente mediados pela ativação do PPARα e PPARγ. Estes resultados apoiam o

potencial terapêutico da G. sylvestre como estratégia complementar para a prevenção e controle

da hiperlipidemia aguda e dos distúrbios metabólicos associados.

Palavras-chave: gimnemagenina; docking molecular; resistência à insulina; índice HOMA.
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1. INTRODUÇÃO

A hiperlipidemia, definida por níveis plasmáticos elevados de triglicerídeos e colesterol,

é um fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares

(Abass et al., 2022; Singh et al., 2017). O aumento da prevalência global da hiperlipidemia é

atribuído principalmente a padrões alimentares pouco saudáveis e a estilos de vida sedentários,

apresentando desafios significativos para os sistemas de saúde pública (Mahboob, 2024). As

perturbações do metabolismo dos lipídios estão estreitamente associadas a um aumento da

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), que contribuem para o aumento do estresse

oxidativo nos tecidos periféricos (Zalba et al., 2001). As EROs são moléculas altamente

reativas que contém elétron não emparelhados, geradas fisiologicamente durante o metabolismo

celular. No entanto, quando produzidas em excesso, as EROs podem induzir danos oxidativos

em lípidios, proteínas e ácidos nucleicos, prejudicando assim a função celular e

desempenhando um papel central na patogênese da aterosclerose (Madamanchi et al., 2005).

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, as doenças cardiovasculares são

responsáveis por cerca de 17,9 milhões de mortes por ano (WHO, 2021). As evidências de

ensaios clínicos em grande escala demonstraram que intervenções eficazes de redução dos

lipídios séricos podem reduzir significativamente a mortalidade (Hurtado-Roca et al., 2017). Os

tratamentos hipolipidêmicos atuais, como os fibratos, a niacina, as estatinas e os sequestrantes

de ácidos biliares, estão associados a uma série de efeitos secundários, incluindo lesões

musculares graves, diarreia, náuseas, irritação gástrica, disfunção hepática e renal e secura da

pele (Beshir et al., 2021). Além disso, estudos recentes sugerem que a utilização prolongada de

inibidores da biossíntese do colesterol pode ter um impacto negativo na neurotransmissão

cerebral (Salem et al., 2011). Tendo em conta estas preocupações, a procura por compostos

bioativos eficazes capazes de modular o metabolismo lipídico e, ao mesmo tempo, reduzir o

estresse oxidativo tornou-se cada vez mais importante (Al-Hiari et al., 2011). Nos últimos anos,

os compostos bioativos naturais têm atraído um interesse crescente no controle de distúrbios

metabólicos, como a hiperlipidemia, devido às suas propriedades antioxidantes, anti-

inflamatórias e hipolipemiantes (Ramos et al., 2021). As plantas e os produtos derivados de

plantas oferecem uma vantagem significativa para o tratamento devido aos seus diversos

metabólitos secundários bioativos e mecanismos de ação pleiotrópicos (Ononamadu et al.,

2019). As interações sinérgicas ou multifatoriais entre as moléculas do extrato podem melhorar

os efeitos biológicos, para além de tender a ser compostos naturais de menor custo quando

comparados com os sintéticos (Wagner e Ulrich-Merzenich 2009).

A G. sylvestre é uma planta indígena (família Asclepiadaceae), utilizada na medicina

ayurvédica, bem como na medicina complementar e alternativa, como tratamento naturopático
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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 chá ou mastigando diretamente as suas folhas, a G. sylvestre transitou

sem problemas para regimes dietéticos modernos, estando disponível nas formas de pó,

comprimido e pastilha (Reddy, 2022). Sabe-se que as folhas de G. sylvestre contém

aproximadamente 18 ácidos gimnêmicos (AG) distintos, cada um caracterizado por diferenças

sutis nas moléculas de açúcar ligadas à gimnemagenina, que constituem a sua espinha dorsal

sapogenínica. Os AG são saponinas triterpenóides do tipo oleanano e são considerados os

principais fitoquímicos ativos na preparação. Atualmente, a qualidade dos extratos, das

formulações nutracêuticas e dos suplementos alimentares que contêm G. sylvestre é avaliada

pelo teor de AG (Patil et al., 2013; Di Fabio et al., 2014). O extrato de Gymnema sylvestre 75 é

muito utilizado em farmácia de manipulação e corresponde a um extrato concentrado contendo

cerca de 75% de ácidos gimnêmicos.

As preparações de Gymnema não foram aprovadas como medicamentos na Europa, mas

são comercializadas como ingredientes de certos suplementos alimentares, isoladamente ou em

combinação com outras ervas e/ou micronutrientes. Como suplemento alimentar, é utilizado

sem supervisão médica, mas é concebível que os suplementos alimentares à base de Gymnema

possam também ser consumidos sozinhos ou em combinação com medicamentos antidiabéticos.

Alguns estudos em animais mostraram que a G. sylvestre diminuiu os níveis de glicose

e triglicerídeos, colesterol-LDL e colesterol total no sangue quando o extrato foi administrado

durante pelo menos 21 dias após 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 redução significativa nos níveis de

colesterol total, triglicerídeos, LDL e VLDL, enquanto aumentou os níveis de HDL quando

administrado por 8 semanas após a instalação da obesidade (Singh et al., 2017; Kumar et al.,

2013; Pothraju et al., 2016). Esses efeitos clínicos foram atribuídos à capacidade do extrato de

G. sylvestre de aumentar a secreção de insulina, promover a regeneração das células das ilhotas

pancreáticas, aumentar a utilização periférica de glicose e inibir a absorção 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 (PPARγ) é uma proteína alvo bem

caracterizada no tratamento de hiperlipidemia e diabetes tipo 2 (Tyagi et al.,2011). Numerosos

compostos foram relatados como agonistas de PPARγ, destacando sua relevância como alvo

terapêutico.

Recentemente, o nosso grupo de investigação revelou que a preparação comercial do

extrato rico em AG (G. sylvestre 75) inibiu a enzima lipase pancreática de forma dependente da
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concentração, com IC50 de 484,6 μg/mL (Santos et al., 2025). Este fenômeno refletiu-se na

inibição da absorção do triglicerídeo pelas células do epitélio intestinal, com ID50 de 41 mg/kg

de peso corporal, que resulta não só da inibição da lipase, mas também da inibição do

complexo mecanismo de transporte e reesterificação dos ácidos graxos pelas células intestinais.

Embora tenham sido realizados alguns estudos científicos centrados na bioatividade

hipolipidêmica da G. sylvestre, todos eles revelaram a ação terapêutica do extrato após a

doença instalada em tratamento a longo prazo. Além disso, em todas as publicações a ação

hipolipidêmica do extrato foi avaliada em condições de hiperlipidemia associadas a doenças 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 ácido gimnêmico (“Gymnema

sylvestre 75”) sobre o metabolismo sistêmico no modelo animal de hiperlipemia induzida por

tiloxapol, um modelo agudo de hiperlipidemia. O estudo irá elucidar o potencial agonístico de

fitoquímicos de G. sylvestre com proteína PPARα e PPARγ usando docking molecular e

diferentes parâmetros de simulações de dinâmica molecular,

Tiloxapol (Triton WR-1339) é um tensoativo não iônico normalmente utilizado para

induzir hiperlipidemia aguda em modelos animais experimentais. Atua inibindo a atividade da

lipoproteína lipase e impedindo a absorção de lipoproteínas pelos tecidos extra-hepáticos,

resultando em níveis elevados de lipídios circulantes. Além disso, o tiloxapol estimula a síntese

hepática de colesterol (HMG-CoA redutase) e aumenta a absorção intestinal de lipídios através

da emulsificação. Devido a estas propriedades, o tiloxapol é amplamente utilizado para estudar

as alterações do metabolismo lipídico e para avaliar a eficácia de candidatos a agentes

hipolipidêmicos em estudos pré-clínicos (Sousa et al., 2017; Goldfarb 1978).

2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Reagentes e extrato

ABTS (ácido 2,2-azinobis (3-etilbenotiazolina-6-sulfónico), DPPH (2,2-di-fenil-1-

picril-hidrazil), ácido etileno diaminotetracético (K3EDTA), 2,4, 6-tripiridil-s-trizina (TPTZ),

Tris, DNPH (2,4-Dinitrofenil-hidrazina), 1,1,3,3-Tetraetoxipropano, ácido oleico, foram

adquiridos à Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO, EUA). O extrato concentrado de folhas de

Gymnema sylvestre (“Gymnema sylvestre 75”) foi adquirido de uma farmácia de manipulação

local (Manipulação Farmácias São Paulo, Maringá, PR), fabricado pela SM Pharmaceutical

Enterprise®. Data de fabricação: 03 de março de 2022, Número do lote: 22C26-B025-090888,

Gymnema sylvestre 75 é uma preparação fitoterápica disponível comercialmente derivada do

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

possível (>95%).

2.2 Ensaios antioxidantes e teor de fenólicos e aminoácidos no extrato

Três ensaios químicos distintos foram empregados para avaliar a atividade antioxidante

do extrato: poder redutor férrico (FRAP), eliminação do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

(DPPH) e descoloração do cátion radicalar 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)

(ABTS⁺) (Correa et al. (2024). Diluições seriadas dos diferentes extratos foram preparadas e

utilizadas nesses ensaios. A porcentagem de eliminação de radicais para DPPH e ABTS foi

calculada usando a equação: [(Abs controlo - Abs amostra) / Abs controle] × 100. Os resultados

foram expressos como valores IC₅₀, representando a concentração de extrato (µg/mL)

necessária para inibir 50% da atividade radicalar.

Os resultados de FRAP foram expressos como k₍FRAP₎, definido como a inclinação

inicial da regressão linear obtida a partir do gráfico da absorbância versus concentração do

extrato, em unidades de min-¹. Esse parâmetro reflete uma constante de velocidade de pseudo-

primeira ordem, indicando a velocidade na qual o íon férrico é reduzido na presença do extrato

(Souza et al., 2025).

O teor de fenólico total do extrato foi quantificado utilizando o método de Folin-

Ciocalteu e expresso em equivalentes de ácido gálico (GAE) por g de extrato, tal como descrito

por Singleton e Rossi (1965).

O conteúdo de aminoácidos totais foi determinado utilizando o ensaio da ninidrina. A

quantificação foi efetuada com base numa curva de calibração construída com padrões de

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

2.3 Quantificação do perfil fenólico do extrato de G. sylvestre

O extrato seco foi ressuspenso em solução aquosa de etanol (80:20 v/v), a uma

concentração de 10 mg/mL, e filtrados (0,2 µm). O perfil fenólico do extrato foi determinado

por cromatografia líquida (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 ionização por electrospray funcionando em modo

negativo (Linear Ion Trap LTQ XL, Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). O nitrogênio foi

utilizado para nebulização (50 psi); o sistema foi operado com uma tensão de pulverização de 5

kV, uma temperatura de fonte de 325 °C, uma tensão capilar de -20 V. A voltagem do tuvbo de

focalização foi mantida em -66 V. A varredura completa cobriu um intervalo de m/z 100 a 1800

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

com as suas caraterísticas cromatográficas, pela sua retenção, espectros de absorção e

caraterísticas de massa em comparação com os compostos padrão obtidos e com a literatura.

Para a análise quantitativa, foram utilizadas curvas de calibração preparadas com padrões

adequados. Os resultados foram expressos em mg por g de extrato seco (mg/g) como média ±

desvio padrão de três análises independentes.

2.4 Animais

Todos os experimentos com animais foram previamente aprovados pelo Comitê de

Ética em Experimentação Animal da Universidade Estadual de Maringá (protocolo número

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 libidum com uma dieta padrão de laboratório (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 três grupos seguintes: animais tratados com água

(Controle), animais tratados com água e injeção de tiloxapol (Grupo hiperlipidêmico); animais

tratados com extrato de G. sylvestre e injeção de tiloxapol (Grupo hiperlipidêmico tratado).

A dose do extrato utilizada neste estudo foi determinada com base em investigações

preliminares e corroborada por relatórios 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 3º dia de tratamento, a

hiperlipidemia foi induzida intraperitonealmente pela administração de tiloxapol em dose única

de 400 mg/kg de peso corporal.

2.6 Teste de tolerância oral à glicose e ao piruvato em animais

Os níveis de glicose no sangue foram quantificados em animais em jejum (tempo zero)

e 30, 60, 90 e 120 minutos após a administração de uma carga de glicose (1,5 g/Kg) por via oral

(oGTT). O sangue foi coletado por punção venosa da cauda, e o teor de glicose quantificado

através de glicosímetro (Accucheck Active®).

Para a avaliação da gliconeogênese a partir do piruvato, os níveis de glicose no sangue

foram monitorizados em jejum (tempo zero) e após a administração de uma carga de piruvato

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

resultados foram apresentados ao longo do tempo após a administração de piruvato de sódio (0,

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

2.7 Coleta de amostras de sangue e de fígado

Os animais em jejum de 18 h. foram anestesiados com a associação de cetamina +

xilazina (90 e 9 mg/Kg, i.p.), as amostras de sangue foram obtidas por punção da veia cava

inferior com ácido etileno diaminotetracético de potássio (K3EDTA) e centrifugadas a 3.500 g

(15 min.). O plasma obtido após centrifugação do sangue foi aliquotado para análise posterior.

O fígado foi removido e congelado imediatamente em nitrogênio líquido e mantido a -80 ºC

para avaliação dos parâmetros oxidativos.

2.8 Insulina plasmática e marcadores de resistência à insulina

Os níveis de insulina plasmática foram quantificados por radioimunoensaio (RIA), em

contador gama (Wizard2 Automatic Gamma Counter, TM-2470, PerkinElmer®, Shelton, CT,

EUA). Foi utilizada como padrão 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 Iodo125 (PerkinElmer, Shelton CT, EUA). Os coeficientes de

variação intra-ensaio situaram-se no intervalo de 8-10 %. O limite de deteção foi de 0,006

ng/ml. As medições foram efetuadas num único ensaio.

O modelo de avaliação da homeostase da resistência à insulina (HOMA-IR) foi

utilizado como um índice fisiológico para avaliar a resistência à insulina. O HOMA-IR foi

calculado multiplicando a concentração de glicose no sangue em jejum (mg/dL) pela

concentração de insulina sérica em jejum (ng/mL) e dividindo o resultado por 22,5. Para

estimar a capacidade secretora das células beta pancreáticas, foi utilizado o modelo de

avaliação da função de células beta (HOMA-β). Este índice foi obtido a partir das

concentrações de glicose e insulina em jejum, através da seguinte fórmula: (HOMA-β) =

(insulina em jejum [ng/mL] × 20 / glicose em jejum [mg/dL]) - 3,5 (Torrezan et al., 2019).

Adicionalmente, foi calculado o índice triglicerídeo-glicose (TyG), um marcador

preditivo de resistência à insulina e doença cardiovascular, através da fórmula: Índice TyG =

Ln [triglicerídeos em jejum (mg/dL) × glicose em jejum (mg/dL) / 2] (Araújo et al., 2022).

2.9 Parâmetros bioquímicos

Os níveis plasmáticos de colesterol total (CT), triacilglicerol (TAG), lipoproteína de alta

densidade (HDL) e glicose foram determinados usando kits de reação disponíveis
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comercialmente (Labtest Diagnóstica, MG, Brasil). Os níveis plasmáticos de lipídios e glicose

foram expressos em mg/dL.

Os níveis de colesterol não HDL foram calculados pela diferença entre os níveis de

colesterol total e HDL-colesterol (da Rocha et al.,2009). Refere-se à quantidade de colesterol

transportada por todas as lipoproteínas aterogênicas (prejudiciais) no sangue. O índice de risco

cardíaco (IRC) foi obtido através da razão entre triacilgliceróis e HDL (Shanmugasundaram et

al.,1989).

As atividades da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato aminotransferase (AST),

quantificadas como marcadores de lesão hepática, foram determinadas utilizando-se kits de

ensaio comercialmente disponíveis (Labtest Diagnóstica, MG, Brasil). As atividades

enzimáticas foram expressas em U/L.

2.10 Parâmetros oxidativos

O fígado clampeado foi homogeneizado em tampão fosfato (100 mM, pH 7,4), 10% p/v

com a ajuda de um homogeneizador Van Potter-Elvehjem. Alíquotas de homogenato foram

centrifugadas a 11 000 g (15 min.) e o sobrenadante obtido após a centrifugação foi separado

para análise posterior.

Os grupos carbonilas das proteínas foram medidos espectrofotometricamente no

sobrenadante do homogenato de fígado e no plasma utilizando 2,4-dinitrofenil-hidrazina

(DNPH), tal como descrito anteriormente (Levine et al., 1990). O coeficiente de extinção molar

(ε) de 2,20 × 104 M-1cm-1 foi utilizado nos cálculos e os resultados foram expressos em nmol de

grupos carbonil por mg de proteína.

Os níveis de lipoperóxidos foram quantificados no homogenato de fígado por meio do

ensaio TBARS (ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) (Buege et al., 1978). O

conteúdo em TBARS foi calculado a partir da curva padrão preparada com 1,1',3,3'-

tetraetoxipropano, e os resultados foram expressos em nmol por mg de proteína.

As atividades da catalase e da superóxido dismutase (SOD) foram analisadas por

espectrofotometria no sobrenadante do homogenato de fígado. A atividade da catalase foi

estimada a 240 nm a partir da diminuição da absorbância do H2O2 (substrato) (Bergmeyer

1974). A atividade da SOD foi estimada pelo método de autooxidação 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 proteínas.

A concentração de grupos tióis totais no plasma foi determinada utilizando o reagente

DTNB (ácido 5,5'-ditiobis-(ácido 2-nitrobenzóico)), conforme descrito por Ellman (1959), com

adaptações. A reação com DTNB (10 mM) ocorreu por 15 minutos de incubação à temperatura
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ambiente e protegido da luz, e em seguida a absorbância foi lida a 412 nm em

espectrofotômetro. A concentração de tióis foi calculada utilizando o coeficiente de extinção

molar de 13.600 M⁻¹·cm⁻¹, sendo os resultados expressos em μmol de tióis 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 padrão

de albumina (Singleton e Rossi, 1965).

2.11 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda oral foi conduzida de acordo com as diretrizes estabelecidas pela

Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE), Test Guideline 425.

Ratos em jejum (12h) com livre acesso a água, previamente pesados, receberam uma dose

única intragástrica do extrato a 2.000 mg/kg de peso corporal. O grupo controle recebeu apenas

veículo (água). Cada animal foi monitorado individualmente durante os primeiros 30 minutos

após a administração e depois foram realizadas observações durante as 4 e 24 horas seguintes.

Além disso, os animais foram observados pelo menos duas vezes por dia durante um período de

14 dias. Os sinais clínicos de toxicidade, incluindo letargia, hipertermia, prurido, respiração,

consistência das fezes, alterações comportamentais, diaforese ou outros efeitos adversos, bem

como a mortalidade, foram registados durante todo o período de observação. Também foi

investigado a possibiliadde de lesão hepática apos o tratamento por três dias consecultivos com

o extrato na dose de 400 mg/kg. Para tanto, as atividades plasmáticas da alanina amino-

transferase (ALT) e da aspartato-aminotransferase (AST) foram determinadas por meio de

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

2.12 Previsão farmacocinética pelo SwissADME

A triagem farmacocinética in silico (ADME) e a avaliação da semelhança com drogas

foram realizadas usando a ferramenta online gratuita SwissADME, desenvolvida pelo Instituto

Suíço de Bioinformática (Daina et al., 2017). Esta plataforma foi utilizada para estimar as

propriedades farmacocinéticas individuais (ADMET) e os parâmetros de semelhança 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) canônico para cada composto. Estas cadeias SMILES foram depois

utilizadas como entrada para a estimativa de parâmetros 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 investigação adicional

como potenciais contribuintes para o efeito de redução de lípideos observado. Foram avaliadas
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as seguintes propriedades ADMET: absorção gastrointestinal (GI); permeação da barreira

hemato-encefálica (BBB); inibição do sistema do citocromo P450; e substrato da glicoproteína

de permeabilidade (P-gp). Além disso, a semelhança com o fármaco foi avaliada utilizando:

parâmetros de semelhança com o fármaco (ADME): Filtro de Lipinski e pontuação de

biodisponibilidade.

2.13 Docking molecular

Com intiuito de investigar o principal fitoquímico identificado no extrato responsável

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 análises in silico subsequentes. A estrutura do

PPARγ e PPARα (PDBid: 2XKW, resolução de 2,02 Å), 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, resolução de

2,60 Å) (Montanari et al., 2009). Todas as moléculas de água foram removidas. O complexo

PPARγ e PPARα (3B3K-P1B) foi minimizado e validado com o gráfico de Ramachandran

(Gopalakrishnan et al., 2007). Foram utilizados os softwares AutoDock Vina (Trott e Olson

2010), implementado na interface gráfica Pyrx 0.8 (Dallakyan et al., 2015), e GOLD (Jones et

al., 1997). Os parâmetros para ancoragem molecular foram estabelecidos através da redocking

de P1B e PEM no complexo minimizado com PPARγ e PPARα respectivamente usando

bibliotecas de dinâmica 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 quadrático

médio da raiz (RMSD) entre duas poses abaixo de 2,0 Å (Tuccinardi et al., 2014) usando o

servidor de cálculo de distância de pose de acoplamento (https://zhanggroup.org/DockRMSD/).

A pontuação média relativa (MRS) foi calculada a partir da pontuação média de

acoplamento de cada composto em quatro simulações realizadas com cada programa (Equação

2) (Souza et al., 2025). Nessa equação, MRS é o score médio relativo, Np, o número de

programas de docagem molecular usados nas simulações, “Sp1” significa o escore médio do

composto em quatro simulações usando o programa AutoDock Vina, enquanto “BSp1” denota

o maior score observado entre os compostos da biblioteca no programa AutoDock Vina; o

mesmo conceito se aplica aos resultados do programa Gold, mas aqui será usado Sp2 e BSp2.

A MRS permite a classificação dos compostos com o PPARα e o PPARγ utilizando o ligante

PEM e P1B como referência, respectivamente.
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2.14 Dinâmica molecular

Para quantificar e clarificar as pontuações de acoplamento molecular, foram efetuadas

simulações prolongadas de dinâmica molecular (MD) com todos os átomos equilibrados

durante 50 ns. O modelo de água TIP3P foi utilizado para a solvatação, com variáveis

moléculas de água para cada ligante. Os sistemas foram solvatados e neutralizados com ions

Na+. Após a minimização da energia, o equilíbrio e a simulação MD de 50 ns, as alterações

estruturais e o comportamento dinâmico foram avaliadas. O RMSD relacionado com a

modificação da estrutura, o raio de giro para o grau de compactação de uma proteína e a

flutuação da raiz quadrada média (RMSF) relacionada com a estabilização dos resíduos foram

calculados a partir dos átomos da cadeia principal da proteína após o alinhamento das estruturas

na estrutura de referência utilizando VMD. As simulações de MD foram realizadas no

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

2.15 Cálculos e critérios estatísticos

A interpolação numérica para a determinação da IC50 (concentrações necessárias para

reduzir 50% da atividade) foi efetuada utilizando o software Scientist da MicroMath Scientific

Software (Salt Lake City, UT). Os resultados são apresentados como média ± EPM de análises

independentes (n=4-6). As análises estatísticas foram efetuadas através de uma análise de uma

variância (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey. Isto permitiu-nos determinar

diferenças significativas entre os diferentes grupos de tratamento, p<0,05. Os resultados

estatísticos detalhados, incluindo valores de p, tamanhos de amostra (n) e estatísticas de teste,

são fornecidos para cada figura e tabela.

3. RESULTADOS

3.1 Atividade antioxidante e teores fenólicos totais do extrato de G. sylvestre

Como etapa inicial da caracterização 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 IC50, os quais representam a concentração do extrato necessária para neutralizar 50%

dos respectivos radicais durante o período de incubação (ver seção de Materiais e Métodos para

detalhes dos ensaios). O extrato apresentou maior capacidade antioxidante no ensaio ABTS

quando comparado ao DPPH, conforme observado pelos menores valores de IC50 para o

primeiro. A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada posteriormente pela capacidade
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de reduzir íons férricos, que foi de 0,017 min-1. Considerando que a capacidade antioxidante

dos extratos vegetais está frequentemente relacionada ao teor de grupos fenólicos, este ultimo

foi quantificado e o resultado apresentado na Tabela 1 revela valores de 29,00 mg de

equivalente de ácido gálico por grama de extrato. A Tabela 1 também apresenta a concentração

de aminoácidos do extrato que foi de 61,10 μmols por g de extrato.

Tabela 1: Atividade antioxidante, grupos fenólicos e conteúdo de aminoácidos no extrato de
Gymnema sylvestre

Parâmetro Extrato de Gymnema sylvestre

ABTS (IC50 ) (µg/mL) 83,69 ± 8.030

DPPH (IC50 ) (µg/mL) 217,99 ± 20,91

FRAP (KFRAP ) (mín -1 ) 0,017 ± 0,001

Grupos fenólicos (mg GAE eq)/g) 29,00 ± 4.026

Conteúdo de aminoácidos (μmol/g) 61,10 ± 4.501

Os dados são representados como média ± erro padrão médio (n = 4). GA: Ácido gálico.

3.2 Perfil fenólico do extrato de G. sylvestre

Na tentativa de caracterizar o perfil fenólico do extrato, foram realizadas análises

cromatográficas associadas ao espectro de massas. Os resultados são apresentados na Tabela 2.

Os compostos fenólicos individuais foram identificados provisoriamente de acordo com seu

tempo de retenção (Rt), comprimento de onda de absorbância máxima (λmax), íon

pseudomolecular ([M−H]–) e respectivo padrão de fragmentação (MS2). Foi possível identificar

vinte e seis compostos fenólicos: três ácidos fenólicos, vinte flavonoides e três saponinas

triterpenoides. Os flavonoides são principalmente derivados glicosilado contendo kaempferol

ou quercetina (aglicona) como núcleo central. Também foi encontrado com a análise

exploratória do extrato gimnemosideos, gimnemagenina e derivados de gimnemosídeo. Ao

contrário de todas as outras moléculas, estas não foram quantificados devido à ausência de uma

curva de padrão. Entretanto, de acordo com o laudo do fornecedor (SM Pharma), o extrato

padronizado contém 78,3% de ácidos gimnêmicos.

As moléculas encontradas em maiores quantidades no extrato foram os flavonoides, que

constituíram quase 90% do conteúdo fenólico total. Os principais flavonoides identificados e

quantificados foram kaempferol-3-O-glucosil-dirhamnosil-galactosídeo (0,64 mg/g) e

quercetina-3-O-cumaril-feruloil-soforosídeo (0,54 mg/g). Todos os outros flavonoides

quantificados foram derivados ou de quercetina ou de kaempferol. Os ácidos fenólicos mais

abundantes encontrados foram o ácido protocatecuico-4-glicosídeo (0,79 mg/g) seguido por 1-

O-protocatecuil-β-xilose (0,33 mg/g) e trans-p-cumaril-β-d-glicopiranosídeo (0,061 mg/g).
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Tabela 2: Tempo de retenção (Rt), comprimentos de onda de máxima absorção na região do
visível (λ max), dados espectrais de massa, identificação e quantificação (mg/g de extrato) de
compostos fenólicos no extrato de G. sylvestre.
Nq: não quantificado. Curva de calibração utilizada: ácido gálico (y = 131538x + 292163, R2 = 0,9969,
LOD = 8,05 μg/mL e LOQ = 24,41 μg/mL); ácido clorogênico (y = 168823x - 161172; R2 = 0,9999; LOD
= 0,20 µg/mL; LOQ = 0,68 µg/mL); ácido clorogênico (y = 168823x - 161172; R2 = 0,9999; LOD = 0,20
µg/mL; LOQ = 0,68 µg/mL); quercetina 3-O-glicosídeo (y = 34843x – 160173; R2 = 0,9998; LOD = 0,21
µg/mL; LOQ = 0,71 µg/mL)

3.3 Efeitos do extrato de G. sylvestre no perfil lipídico e marcadores cardíacos em animais

hiperlipidêmicos

Considerando que o extrato de G. sylvestre inibiu a absorção de triglicerídeos em

células intestinais de animais (Santos et al., 2025), outros possíveis mecanismos de ação de G.

sylvestre foram investigados em modelos de hiperlipidemia aguda in vivo. A Figura 1 revela o

Pico Rt
(min)

λmáx
(nm)

[MH] -
m/z MS 2 ( m/z ) Identificação provisória Mídia ± sd

1 5.16 279 315 153(100),109(8) Ácido protocatecuico-4-glicosídeo 0,790±0,03
2 8.32 278 285 153(100).109(18) 1- O -Protocatecuil-β-xilose 0,331±0,01
3 11.06 315 325 163(100),135(21) trans-p-cumaroil-β-d-glucopiranosídeo 0,061±0,002

4 12,47 336 771 609(41),505(100),285(14) Kaempferol-3- O -β-d-diglucopiranosídeo 7-
O -β-d-glucopiranosídeo 0,512±0,001

5 14,86 334 755 593(100),447(24),285(9) Kaempferol-3- O -glucosil-ramnosil-
galactosídeo 0,525±0,002

6 15,55 328 1109 933(100),787(51),301(21) Quercetina 3-(2- p -cumaroil-feruloil-
soforosídeo)-7-glicosídeo 0,495±0,001

7 15,99 328 785 609(100),429(38),285(21) Kaempferol-3- O -feruloil-soforosídeo 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 18.14 325 1063 917(51),755(100),575(33),285(5) Kaempferol-3- O -glucosil-dicoumaroil-
dihexosídeo 0,472±0,0004

11 18.43 328 1123 947(100).771(61),625(46),301(8) Quercetina-3- O -cumaroil-diferuloil-
soforosídeo 0,4688±0,0002

12 20.07 327 947 771(100),625(25),301(14) Quercetina-3- O -cumaroil-feruloil-
soforosídeo 0,548±0,003

13 20h45 317 917 771(100),631(30),285(18) Kaempferol-3-(2- p -cumaroil-soforosídeo)-
7-glicosídeo 0,524±0,002

14 20,69 326 1285 933(100),787(48),463(26),301(7) Quercetina-3-(2- p -cumaroil-diferuloil)-
sofotriósido 0,476±0,0003

15 21.21 328 1255 1109(100),933(68),625(11),301(6) Quercetina-3-(2- p -dicoumaroil-feruloil)-
sofotriósido 0,484±0,0004

16 21,52 326 1257 933(100),301(25) Quercetina-3-(2- p -cumaroil-
soforotriosídeo)-7-soforosídeo 0,492±0,001

17 22,57 326 931 755(100),593(40),447(24),285(9) Kaempferol-3- O -glucosil-ramnosil-feruloil-
galactosídeo 0,515±0,002

18 23.04 318 901 609(100),447(19),285(7) Kaempferol-3- O -glucosil-dirhamnosil-
galactosídeo 0,640±0,006

19 23,67 323 961 785(100),609(74),285(12) Kaempferol-3 -O- diferuloil-soforosídeo 0,475±0,0005

20 23,87 318 1239 1063(100),917(68),771(41),285(10) Kaempferol-3-(2- p -dicoumaroil-feruloil)-
soforotriosídeo 0,468±0,0002

21 24.03 319 1299 1123(100),947(61),771(32),625(27),301(7) Quercetina-3- O -cumaroil-triferuloil-
soforosídeo 0,4717±0,0003

22 24,28 323 931 623(100),315(26),301(8) 4- O -Metilquercetina-rutinosil-rutinosídeo 0,468±0,0003

23 24,91 322 1269 1093(100),917(54),325(41),301(12) Quercetina-3- O -dicumaroil-diferuloil-
soforosídeo 0,483±0,001

24 30.04 322 681 505(100),301(45) Quercetina-3- O -feruloil-acetilhexosídeo 0,471±0,0004
25 31.31 278 827 665(100),489(61),421(6) Gymnemoside nq
26 32,48 279 945 813(100),651(33),489(7) Derivado de gimnemosídeo nq

Ácidos fenólicos totais 1,18±0,04
Flavonóides totais 9,95±0,01

Compostos fenólicos totais 11,13±0,02
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efeito do extrato no perfil lipídico de animais hiperlipidêmicos induzidos por tiloxapol.

Conforme esperado, o modelo experimental apresentou níveis elevados de triglicerídeos séricos

e colesterol total, em concordância com dados previamente descritos na literatura (Souza et al.,

2017). Esses aumentos foram 26 e 4 vezes maiores respectivamente em relação ao grupo

controle. O tratamento com G. sylvestre impediu esse aumento em 1,9 e 1,4 vezes, mas ainda

manteve os níveis mais elevados do que os do controle. O aumento do conteúdo de

triglicerídeos refletiu no aumento do colesterol-VLDL em grau semelhante ao mesmo no grupo

hiperlipidêmico. O tratamento, por sua vez, bloqueou parcialmente esta elevação, de forma

semelhante ao efeito sobre o conteúdo de triglicerídeos. O colesterol HDL não foi modificado

nem pela hiperlipidemia nem pelo tratamento com G. sylvestre. Os teores de triglicerídeos e

HDL foram utilizados para calcular o risco cardiovascular pela razão entre eles. Este índice foi

34 vezes maior em animais hiperlipidêmicos do que em animais controle, e o extrato bloqueou

esse aumento, reduzindo-o pela metade. O perfil lipídico também foi utilizado para calcular o

conteúdo de colesterol não-HDL, outro marcador cardiovascular, que foi bastante elevado pela

hiperlipidemia, mas o extrato prejudicou parcialmente esse aumento, reduzindo em 5 vezes o

valor da condição hiperlipídica.
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Figura 1. Efeito do extrato de Gymnema sylvestre sobre os lipídios séricos e marcadores plasmáticos
em animais hiperlipidêmicos. A hiperlipidemia foi induzida pela administração de tiloxapol (400 mg/kg)
conforme descrito na seção de material e métodos. O tratamento foi realizado durante três dias com G.
sylvestre (400 mg/kg) previamente à indução da hiperlipidemia. Cada valor representa a média ± erro
padrão média de 4-6 animais. Co: controle; Hyp: animais hiperlipidêmicos; Hyp+Gs: animais tratados
submetidos à hiperlipidemia. * e #: Diferença estatística em relação ao grupo controle e hiperlipidêmico
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 glicêmico e marcadores de resistência à

insulina em animais hiperlipidêmicos

A Fig. 2 mostra o efeito de G. sylvestre na glicemia de jejum, nos níveis de insulina, no



59
índice HOMA e no teste de tolerância à glicose e ao piruvato em animais hiperlipidêmicos. O

conteúdo de glicose em jejum aumentou em animais hiperlipidêmicos quando comparados ao

grupo controle. Este aumento foi de 24%. O extrato, por outro lado, impediu esta elevação

induzida pela hiperlipidemia, mantendo os níveis de glicose semelhantes aos do grupo controle.

Os níveis de insulina plasmática em jejum foram quantificados (Fig. 2B). Embora o extrato de

G. sylvestre tenha revelado uma tendência a aumentar esse conteúdo, o mesmo não apresentou

significância estatística. Os níveis de glicose e insulina de jejum foram utilizados para calcular

o índice HOMA-IR e o índice HOMA-β (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 níveis 76% superiores aos do controle. Por outro lado, o HOMA-β foi reduzido

pela metade em animais hiperlipidêmicos, e o extrato impediu a redução e a manteve-o

próximo aos níveis do grupo controle.

Para avaliar a capacidade de metabolização da glicose, o perfil glicêmico temporal foi

avaliado após a administração de uma carga de glicose em animais em jejum. A Fig. 2E ilustra

um aumento acentuado no conteúdo de glicose em todos os três grupos, atingindo um pico 30

minutos após a administração do carboidrato. No grupo controle, os níveis de glicose

diminuíram gradualmente ao longo do tempo, enquanto, nos animais hiperlipidêmicos o

declínio foi mais lento, mantendo-o 33,3% mais altos do que os do grupo controle ao final do

experimento. Em contraste, os animais hiperlipidêmicos tratados com o extrato de G. sylvestre

apresentaram perfil de variação dos níveis de glicose semelhante a condição controle, indicando

que o extrato atenuou a alteração induzida pela hiperlipidemia. Uma abordagem alternativa

para representar a variação temporal de glicose após administração de uma sobrecarga da

mesma é através do cálculo da área sob a curva (AUC) do perfil glicêmico ao longo do tempo,

que integra as concentrações de glicose e exclui o tempo como parâmetro independente (Figura

inserida no painel 2E). A AUC não foi alterada pela hiperlipidemia, entretanto, o extrato foi

capaz de reduzi-la a um nível inferior ao do grupo controle.

A velocidade da gliconeogênese foi avaliada in vivo usando o teste de tolerância ao

piruvato (TTP). Neste ensaio, uma carga de piruvato foi administrada a animais em jejum, e os

níveis de glicose sérica foram medidos ao longo do tempo. Os resultados são apresentados

como a área sob a curva (AUC) na Fig. 2F. A AUC aumentou em condições hiperlipidêmicas

em aproximadamente 41% em comparação com o grupo controle. No entanto, o pré-tratamento

com o extrato preveniu efetivamente esse aumento, mantendo os valores em níveis comparáveis

aos do controle.
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Figura 2. Efeito do extrato de Gymnema sylvestre sobre os parâmetros glicêmicos, níveis de insulina e
resistência à insulina no plasma de animais hiperlipidêmicos. A hiperlipidemia foi induzida pela
administração de tiloxapol (400 mg/kg) conforme descrito na seção de material e métodos. O tratamento
foi realizado durante três dias com G. sylvestre (400 mg/kg) previamente à indução da hiperlipidemia.
Cada valor representa a média ± erro padrão médio de 4-6 animais. Co: controle; Hyp: animais
hiperlipidêmicos; Hyp+Gs: animais tratados submetidos à hiperlipidemia. A: glicemia de jejum; B:
níveis de insulina; C: HOMA-IR; D: HOMA-β; D: Perfil glicêmico após sobrecarga oral de glicose; E:
Área sob a curva do perfil glicêmico obtido após sobrecarga de piruvato (PTT). * e #: Diferença
estatística em relação ao grupo controle e hiperlipidêmico 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 fígado e no sangue de

animais hiperlipidêmicos

Considerando que a alteração no metabolismo está diretamente ligada à modificação do

estado oxidativo, alguns marcadores relacionados ao último foram avaliados tanto no plasma

quanto no fígado. Resultados estão ilustrados na Figura 3. A hiperlipidemia aumentou o

conteúdo do grupo carbonila da proteína em 90% e 86% quando comparado ao controle no

fígado (Fig.3A) e no plasma (Fig. 3E), respectivamente. O extrato, por sua vez, impediu

integralmente essa elevação no plasma, mas no fígado reduziu parcialmente este marcador em

27% em relação à condição hiperlipidêmica. Da mesma forma, a hiperlipidemia aumentou os

níveis de TBARS em 80% no fígado, mas o extrato nesse caso não foi capaz de impedir essa

elevação (Fig. 3B). O sistema antioxidante enzimático, ou seja, as atividades da catalase e da

superóxido dismutase, foram prejudicadas pela hiperlipidemia, cujas atividades foram

reduzidas em 26% e 35% em relação ao controle respectivamente. G. sylvestre impediu a queda

atividade da catalase mantendo a níveis semelhantes aos do controle. Já, com relação a

atividade da SOD o extrato impediu parcialmente a queda, mantendo o a níveis pouco abaixo

do controle. A redução do conteúdo do grupo sulfidrila no plasma não foi alterada pela

hiperlipidemia, no entanto, o extrato o elevou ligeiramente o mesmo em comparação aos

grupos controle e hiperlipidêmico (Fig. 3F).
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Figura 3. Efeito do extrato de Gymnema sylvestre sobre o estresse oxidativo no fígado (AD) e plasma
(E e F) de animais hiperlipidêmicos. A hiperlipidemia foi induzida pela administração de tiloxapol (400
mg/kg) conforme descrito na seção de material e métodos. O tratamento foi realizado durante três dias
com G. sylvestre 400 mg/kg previamente à indução da hiperlipidemia. Cada valor representa a média ±
erro padrão médio de 4-6 animais. Co: controle; Hyp: animais hiperlipidêmicos; Hyp+Gs: animais
tratados submetidos à 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 farmacoinformática

in silico para avaliar o potencial de cada molécula em contribuir para o efeito sistêmico. A

ferramenta online SwissADME oferece acesso gratuito a um conjunto de modelos preditivos

E F

A B

C D
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rápidos, porém robustos, para determinação das propriedades físico-químicas, farmacocinéticas,

similaridade de drogas e compatibilidade com a química medicinal. Estes parâmetros são

investigados antes do processo de descoberta do medicamento, quando os compostos em

consideração são numerosos, mas o acesso as amostras físicas é limitado.

Uma biblioteca virtual foi construída considerando que ligações glicosídicas presentes

nos diversos fitoquímicos do extrato apresentam alta probabilidade de serem clivadas no

ambiente gastrointestinal. Portanto, as análises no swissADME foram realizadas basicamente

com agliconas, a saber: gimnemagenina, quercetina, kaempferol e ácido protocatecuico. Os

resultados estão apresentados na tabela 3. Os gimnemosídeos foram excluídos desta tabela

(resultados na Tabela S1, em material suplementar) por apresentarem baixa probabilidade de

absorção gastrointestinal e baixa biodisponibilidade. Uma das razões relacionadas é o elevado

peso molecular destas moléculas. O valor de consenso computado do LogP (uma medida da

lipofilicidade de um composto, indicando sua distribuição entre um solvente não polar, como

octanol e água), para os compostos selecionados variou de 0,66 a 3,20, na seguinte ordem

crescente: ácido protocatecuico, quercetina, kaempferol e gimnemagenina. Por outro lado, o

Log S, um parâmetro que mede a solubilidade de uma molécula em água, apresentou valores

crescentes na seguinte ordem: gimnemagenina < kaempferol < quercetina < ácido

protocatecuico. Parte destes resultados também podem ser observados pelo modelo do ovo

cozido (boiled-egg) (Figura S1), que prevê a absorção gastrointestinal humana passiva (HIA) e

a permeação da barreira hematoencefálica (BHE) de fitoquímicos presentes no extrato. Esses

parâmetros foram estimados em função da posição das moléculas no referencial wLOGP versus

TPSA, que são outros parâmetros obtidos nesta plataforma in sílico, os quais representam,

respectivamente, a lipofilicidade e a superfície polar topológica das moléculas analisadas. Na

figura S1, a região branca representa alta probabilidade de absorção passiva pelo trato

gastrointestinal, e a região amarela (gema) representa alta probabilidade de absorção pela

barreira hematoencefálica. As áreas amarela e branca não são mutuamente exclusivas. Além

disso, os pontos coloridos em azul descrevem moléculas que são reconhecidas pela

glicoproetina de efluxo P-gp (PGP+), e em vermelho são moléculas que não são substrato da P-

gp (PGP−). A gimnemagenina demonstrou potencial para ser um substrato da P-gp e não atuar

como inibidor contra nenhuma das isoformas do CYP testadas. Por outro lado, kaempferol,

quercetina e ácido protocatecuico não são substratos da P-gP, mas os dois primeiros foram

classificados como potenciais inibidores das isoformas CYP1A2, CYP2D6 e CYP3A4. Com

exceção da gimnemagenina, que apresentou duas violações dos filtros de similaridade a

fármacos, segundo as regras de Lipinski, outras moléculas não apresentaram. Essas moléculas

apresentaram uma variação de biodisponibilidade de 0,17 até 0,56.
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A partir dessa análise, foi possível compreender que os gimnemosídeos a e b

apresentaram baixa probabilidade de absorção gastrointestinal e baixa biodisponibilidade,

portanto foram excluídos dos estudos in silico a seguir.

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

Absorção GI - Absorção gastrointestinal; permeante da BBB - permeação da barreira hematoencefálica

3.7 Docking Molecular

Após a avaliação farmacocinética e de similaridade com drogas, gimnemagenina,

kaempferol, quercetina e ácido protocatecuico foram selecionadas e utilizados para o estudo de

docking molecular. Este é um método de simulação teórica que investiga as interações e prevê

as ligações e afinidades entre receptores e ligantes. Simulações de redocking foram utilizadas

para avaliar o desempenho de diferentes programas e protocolos de docking. Essa abordagem

envolve o acoplamento de um ligante já presente em uma estrutura cristalográfica ou modelada.

Neste estudo, o redocking foi realizado quatro vezes para cada programa, e os resultados estão

resumidos na Tabela S2 cujos RMSD foram inferiores a 2 angstroms. Entre os três programas

testados, o Autodock Vina e o GOLD acoplaram com sucesso o PEM (bezafibrato) e o P1B

(pioglitazona) no sítio de ligação do PPARα e PPARγ respectivamente, conforme confirmado

pela análise gráfica de Ramachandran. O redocking bem-sucedido indica que o protocolo

adotado é confiável e, portanto, pode ser aplicado à triagem de ligantes desconhecidos

provenientes de bibliotecas virtuais. Assim, os protocolos de docking foram empregados para

Gimnemagenina Kaempferol Quercetina Ácido
protocatecuico

TPSA 121,38 111,13 131,36 77,76
Log P o/w (iLOGP) 3,20 1,70 1,63 0,66
Log S (ESOL) -5,35 -3,31 -3,16 -1,86
absorção GI Alto Alto Alto Alto
BBB permeante Não Não Não Não
Substrato P-gp Sim Não Não Não
Inibidor do
CYP1A2

Não Sim Sim Não

Inibidor do
CYP2C19

Não Não Não Não

Inibidor do
CYP2D6

Não Sim Sim Não

Inibidor do
CYP2C9

Não Não Não Não

Inibidor do
CYP3A4

Não Sim Sim Não

Lipinski

Não; 2 violações:
MW>500,
NHorOH>5

Sim; 0 violações Sim; 0 violações Sim; 0 violações

Pontuação de
biodisponibilidade

0,17 0,55 0,55 0,56
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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 sistêmica, conforme predito pelo programa SwissADME, especificamente

aquelas com alta probabilidade de absorção intestinal passiva. As moléculas selecionadas para

o estudo incluíram gimnemagenina, kaempferol, quercetina e ácido protocatecuico.

Para identificar os compostos mais promissores, foram consideradas tanto as pontuações

de docking quanto a reprodutibilidade entre as repetições. Uma vez que cada programa de

docking emprega algoritmos distintos, a consistência dos resultados entre diferentes

ferramentas aumenta a robustez e a confiabilidade das predições. Assim, as pontuações médias

obtidas por cada programa foram utilizadas para o cálculo da pontuação relativa média (MRS),

conforme expressa na Equação (2). Os principais resultados da triagem virtual, juntamente com

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

Tabela 4: Pontuação média relativa do docking molecular dos principais compostos identificados
no extrato de G. sylvestre ou gerados após sua hidrólise no intestino. O ligante cristalográfico de
referência bezafibrato (PEM) e pioglitazona (P1B) foram utilizados como referências para PPARα
e PPARγ (Homo sapiens), respectivamente.

PPARα

Molécula
SCORE

AUTODOCK
VINA (kcal/mol)

SCORE GOLD
(kcal/mol)

MRS

PEM -9,00 83,61 1,000 ± 0,001 a

Gimnemagenina -6,02 42,43 0,588 ± 0,034 b

Quercetina -7,50 63,01 0,876 ± 0,049 c

Kaempferol -7,00 63,39 0,845 ± 0,029 c

Ácido protocatecuico -5,80 51,24 0,693 ± 0,025 b

PPARγ
P1B -9,02 93,54 1,000 ± 0,001 a

Gimnemagenina -1,17 57,23 0,378 ± 0,014 b

Quercetina -6,56 71,15 0,744 ± 0,039 c

Kaempferol -6,90 70,87 0,768 ± 0,029 c

Ácido protocatecuico -4,70 47,51 0,514 ± 0,045 d

* letras diferentes indicam significância estatística de acordo com Oneway – ANOVA pos-hoc teste de
Tukey (р≤0,05).

Ambos os compostos de referência exibiram MRS de 1, revelando também a validação

do docking molecular para PPARα e PPARγ em diferentes programas. Por outro lado,

moléculas selecionadas do extrato exibiram uma pontuação média relativa (MRS) menor

quando comparadas ao fármaco de referência. Os compostos podem ser agrupados em dois

grupos quando analisada a interação com PPARα, 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 PPARα, que exibiram uma MRS média de
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0,64, ou seja, ácido protocatecuico e gimnemagenina. Já a probabilidade dessas moléculas

interagirem com o receptor PPARγ em ordem decrescente de MRS foi kaempferol, seguida por

quercetina, ácido protocatecuico e gimnemagenina.

A Fig. 4 representa os tipos de interações moleculares entre a gimnemagenina e os

receptores PPARα e PPARγ em estruturas bidimensionais (2D). Os resultados de docking

molecular revelaram que o bezafibrato, fármaco de referência para o PPARα, formou quatro

ligações de hidrogênio com os resíduos de aminoácidos Thr279, Tyr314 e Tyr464. Em

contraste, a gimnemagenina estabeleceu uma ligação de hidrogênio com um resíduo de leucina

e apresentou interações hidrofóbicas extensas, especialmente com Cys275 e Val281.

Os resultados de docking molecular para o receptor PPARγ mostraram que o fármaco

de referência P1B exibiu quatro sítios de ligação hidrofóbicos com receptor, de modo

específico com Ser342, Ile281, Gly284 e Arg288, e quatro ligações de hidrogênio com Arg280,

Met257 e Gly258. Por outro lado, a gimnemagenina estabeleceu interações de van der Waals

apenas com Gly284, e três ligações de hidrogênio com Gln271, Met252 e Ser342. As

representações 3D destas interações moleculares podem ser visualizadas na Fig S2.

Conforme relatado na literatura, o PPARγ foi identificado como um alvo potencial da

gimnemagenina (DasNandy et al., 2022). Com base nessas evidências e também nos resultados

de docking, simulações de dinâmica molecular em longo prazo foram realizadas para investigar

a estabilidade dessa potencial interação.

Figura 4: As melhores poses obtidas através do docking molecular do bezafibrato (A) e
gymnemagenina (B) com PPARα e pioglitazona (C) e gymnemagenina (D) com PPARγ. Diagrama 2d
de interações com resíduos de aminoácidos no sítio ativo do receptor, avaliado pelo programa PoseView.
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3.8 Dinâmica Molecular (DM) da gimnemagenina

Com base em achados de ancoragem molecular e relatos da literatura que identificam

PPARα e PPARγ como alvos potenciais da gimnemagenina (DasNandy et al., 2022),

simulações de DM de longo prazo (50 ns) foram realizadas para avaliar a estabilidade e

características estruturais dessas interações. Os principais parâmetros estruturais analisados

incluíram desvio quadrático médio (RMSD), flutuação quadrática média (RMSF) e raio de giro,

e os resultados estão exibidos na Fig. 5. A gimnemagenina, apesar de apresentar uma pontuação

de docking molecular inferior à pioglitazona, permaneceu no sítio de ligação do PPARγ ao

longo dao tempo de simulação. A estabilidade conformacional e estrutural do PPARγ e seus

complexos ligantes foram avaliados usando análise RMSD. A Figura 5A exibe o gráfico

RMSD para o complexo pioglitazona-receptor e o complexo gimnemagenina-receptor,

indicando que o complexo PPARγ-gymnemagenina permaneceu estável durante todo o período

de simulação. O RMSD foi de 3,95 ± 0,010 Å para a gimnemagenina e 4,35 ± 0,004 Å para a

pioglitazona. RMSF foi utilizado para determinar a flutuação média de cada aminoácido no

complexo PPARγ-ligante (Figura 5B). Este parâmetro apresenta comportamentos semelhantes

para pioglitazona e gimnemagenina, o que indica que os resíduos de aminoácidos analisados

mostraram comportamentos que não diferiram entre pioglitazona e gimnemagenina, ou seja, a

ancoragem de qualquer uma das moléculas não desestabiliza termodinamicamente o sistema

nos aminoácidos específicos.

Por fim, no gráfico do raio de giro, que se refere à estabilidade da estrutura da proteína

em relação a molécula complexada, ela fornece informações sobre a compactação do complexo.

Observa-se uma estabilização mais rápida da estrutura globular na presença da molécula

referência em comparação com a gimnemagenina. No entanto, a estrutura também atinge o

equilíbrio com a última. Se uma proteína mantém um valor de Rg relativamente estável, isso

sugere que a proteína está enovelada de forma estável. Por outro lado, se o valor de Rg flutua

ao longo do tempo, isso indica desdobramento.
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Figura 5. Análise da simulação de dinâmica molecular das interações da gimnemagenina com PPARγ
(A-C) e PPARα (D-E). A) RMSD (Desvio Quadrático Médio das Raízes), B) RMSF (Flutuação
Quadrática Média das Raízes) e C) raio de giro em função do tempo, para os complexos alvo–
gimnemagenina e alvo–fármaco de referência.

3.9 Toxicidade aguda

Observações comportamentais dos animais experimentais não revelaram sinais clínicos

de toxicidade, morbidade ou mortalidade após a administração de uma dose oral única de 2.000

mg/kg do extrato. Além da avaliação clínica, análises bioquímicas foram realizadas para avaliar

a potencial toxicidade hepática, após administração consecultivas de 400 mg/kg do extrato por

três dias. Os resultados, apresentados na Tabela 05, indicam que G. sylvestre não alterou a

atividade dessas enzimas hepáticas em animais hiperlipidêmicos, sugerindo a ausência de

efeitos hepatotóxicos nessa condição.
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Tabela 5: Efeito de G. sylvestre sobre a atividade das aminotransferases hepáticas em animais
hiperlipidêmicos

Grupos

Enzima Controle Hiperlipidêmico 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 seção Material e Métodos.

4 DISCUSSÃO

O extrato de Gymnema sylvestre, rico em ácidos gimnêmicos, demonstrou eficácia

notável em mitigar as alterações sistêmicas do metabolismo de carboidratos e lipídios, 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, resistência à insulina e bem como o aumento do estresse

oxidativo, evidenciando seu potencial terapêutico multifuncional. Esses achados reforçam o

valor farmacológico dessa planta tradicionalmente utilizada na medicina ayurvédica e sugerem

novos caminhos para intervenções metabólicas e mesmo prevenção de hiperlipidemia baseadas

em produtos naturais.

O extrato de Gymnema sylvestre 75 foi quimicamente caracterizado quanto às suas

atividades antioxidantes e demonstrou uma capacidade significativa de eliminação de radicais

livres em ensaios in vitro, especialmente nos testes com ABTS e DPPH. Notavelmente,

apresentou maior eficácia no ensaio ABTS, com um valor de IC₅₀ aproximadamente 2,6 vezes

menor em comparação ao DPPH, indicando um potencial mais elevado na doação de elétrons

ao cátion radical ABTS•⁺. Essa diferença de desempenho entre os ensaios evidencia a

diversidade de mecanismos antioxidantes envolvidos, uma vez que o teste DPPH mede

predominantemente a capacidade de doação de átomos de hidrogênio, enquanto o ABTS avalia

a doação de elétrons. Adicionalmente, o extrato exibiu uma atividade redutora expressiva no

ensaio FRAP, reforçando seu potencial como agente antioxidante multifuncional. As

propriedades antioxidantes dos extratos vegetais são amplamente atribuídas à presença de

compostos fenólicos e flavonoides, reconhecidos por sua potente capacidade de neutralização

de radicais livres. A eficácia antioxidante dessas moléculas está diretamente relacionada ao

número e à disposição dos grupos (–OH) fenólicos em suas estruturas químicas, os quais

influenciam sua reatividade frente às espécies reativas de oxigênio. Esses compostos

desempenham um papel crucial na estabilização e inativação 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 fenólico do extrato de G. sylvestre revelou várias moléculas antioxidantes,

como os derivados do ácido protocatecuico, de kaempferol, de quercetina e dos gimnenosídeos,

o que corrobora a capacidade antioxidante significativa do extrato. Os derivados glicosilados do

kaempferol e da quercetina e o ácido protocatecuico apresentam uma atividade antioxidante

bem documentada através de múltiplos mecanismos de ação, tal como amplamente descrito na

literatura (Kerna et al., 2024). Estudos recentes destacam a significativa propriedade

antioxidante da gymnemagenina e dos ácidos gymnêmicos em modelos in vitro e in vivo

(Ibrahim et al., 2020; Sarkar et al., 2009; Ditchou et al., 2024). O ácido gimnêmico neutraliza

eficazmente espécies reativas de oxigénio (ERO), como o ânion superóxido e o peróxido de

hidrogênio, exibindo um efeito dependente de concentração. A gimnemagenina, uma aglicona

do ácido gimnêmico, também demonstra atividade antioxidante dependente da concentração,

com valores de IC50 de 74,8 μg/mL e 83,8 μg/mL em ensaios DPPH e ABTS, respetivamente

(Keerthika e Hya, 2021). Embora não seja possível atribuir o efeito antioxidante do extrato

unicamente aos compostos gimnosídeos, é muito provável que estas moléculas apresentem uma

parte significativa desse efeito, uma vez que este extrato é uma preparação concentrada de

ácido gimnêmico, com um teor de 78,3 %, de acordo com a bula do fornecedor. É importante

mencionar que não é possível excluir a possibilidade de uma ação sinérgica de vários

fitoquímicos presentes no extrato. Isto foi apoiado por Ditchou et al. (2024), que relataram que

a atividade de eliminação de radicais do extrato de G. sylvestre (IC50 = 48,34 µg/mL) foi

significativamente mais elevada do que a de alguns compostos isolados, que apresentaram

graus variados de eficácia (IC50 = 98,30 a 286,13 µg/mL).

A estimativa quantitativa do extrato em termos de ácido gimnêmico é essencial para a

padronização e controle de qualidade do extrato de G. sylvestre. Embora os resultados do

presente trabalho não tenham quantificado o teor de gimnemagenina e de ácidos gimnêmicos,

considerando o laudo técnico da preparação comercial, a mesma contém 78,3 % de ácidos

gimnêmicos. Ou seja, estas moléculas específicas se encontram em quantidade significativa no

extrato e, por conseguinte, é muito provável que o teor de fenólicos totais seja superior ao

quantificado por LC-MS/MS.

Os ácidos gimnêmicos possuem estrutura química complexa e elevado peso molecular,

o que sugere baixa probabilidade de absorção intestinal na forma intacta, conforme indicado

pelas predições do modelo computacional SwissADME. De fato, estes fenólicos podem ser

hidrolisados pela microbiota intestinal e por enzimas intestinais, gerando o núcleo de aglicona

que pode ser absorvido pelas células intestinais. Vale a pena mencionar que a gimnemagenina,

o produto hidrolisado dos ácidos gimnêmicos, é utilizada como biomarcador para estudos

farmacocinéticos após a administração 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 hematoencefálica, reduzindo a probabilidade de

efeitos colaterais no sistema nervoso central. De acordo com estudos farmacocinéticos, os

níveis plasmáticos de gimnemagenina atingiram uma concentração máxima (Cmax) de 291 ±

18,2 ng/mL entre 2 a 4 horas após a administração oral do extrato de Gymnema sylvestre na

dose de 400 mg/kg em ratos, com uma meia-vida de eliminação (t1/2) estimada em 8,8 ± 1,15

horas (Kamble et al., 2013). O perfil de concentração plasmática em função do tempo

apresentou picos duplos, os quais podem estar associados a mecanismos como recirculação

entero-hepática, absorção diferencial ao longo do trato gastrointestinal, formação de depósitos

na parede intestinal e/ou variações na motilidade gastrointestinal (Kamble et al., 2013). Aliado

a isso, gimnemagenina é substrato da P-gp e não inibe as principais enzimas do citocromo

P450 ,sugerindo que a molécula não apresenta interações medicamentosas significativas. A

análise integrada dos parâmetros farmacocinéticos avaliados permite inferir que a

gimnemagenina apresenta biodisponibilidade significativa e potencial para aplicação como

fármaco ou nutracêutico de uso oral, apesar de violar dois dos cinco critérios da Regra de

Lipinski. Cabe destacar que a ferramenta SwissADME possibilita a predição do potencial de

uma molécula como candidato a fármaco oral, com base em suas propriedades físico-químicas

(Daiana et al., 2017). Nesse contexto, a biodisponibilidade observada, mesmo diante das

violações mencionadas, sugere que outros fatores, como mecanismos de transporte ativo,

biotransformações metabólicas ou estratégias específicas de formulação, podem compensar as

limitações estruturais da molécula e favorecer sua absorção e eficácia sistêmica.

A hiperlipidemia induzida pelo tiloxapol é um modelo amplamente utilizado para o

rastreio de fármacos hipolipidêmicos (Harnafi et al., 2007) e tem sido associada ao aumento da

síntese lipídica e à diminuição da depuração lipídica do sangue para os tecidos através da

inibição da lipoproteína lipase (Ramos et al., 2021). Estas ações resultam em níveis elevados de

colesterol e triglicerídeos no sangue, seguidos de um aumento da secreção de VLDL pelo

fígado, conforme publicado anteriormente (Khlifi et al., 2019). Este distúrbio no perfil lipidico

é amplamente reconhecidas como um dos principais fatores de risco para as doenças

cardiovasculares. Para além das medições tradicionais dos lipídios, indicadores clínicos como a

razão triglicerídeos/colesterol-HDL (TG/HDL) e o conteúdo de colesterol não-HDL surgiram

como preditores confiáveis do risco aterogênico. A razão TG/HDL, em particular, reflete

também resistência à insulina (da Luz et al., 2008; McLaughlin et al., 2003). Do mesmo modo,
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o colesterol não-HDL, que engloba todas as lipoproteínas aterogênicas (ou seja, LDL, VLDL,

IDL, restos de quilomícrons), fornece uma avaliação mais abrangente do risco cardiovascular,

especialmente em estados hipertrigliceridêmicos (Liu et al., 2006; Robinson et al., 2013). Ou

seja, estes marcadores constituem ferramentas valiosas para avaliar o impacto cardiometabólico

das intervenções terapêuticas em estudos pré-clínicos e clínicos.

Os nossos resultados revelaram que a G. silvestre reduziu o aumento do colesterol total

e dos triglicerídeos e, consequentemente, reduziu o risco de perturbações metabólicas e de

problemas cardiovasculares, tal como observado pela redução da relação TG/HDL e dos níveis

de colesterol não-HDL. Foram também observados efeitos semelhantes em ratos

hiperglicêmicos induzidos por aloxano e estreptozotocina e em adultos suplementados com

extrato de G. sylvestre (Zamani et al., 2022; Muzafar et al., 2023). Este efeito hipolipidêmico

da G. sylvestre pode ser atribuído ao seu rico conteúdo em ácidos gimnêmicos, saponinas e

flavonóides, que são conhecidos por modular o metabolismo lipídico inibindo a absorção de

lípidos e melhorando a sua utilização periférica (Shanmugasundaram et al., 1990; Baskaran et

al., 1990; Kaur et al., 2011).

Um dos mecanismos de ação de G. sylvestre pode envolver a modulação de receptores

nucleares, como o receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama e alfa (PPARγ e

PPARα), conforme já relatado anteriormente (Yin et al., 2012; Kaur et al., 2011). O PPARγ é

um regulador chave da homeostase dos lípidos e da glicose, influenciando a adipogênese, a

sensibilidade à insulina e as respostas inflamatórias (Gholami et al., 2020). É

predominantemente expresso no tecido adiposo, onde regula a transcrição de genes lipogênicos,

como a lipoproteína lipase (LPL), proteínas de ligação a ácidos graxos (FABPs) e adiponectina.

O PPARα desempenha um papel central na regulação dos genes envolvidos na absorção,

transporte e β-oxidação de ácidos gordos no fígado e no músculo esquelético (Keter, 2012).

Alguns fitoconstituintes presentes em G. sylvestre, como a gimnemagenina e os flavonóides,

mostraram potencial para ativar ou modular as vias de sinalização PPARγ e PPARα,

contribuindo assim para a melhora dos perfis lipídicos e da sensibilidade à insulina.

Embora seja difícil definir exatamente os compostos que podem ser responsáveis pelos

efeitos hipolipemiantes num alvo específico, o estudo bioinformático permite-nos, pelo menos,

inferir as possíveis moléculas responsáveis. De fato, gimnemagenina, kampferol, quercetina e o

ácido protocatecuico apresentam capacidade de interação com os receptores PPARα e PPARγ,

tal como observado por acoplamento molecular. O acoplamento molecular é um método de

simulação teórica para estudar as interações receptor-molécula e prever os seus modos de

ligação e afinidades. No entanto, é importante ter cautela com os resultados baseados apenas no

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

maior intensidade de interação com o PPARγ quando comparada à gimnemagenina. No entanto,

simulações de dinâmica molecular (MD) fornecem um comportamento dinâmico e uma

complexidade estrutural do complexo PPARγ-gimnemagenina semelhante ao fármaco de

referência. De um modo geral, as propriedades físicas, químicas e farmacocinética, juntamente

com análises de interação e simulações de dinâmica molecular (MD), sugerem que a

gimnemagenina apresenta um comportamento dinâmico estável, interações específicas e uma

acomodação adequada no sítio de ligação dos receptores PPARγ e PPARα. Estes resultados

apoiam a conclusão de que a interação entre a gymnemagenina e o PPARα e o PPARγ são

significativas e pode representar um dos mecanismos-chave subjacentes aos efeitos

hipolipemiantes da G. sylvestre.

É amplamente reconhecido que os efeitos sistêmicos de extratos vegetais podem resultar

da atuação conjunta de múltiplos mecanismos de ação. No presente estudo, o efeito

hipolipemiante pode também estar relacionados, em parte, à inibição da atividade da lipase e ao

bloqueio do transporte de ácidos 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 sanguínea, associado à resistência à insulina (RI), corroborando publicações anteriores

(Souza et al., 2017; Husseny et al., 2017). A resistência à insulina foi suportada pelo teste de

tolerância oral à glicose, teste de tolerância oral ao piruvato e índice HOMA-IR (Homeostasis

Model Assessment of Insulin Resistance). Este último é uma medida reconhecida para o

diagnóstico de resistência à insulina em humanos, principalmente crianças e adolescentes,

particularmente aqueles com obesidade (Pulla & Fuentemayor 2021). Outro marcador que

sugere resistência periférica à insulina em roedores e também em humanos é a razão

triglicerídeol/HDL e o índice TyG (em material suplementar Fig S3), que alguns autores

concordam ser um indicador mais aplicável na clínica do que o HOMA-IR (Guerrero-Romero

et al., 2010). A resistência à insulina é um fator chave para o desenvolvimento de diabetes tipo

2, esteatose hepática (NAFLD) e outras alterações metabólicas em animais hiperlipidêmicos

(Shimada et al., 2007). A sinalização ineficaz da insulina observada na hiperlipidemia limita a

capacidade do fígado e de outros tecidos de manter a homeostase metabólica resultando em

hiperglicemia e contribui ainda mais para o aumento dos lípidos plasmáticos (Titchenell et al.,

2017).

Por outro lado, o extrato de G. sylvestre normalizou o perfil glicêmico, como observado

pelos níveis de glicose em jejum, tolerância à glicose, e impediu as alterações da

gliconeogênese hepática induzida pela hiperlipidemia. Além disso, o extrato melhorou a
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resistência à insulina e reverteu a capacidade de secreção de insulina das células β pancreáticas,

como evidenciado pela modulação dos índices HOMA-IR e HOMA-β. Estas alterações

contribuíram para o controle notável de triglicerídeos e de glicose elevados em ratos

hiperlipidêmicos tratados com G. sylvestre. Apesar de não se ter observado um aumento efetivo

dos níveis de insulina, o índice HOMA-β revela um aumento da capacidade de secreção das

células β pancreáticas. Publicações anteriores relacionaram o aumento dos níveis de insulina

pelo extrato, porém, realizaram o diferentes tempos de tratamento e diferentes doses de extrato

em relação ao utilizado no presente trabalho (Muzafar et al., 2023).

A insulina atua como uma molécula de sinalização que suprime a atividade da lipase

sensível ao hormônio no tecido adiposo e aumenta a atividade da lipase lipoproteica

responsável pela hidrólise do excesso de triglicerídeo ligado à lipoproteína em ácidos graxos

(Mbaka et al., 2017). É reconhecido que o extrato melhorou a sensibilidade à insulina nos

tecidos periféricos (especialmente no músculo esquelético e no tecido adiposo), promovendo a

translocação do GLUT4 para a membrana plasmática e aumentando a captação de glicose. O

efeito hipoglicêmico de G. sylvestre pode também resultar da regulação positiva de p-Akt e

GLUT2/4 no fígado, músculo esquelético e tecido adiposo de camundongos db/db (Li et al.,

2019). O aumento da expressão de GLUT nos tecidos também pode ser resultado da ativação

de PPARγ. DE fato a ativação do PPARγ aumenta a sensibilidade das células β pancreáticas

pela glicose e melhora a sensibilidade à insulina nos tecidos tornando-o um alvo terapêutico

promissor para o controle da glicemia. Esses mecanismos de ação já foram comprovados em

estudo in vitro, no qual a gimnemagenina melhorou o metabolismo dos triglicerídeos em

adipócitos 3T3L1 ao regular positivamente a expressão de genes da lipase, regulando

positivamente a expressão do gene PPARγ que estão associados à adipogênese e à resistência à

insulina (DasNandy et al., 2022). Essa ação corrobora também ao observada em camundongos

db/db, uma vez que o ácido gimnêmico induziu a oxidação de ácidos graxos e aliviou a

inflamação e a resistência à insulina no fígado, músculo esquelético e tecido adiposo por meio

das vias de sinalização mediadas por PPARδ e NFκB (Li et al., 2019; Puttanarasaiah et al.,

2016).

Desse modo, o potencial anti-hiperlipidêmico multifacetado da G. sylvestre na

abordagem da hiperlipidemia e da hiperglicemia revela mecanismos pleiotrópicos do extrato.

Análises extensivas dos complexos PPARγ e PPARα-gymnemagenin sugerem uma estabilidade

conformacional notável, apoiando a sua relevância terapêutica. No entanto, para validar estes

resultados, são necessários estudos experimentais que envolvam ensaios de ligação direta entre

proteínas-alvo purificada e moléculas inibidoras do extrato para avançar no desenvolvimento de

do extrato como um produtos farmacêuticos ou ao menos nutracêutico para o tratamento da
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hiperlipidemia e da hiperglicemia.

A hipertrigliceridemia, a hipercolesterolemia e a hiperglicemia observadas neste modelo

animal estão associadas a modificações oxidativas no fígado e no plasma dos animais, como

observado pelo aumento dos marcadores hepáticos de lesão oxidativa (níveis de carbonilação

proteica e lipoperoxidação), acompanhados por uma deterioração dos sistemas antioxidantes

enzimáticos e não enzimáticos (grupos sulfidrilo reduzidos e atividade da CAT e SOD)

corroborando os resultados de Ramos et al., (2021). O extrato, por sua vez, demonstrou eficácia

na inibição dos marcadores de lesão oxidativa no sangue do fígado, pois impediu lesão

oxidativa e o comprometimento dos sistemas antioxidantes em animais hiperlipidêmicos, de

forma específica as enzimas SOD e CAT. Além disso, melhorou o conteúdo de grupos tiol que

ocorrem em níveis elevados no sangue para proteger o organismo contra o estresse oxidativo

induzido pela hiperlipidemia (Bracht et al., 2016). Nossas descobertas ressaltam a importância

dos antioxidantes no alívio de lesão oxidativa e sugerem que G. sylvestre tem propriedades

antioxidantes diretas significativas, conforme demonstrado por seus baixos valores de IC₅₀ nos

ensaios DPPH e ABTS (como discutido anteriormente), como indiretas como evidenciado pelo

aumento das atividades enzimáticas antioxidantes endógenas. Isto pode ser justificado com

base na capacidade da G. sylvestre de aumentar a expressão do fator nuclear relacionado com o

fator eritroide 2 (Nrf2), que regula a expressão do sistema antioxidante e ajuda a restaurar a

homeostase redox (Muzaffar et al., 2023). O aumento da atividade da SOD e da CAT e do teor

de tióis, juntamente com a redução dos grupos carbonila, revela que a G. sylvestre pode

melhorar as defesas antioxidantes do organismo, oferecendo um potencial via terapêutica para a

hiperlipidemia associada ao estresse oxidativo.

A administração oral do extrato de Gymnema sylvestre demonstrou um perfil favorável

de segurança e boa tolerabilidade em ratos, conforme evidenciado pelos níveis séricos das

enzimas AST e ALT, que permaneceram dentro dos limites fisiológicos. Esses resultados

indicam que o extrato, na dose administrada, não induziu hepatotoxicidade, reforçando sua

segurança para uso experimental. Estudos conduzidos por Raji et al., (2023) sugeriu que o

extrato bruto, o n-hexano e as frações de acetato de etila da G. sylvestre apresentavam um

elevado grau de segurança com DL50 superior a 5 kg/BW. Assim, pode ser classificado como

extrato não tóxico (Classe 5) de acordo com a diretriz da Organização para a Cooperação e

Desenvolvimento Económico (OCED) sobre testes de toxicidade oral aguda com base no LD50.

Estes resultados apoiam a sua adequação para outras aplicações farmacológicas, embora, como

sempre, o contexto clínico humano e a normalização adequada sejam essenciais.

Uma questão relevante que pode ser formulada é com relação a doses do extrato que são

necessárias nos seres humanos para reduzir significativamente os lípidos e a glicose no sangue.
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Uma dose de 400 mg/kg parece demasiadamente excessiva, considerando que para um

indivíduo de 75 kg corresponderia a uma dose total de 30 g. No entanto, a estipulação baseou-

se nas doses determinadas em animais. Para os seres humanos, seria talvez mais adequado

aplicar uma fórmula de transladação entre espécies, considerando principalmente área da

superfícies 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 ingestão

total de cerca de 2,4 g para um indivíduo de 75 kg. Trata-se de uma dose totalmente possível,

que vale efetivamente a pena ser investigada em trabalhos futuros.

5.CONCLUSÃO

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 às alterações metabólicas. Nossos resultados

permitem afirmar que estes efeitos resultam de pelo menos quatro mecanismos de ação

distintos: inibição da lipase pancreática, inibição do transporte dos ácidos graxos pelas células

intestinais , modulação do metabolismo celular através de uma melhor sensibilidade à insulina

e da ativação do PPARγ, 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 responsável pelos seus efeitos hipolipidêmicos e

hipoglicêmicos, principalmente devido à interação com o PPARα e PPARγ. Dessa forma, o

extrato de G. sylvestre pode ser considerado uma preparação pleiotrópica segura, com potencial

para atuar através de múltiplos mecanismos no controle e no tratamento da hiperlipidemia, e de

doenças associdas como obesidade, diabetes e resistência à insulina. Embora este estudo

forneça evidências promissoras, estudos de longo prazo são necessários para avaliar de forma

abrangente o potencial anti-hiperlipidêmico de G. sylvestre e elucidar seus mecanismos de ação

de maneira detalhada.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

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

Absorção GI - Absorção gastrointestinal; permeante da BBB - permeação da barreira hematoencefálica.

Tabela S2. Pontuações médias ao redocking do ligante de pioglitazona (P1B) no PPAR γ
modelado e do ligante de bezafibrato (PEM) no PPARα modelado por dois softwares diferentes

Gymnemoside 2 Gymnemoside 3
TPSA 229,74 229,74
Log P o/w (iLOGP) 3,25 2,56
Log S (ESOL) -6,96 -6,96
absorção GI Baixo Baixo
BBB permanente Não Não
Substrato P-gp Sim Sim
Inibidor do CYP1A2 Não Não
Inibidor do
CYP2C19

Não Não

Inibidor do CYP2D6 Não Não
Inibidor do CYP2C9 Não Não
Inibidor do CYP3A4 Não Não

Lipinski

Não; 3 violações:
MW>500,
NorO>10,
NHorOH>5

Não; 3 violações:
MW>500,
NorO>10,
NHorOH>5

Pontuação de
biodisponibilidade

0,11 0,11
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MOLÉCULA

SCORE AUTODOCK SCORE GOLD
Pontuação

(kcal/mol)

RMSD (Å) Pontuação

(kcal/mol)

RMSD (Å)

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

Figura S1.Modelo ovo cozido (BOILED-Egg) que prevê a absorção gastrointestinal e a permeação pela
barreira hematoencefálica das moléculas que apresentaram alta biodisponibilidade com base na tabela 2,
SwissADME.

3

1

2
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1-Gymnemagenina

2-Kaempferol

3-Quercetina

4-Ác. protocatecuico
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Figura S2: Estrutura 3D de interação entre gymnemagenina ou droga de referência com os respectivos
receptores PPARα e PPARγ.

Figura S3. Efeito do extrato de Gymnema sylvestre sobre o índice TYG dos animais hiperlipidémicos.
A hiperlipidemia foi induzida pela administração de tiloxapol (400mg/Kg) como descrito na secção de
material e métodos. O índice TYG foi calculado pela fórmula: ln((nível de triacilglicerídeos x níveis de
glicose/2). Cada valor representa a média ± erro padrão médio de 5-6 animais. Co: controlo; Hyp:
animais hiperlipidémicos; Hyp+Gs: animais tratados submetidos a hiperlipidemia. * e #: Diferença
estatística em relação ao grupo controle e hiperlipidêmico, respectivamente, de acordo com One-Way
ANOVA, teste post-hoc de Tukey (Prisma Program 8.0), (p<0,05).



88


	UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGÁ
	CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS
	THALITA FALEIROS DEMITO SANTOS

	Thalita Faleiros Demito Santos
	BIOGRAFIA
	AGRADECIMENTOS
	APRESENTAÇÃO
	RESUMO GERAL
	GENERAL ABSTRACT
	INTRODUCTION: Hyperlipidemia, characterized by ele
	OBJECTIVES: The objective of this study was to eva
	MATERIALS AND METHODS: The concentrated extract ri
	RESULTS AND DISCUSSION: In article 1, Gymnema sylv
	CONCLUSIONS: Gymnema sylvestre extract, a relative
	Keywords: lipase inhibition; kinetic mechanisms; m
	SUMÁRIO
	RESUMO GERAL......................................
	GENERAL ABSTRACT..................................
	Resumo............................................
	1.Introdução........................................
	2.Materiais e Métodos.............................
	2.1. Produtos Químicos............................
	2.2. Extrato......................................
	2.3. Animais......................................
	2.4.Ensaio e cinética da lipase pancreática.......
	Resumo............................................
	1.Introdução......................................
	2.Materiais e Métodos.............................
	2.1. Reagentes e extrato..........................
	2.9. Parâmetros bioquímicos ......................
	2.10. Parâmetros oxidativos.......................
	2.11. Toxicidade aguda............................
	2.12. Previsão farmacocinética pelo SwissADME.....
	2.13. Docking molecular...........................
	2.14. Dinâmina molecular..........................
	2.15. Cálculos e critérios estatísticos...........
	3. Resultados.....................................
	3.1. Atividade antioxidante e teores fenólicos tot
	3.2. Perfil fenólico do extrato de Gymnema sylvest
	3.3. Efeitos do extrato de Gymnema sylvestre no pe
	3.4. Efeitos do extrato de Gymnema sylvestre no pe
	3.5. Efeitos do extrato de Gymnema sylvestre sobre
	3.6.Screening virtual.............................
	3.7. Docking molecular............................
	3.8. Dinâmica molecular da gimnemagenina..........
	3.9. Toxicidade aguda.............................
	4. Discussão......................................
	5. Conclusão......................................
	6. Referências....................................
	Material suplementar .............................
	Resumo
	1.Introdução
	RESUMO

	Torrezan R., Malta A., Rodrgues W.S.N., Araújo A.A
	Tuccinardi T, Poli G, Romboli V, Giordano A, Marti
	Trott O, Olson AJ. AutoDock Vina: improving the sp

