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RESUMO

DIAS, C.G. Efeitos do D-limoneno no Metabolismo de Acidos Biliares em Camundongos
C57/Bl6. 2021. Dissertagdo (Mestrado em Nutrigdo Experimental — Departamento de
Alimentos e Nutrigdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Sao Paulo). S3o Paulo, 2021.

O D-limoneno (DL) é o principal monoterpeno do 6leo essencial da laranja, Trata-se de um
composto de baixo peso molecular e alta lipofilicidade, caracteristicas que lhe conferem
atividade antimicrobiana. Em modelos animais, esse composto apresenta efeito anti-
inflamatorio, antioxidante, hipolipemiante e hipoglicemiante. Os 4cidos biliares (AB) podem
modular o metabolismo de lipidios, carboidratos e diferentes processos fisiolégicos por atuarem
como agonistas de receptores nucleares e de membrana. Seu metabolismo envolve a sintese
hepética a partir do colesterol e transformagdes decorrentes da sua interagdo com a microbiota
intestinal. A hipotese do estudo é que o DL possa modular a composigio da microbiota
intestinal e, consequentemente, o metabolismo dos AB. Considerando os efeitos ja descritos
dos AB em modelos animais, espera-se que a suplementagdo de camundongos com DL
promova o aumento da [B-oxidagdo de 4cidos graxos em diferentes tecidos e iniba a
gliconeogénese hepatica. O principal objetivo desse estudo € avaliar os efeitos do DL no
metabolismo de AB em camundongos, bem como seus efeitos sobre o0 metabolismo
intermediario. Para isso, camundongos machos C57/Bl6 foram distribuidos em quatro grupos,
sendo um deles tratado com rag@o normolipidica (NL)e trés com uma ragéo hiperlipidica (HL)
(60% do valor energético total proveniente de lipidios). Apds uma semana de adaptagdo, dois
grupos alimentad os com a ragdo HL receberam suplementagdo de DL nas concentragdes de0,1,
¢ 0,8% na dieta. O protocolo experimental foi finalizado apds a 6° semana de tratamento com a
eutandsia dos animais para amostragem de biofluidos e tecidos. O grupo HL apresentou
consumo energético ~12% maior que o grupo NL (p<0,0001). Entre os grupos que receberam
ragdo HL, a eficiéncia energética do grupo HL._0,1% foi ~35% menor, contribuindo para que
os animais desse grupo apresentassem menor ganho de peso (30%; p<0,05) e menor acimulo
de tecido adiposo branco (~30%; p<0,05) que seus pares nédo suplementados. Observou-se alta
variabilidade interindividual no metabolismo de AB sendo que tanto no figado quanto nas fezes
foram encontrados mais AB primérios que secundarios, sendo que os primeiros comespondem
a aproximadamente 80% da somatéria de AB totais. Ndo houve predominancia de nenhum
composto em particular em ambas as matrizes analisadas. A suplementagfo com 0,8% de DL
promoveu aumento da concentragdo de AB nas fezes (p<0,005), ao passo que no figado houve
redugdo da concentragdo de AB totais (p<0,0001). A concentragio de AB primarios,
conjugad os com a taurina e conjugados totais seguiu 0 mesmo padrio de comportamento. Nosso
estudo demonstrou que o tratamento com DL promove alteragdes no pool de AB que nio sdo
dose-dependentes. O presente estudo fomece base para futuras pesquisas que busquem
compreender os mecanismos envolvidos na modulagdo no perfil de AB promovido pela
alteragdo da composigdo da dieta e os efeitos do DL sobre o pool de AB e seus efeitos
sistémicos.

Palavras-Chave: Monoterpenos; Acidos Biliares; Triglicerideos; Metabolismo.
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1. INTRODUCAO

1.1 Metabolismo do D-limoneno
Os monoterpenos sdo produtos naturais originados do metabolismo secundéirio de

plantas, formados por duas unidades de isoprenos (CsHs), pertencentes ao grupo quimico dos
terpenos. Sdo os principais constituintes dos éleos essenciais de frutas citricas, ervas, temperos
e outros alimentos de origem vegetal e plantas medicinais. Devido a suas diversas propriedades
medicinais, podem ser utilizados como coadjuvantes no tratamento de vérias doengas, o que
vem atraindo a atengdo de pesquisadores para essa classe de compostos !2. O D-limoneno é o
principal monoterpeno do 6leo essencial da casca de frutas citricas. A concentra¢do de D-
limoneno no suco de laranja € de, em média, 100 mg/ litro. A ingestdo didria desse monoterpeno
varia muito de acordo com o padrdo alimentar, com o consumo de frutas citricas e de alimentos
que levam adig@o delimoneno como flavorizante. Nos Estados Unidos, estima-se que a ingest3o
diaria de D-limoneno seja de 0,27 mg/kg de peso corporal/dia, podendo chegar a 1 mg/kg de
peso corporal/dia quando hd aumento do consumo de citricos 34, O D-limoneno pode ser
extraido por meio de destilag3o a vapor de cascas e polpas citricas provenientes da industriade
suco e de dleos prensados a frio®. Com relagdo a suas propriedades fisico-quimicas, em
temperatura ambiente o limoneno € liquido e incolor. E considerado estdvel por anos a
temperatura ambiente, porém quando manuseado e armazenado em condigdes instdveis e
exposto ao ar, pode sofrer auto-oxidagdos6. Trata-se de um composto de baixo peso molecular
e alta solubilidade em dleos, que é rapidamente absorvido, metabolizado pelo organismo e
excretado 711,

Quando administrado por via oral, o D-limoneno é absorvido de forma rapida e
completa pelo trato grastrointestinal’:!2, Por ser rapidamente metabolizado, observa-se pico de
concentra¢do dos metabdlitos do D-limoneno na corrente sanguinea em média 1 hora apds sua
administracio oral e é muito raro que este se acumule no organismo °. Além disso, seu tempo
de meia vida é curto, durando de 12 a 24 horas no organismo humano, sendo que a principal
via de excre¢do de seus metaboélitos € a urina. Cerca de 60% dos metabélitos do D-limoneno
sdo excretados pela urina e 30% pelas fezes, sendo que sua excregdo se completa entre 24 e 72
horas apés sua administrag#o oral 7813,

Os metaboélitos do D-limoneno podem ser facilmente detectados no soro, figado,
pulméo, rins e em diversos outros tecidos, principalmente naqueles com altas concentrag¢des de
células adiposas 7-!13, Um estudo realizado com objetivo de observar o acimulo de D-limoneno

no tecido adiposo verificou que ap6s a administragdo disria deuma limonada feitacom 2 limaes
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inteiros (com casca) por 4 semanas, houve acimulo desse monoterpeno no tecido mamario das
voluntarias'4. Os principais metabélitos do limoneno encontrados na circulagiio s3o o 4cido
perilico, 4acido dihidroperilico e limoneno-1,8-diol 1215, Quando individuos saudéveis
receberam em média 100 ml de uma limonada contendo aproximadamente 50,4 mg/ml de D-
limoneno, observou-se que 1 hora apés a administragdio da limonada houve um pico de
concentragdo plasmética de 4cido perilico, seguido de um rapido declinio, sendo que apés 24

horas, ndo foi possivel detectar esse metabolito 4.

1.2 Toxicidade e seguranca do limoneno
Diversos estudos ja comprovaram que o D-limoneno apresenta baixa toxicidade e que

ndo induz efeitos mutagénicos, carcinogénicos ou nefrotoxicos, sendo registrado como uma
substincia geralmente reconhecida como segura no Codigo de Regulamentagdo Federal para
aromas sintéticos do FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos 3-16. Como estd
presente de forma natural na atmosfera, o contato com o D-limoneno € muito comum e pode se
dar tanto por via oral, quanto por inalagfo®.

A seguranga da administragdo do D-limoneno em animais ja foi avaliada em varios
estudos. A LD50 (Dose Letal Mediana) em administragéo oral foi de 4400 mg/kg de peso
corporal para ratos e 6600 mg/kg de peso corporal para camundogos'’. Com base na
classificagdo de Loomis e Hayes (1996), substidncias com LDS50 entre 500 e 5000 mg/kg sdo
levemente toxicas, enquanto aquelas entre 5000 e 150000 mg/kg sdo consideradas praticamente
ndo toxicas '8, J4 quando avaliada a toxicidade cronica, 0o NOAEL (nivel sem efeitos ad versos
observaveis) foi de <75 mg/kg de peso corporal/dia para ratos machos e <300 mg/kg de peso
corporal/dia para fémeas. Para camundongos, a toxicidade crénica NOAEL foi de 250 mg/kg
de peso corporal/dia para machos e 500 mg/kg de peso corporal/dia para fémeas !7. Apés a
instilagdo de 10 ml de limoneno no duodeno de ratos, Igimi et al (1992) ndo observaram
anormalidade histolégica no duodeno !°, Resultado semelhante foi verificado pelo mesmo
grupo de pesquisa alguns anos antes, em um estudo desenvolvida com porcos. Os animais que
receberam infusdo de 20 ml de D-limoneno na vesicula biliar por 2 dias ndo apresentaram
nenhuma alteragdo histolégica nos tecidos que entraram em contato direto com o D-limoneno
20, O Programa Americano de Toxicologia (1990) também investigou a toxicidade do D-
limoneno em ratos e camundongos. As doses variaram de 0,4 a 6,6 g/Kg por dia, e a
administracdo foi realizada em 5 dias da semana, durante 3 semanas. Ao final da pesquisa nio
foi observado sinal de toxicidade do D-limoneno em doses menores do que 1,6 g/Kg/dia 2!, Um

estudo mais recente, realizado com ratos, identificou que quando administradas altas doses de
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observada pelos voluntarios foi uma impressdo olfativa caracteristica de citricos, que iniciou
em média | hora ap6s a suplementa¢fio e desapareceu em 2 a 3 horas . Da mesma forma, nio
foi constatada toxicidade em pacientes com cancer de mama apds a suplementago com 2 g/dia
de limoneno administrada de 2 a 6 semanas. Os tnicos efeitos colaterais observados foram
relacionados ao trato gastrintestinal, como eructagdes, diarreia e nduseas que apresentaram leve
intensidade 23.

Para determinar a RfD (dose de referéncia) de ingestdo de limoneno por humanos, Kim
et al. (2013) compilaram informagdes referentes a tratamentos com esse monoterpeno em
animais e analisaram dados de estudos com suplementag@o cronica de limoneno. A partir do
NOAEL definido previamente para camundongos machos B6C3F1 de 250 mg/kg/d, foi
realizado o calculo de determinagdo da RfD. Osautores utilizaram um fator de incerteza de 10
para diferengas intraespécies em humanos e 10 para diferengas entre espécies entre animais e

humanos, resultando em um RfD de 2,5 mg/kg/d para humanos 26,

1.3 Efeitos do D-limoneno no metabolismo
Varias propriedades benéficas ji foram atribuidas ao D-limoneno, como atividade anti-

inflamatéria2’-39, a¢do antioxidante24-31-33, potencial redugdo do risco de carcinogénese 4 e agéo
na prevengio e controle do diabetes’S38, além de promover melhora em ulcera gastrica e
colite?8,

Uma das propriedades mais exploradas do D-limoneno € sua agio sobre tlceras
gastricas e doengas inflamatorias intestinais. Tendo em vista essa atividade potencial do
limoneno, Moraes et al. (2009) estudaram os efeitos do 6leo essencial de C. Aurantium e seu
composto majoritario, o limoneno, na mucosa géstrica de animais com lesdes gastricas. Tanto
o 6leo essencial quanto o limoneno apresentaram atividade gastroprotetora eficaz nos modelos
de ulcera gastrica induzida por etanol e antinflamatérios ndo esteroidais. Os pesquisadores
sugeriram que essa a¢do se deve a atividade que esse composto exerce sobre a prostaglandina
E2, que esti relacionada com o aumento da produgdo de muco gastrico’®. Resultados
semelhantes foram observados pelo mesmo grupo de pesquisa em 2011, quando estudaram 6leo
essencial de limdo citrico, conhecido no Brasil como lim3o siciliano. Observou-se que o 6leo
essencial e o limoneno apresentaram efeito gastroprotetor, inibindo a formacio de tlcera
géstrica induzida por etanol e indometacina, sendo que 0 mecanismo que envolve a manutengio
dos niveis de PGE2 também foi observad 04C.

Outro estudo desenvolvido com ratos objetivou investigar a dose minima efetiva para

o efeito gastroprotetor do limoneno e os mecanismos que poderiam estar associados a essa
16



atividade. Apés administragdo do limoneno via oral 1 hora antes da indugfio de ulcera com
etanol, verificou-se que os animais tratados com 50 e 100 mg/kg de limoneno apresentaram
redugio de 93% e 100%, respectivamente, da formagdo de Ulceras gastricas. J4& aqueles que
receberam apenas 25 mg/Kg do monoterpeno tiverem protegdo gastrica semelhante ao grupo
controle. Ademais, a suplementagdo com 50 mg/kg preveniu a formagio de bandas
hemorrégicas, promoveu maior integridade da mucosa, reduziu a hemorragia, a descamagio e
a necrose epitelial, carcateristicas de ulceras induzidas por etanol e aumentou a produgéo de
muco gastrico. Verificou-se que o limoneno exerceu atividade imunomoduladora, induzindo
redugfo das citocinas pro-inflamatérias IL-1p ( interleucina 1 beta), TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa) e IL-6 (interleucina 6), além de aumnentar o nivel de IL-10 (interleucina 10), uma
citocina anti-inflamatoria, na mucosa gastrica. Ressalta-se que o tratamento com limoneno
diminuiu significativamente a expressdo génica de NF-xB, MPQO (mieloperoxidase) e IL-1B,
n#o alterou a expressdo de IL-10 e aumentou a expressio do mRNA de glutationa peroxidase,
indicando o mecanismo molecular envolvido na atividade gastroprotetora do terpeno em
questdo 27.

D'Alessio et al. (2013) investigaram a eficacia do D-limoneno no tratamento de colite
induzida em ratos. Os tratamentos com 10 e 100 mg/kg de D-limoneno foram administrados
via oral trés dias antes e cinco dias apds a indugdo dacolite. Apds a indugdo dacolite, os animais
nio tratados exibiram aumento na extensdo do c6lon devido aos processos inflamatérios, sendo
essa alteragfo intestinal controlada nos animais que receberam limoneno. O grupo tratado com
10 mg/kg de D-limoneno apresentou alteragSes macroscOpicas no co6lon e inflamagio
significativamente menores que o grupo sem tratamento. Os animais tratados com D-limoneno
nadosede 100 mg/kg ndo apresentaram melhora nesses marcadores. Outro resultado observado
foi 0 menor aumento da concentragdio sérica de TNF-a promovido pela indugdo da colite no
grupo tratado com 10 mg/kg D-limoneno. Para explicar os mecanismos envolvidos na atividade
do monoterpeno em questdo sobre a colite, foi realizado ensaio in vifro que demonstrou que a
agio do D-limoneno sobre o TNF-a envolve NF-kB. Para complementar o estudo, foi realizada
interven¢io em humanos, com idade entre 65 e 85 anos, com 6leo essencial de laranja, com
objetivo de verificar os mecanismos da ag¢#o anti-inflamatéria do D-limoneno. Como resultado,
os pesquisadores verificaram que a atividade antinflamatéria do D-limoneno se da por meio da
redugdo da expressdo de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-1pB e aumento da

expressdo de IL-1028,
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Outras pesquisas ja foram desenvolvidas visando estudara atividade anti-inflamatéria
do limoneno e de 6leos essenciais ricos nesse monoterpeno. Os oleos essenciais de limfo
siciliano (C . limon), limdo tahiti (C . latifélia), limdo mirim (C . aurantifolia) e limio cravo
(C. limonia), amplamente consumidos no Brasil e ricos em D-limoneno, demonstraram
significativa atividade anti-inflamatéria em estudos conduzid os em modelos animais3®. O 6leo
essencial de C . latifdlia também foi estudado por Kummer et al. (2013), que, da mesma forma,
notaram efeitos anti-inflamatérios em modelo murino de peritonite. Os estud os complementares
in vifro demonstraram que o limoneno ocasionou significativa diminuigdo na migragio de
neutréfilos e redugéo nas concentragées de TNF-a, corroborando os dados anteriormente
citados de que a agéo atiinflamatdria desse monoterpeno se deve a sua atividade inibitéria sobre
mediadores pré-inflamatérios?.

Para verificar quais os mecanismos envolvidos na atividade do D-limoneno sobre
processos inflamatérios, Yu, Yan e Sun (2017) induziram colite ulcerativa em ratos e os
trataram com D-limoneno nas dosagens de 50 ou 100 mg/kg. Quando suplementados com o
monoterpeno, a atividade da doenga e os danos a4 mucosa colénica foram significativamente
menores do que o grupo ndo tratado. Os animais com colite apresentaram aumento significativo
na expressdo de NF-xB , TNF-qa, IL-1p e IL-6 quando comparado ao grupo controle, porém,
aqueles tratados com D-limoneno tiveram redug#io nesses marcadores quando comparados ao
grupo nio tratado, explicitando a atividade anti-inflamatéria do suplemento. Além da resposta
anti-inflamatéria a atividade antioxidante do D-limoneno também foi analisada, visto que em
individuos com colite, a capacidade de eliminagdo de radicais livres de oxigénio €
comprometida. Para isso, a atividade das enzimas antioxidantes SOD (Superéxido Dismutase)
e GSH (Glutationa) ¢ da enzima iNOS (Oxido Nitrico Sintase) foram mensuradas. Observou-
se que a atividade das enzimas citadas nos animais com colite foi reduzida, mas que os grupos
tratados apresentaram aumento da atividade dessas enzimas em comparagdo ao grupo néo
tratado. Em contraste, quando avaliada a expressdo da proteina COX-2 (Ciclo-oxigenase-2) e
do gene TGF-B, os animais doentes apresentaram niveis maiores, que foram controlad os quando
tratados com D-limoneno. A produgio de PGE2 e a expressio da proteina p-ERK1/2, que
estavam comprometidas nos doentes, foi reestabelecida nos animais suplementados. Todos
esses resultad os confirmam as potenciais propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias do D-
limoneno o tornam uma potencial alternativa para o tratamento de diversas condig¢des clinicas4!.

Corroborando os efeitos antioxidantes, em outro protocolo com suplementacio de

limoneno em ratos com ulceras gastricas, observou-se aumento da atividade da enzima GPx
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(Glutationa Peroxidase) sem que houvessem alteragdes nas atividades de SOD, GR (Glutationa
Redutase)e GSH. Nos animais tratadoscom D-limoneno, houve inibi¢do da atividade de MPO,
uma enzima relacionada com processos oxidativos e inflamatérios, marcadora d e infiltragio de
neutréfilos. Esse resultado sugere que devido a redugdo da infiltragdo de neutréfilos, um dos
possiveis mecanismos deag#o do limoneno seja sua atividade antioxidante??, Além dos estudos
em modelos animais, diversos estudos in vitro ja foram desenvolvidos com a finalidade de
investigar as propriedades antioxidantesdo D-limoneno. O principal método utilizado para isso

¢ o ensaio de captura ou eliminagdo doradical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) que permite
detectar a eficacia de um antioxidante em potencial na transferéncia de elétrons e na redugfio

de uma substincia33. Chi et al. (2019) estudaram a atividade antioxidante do dleo essencial de
3 variedades de citrus: Citrus sinensis, Citrus grandis e Citrus aurantifoiia, todas ricas em D-
limoneno. De acordo com os resultados, o 6leo essencial de C. aurantifolia apresentou a maior
concentragéo de limoneno dentre os 3 avaliados. Curiosamente, no ensaio de elimina¢fio do
DPPH, o 6leo essencial com maior atividade de eliminagdo do radical foi o de C. aurantifolia,

indicando que, possivelmente, essa atividade antioxidante se deva a presenga acentuadado D-
limoneno?!. Os 6leos essenciais da folha de Citrus mdxima, conhecida como pomelo, e dacasca
de Citrus sinensis, a laranja moro, cujo constituinte majoritario € o D-limoneno também foram
estudadoscom relagio a seu potencial antioxidante. Ambos os éleos apresentam atividade dose-
dependente de eliminagdo de radicais DPPH 42. Estudos ja foram desenvolvidos com o objetivo
de determinar uma dose efetiva para que se possa observar esse efeito antioxidante do D-
limoneno. Sabe-se que essa atividade ¢ dose dependente, porém, baixas dosagens ja séo efetivas
para perceber-se efeito antioxidante. De acordo com Bacanli, Bagaran e Bagaran (2015) a
atividade antioxidante in vifro do D-limoneno pode ser observada nas concentragdes de 2 a
2000 pM?24, Corroborando, Roberto et al. (2010) observaram que na dose 10 a 50 pg/ml ja foi
possivel verificar agdo desse monoterpeno no controle da atividade oxidativa*3.

Ao estudarem a atividade do D-limoneno sobre alteragGes bioquimicas e histologicas
hepéticas desencadeadas pelo consumo de dietarica em gordura em ratos, Santiago et al. (2012)
verificaram que a administragio de 2% desse monoterpeno na dieta dos animais promoveu
redugdio nas concentragbes de subprodutos da peroxidagio lipidica na circulagdo, que
normalmente encontra-se elevada devido ao aumento do estresse oxidativo e produgio de
espécies reativas de oxigénio desencadeados pela resisténcia a insulina. Ainda, foi observado

que os niveis dos antioxidantes ndo enzimdticos vitamina C, vitamina E e GSH, que foram
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comprometidos pela dieta gordurosa, foram reestabelecidos nos animais que receberam D-
limoneno, evidenciando o potencial antioxidante do D- limoneno38.

Outra potencial agdo do D-limoneno de grande interesse € sua atividade como agente
quimioterapéutico € quimiopreventivo. Embora os mecanismos de ag3o ainda sejam incertos,
diversas pesquisas vém sendo realizadas com o propdsito de estudar assa atividade. Apés o
tratamento da linhagem celular humana de cancer de célon LS174T com diferentes doses de D-
limoneno ao longo de 48 horas, observou-se que esse monoterpeno induziu a apoptose celular.
Verificou-se que o D-limoneno promove regulag@o positiva da proteina pré-apoptética BAX, e
regulag@o negativa do BCL 2, uma proteina anti-apoptética. Além disso, por aumentar o nivel
docitocromo C no citosol, desencadeia ativagdo da pré-caspase 9, que mediante a presenga de
ATP, leva a produgdo de caspase 3, uma protease mediadora da apoptose celular 44,

Além das atividades ja citadas acima, existem varios estudos que verificaram que o D-
limoneno podeatuar sobre o metabolismo da glicose e delipidios. Em ratos diabéticos (diabetes
induzida com solugdo de estreptozotocina) € natural haver uma elevagio na concentragio de
glicose plasmatica e diminuigdo dainsulina. A suplementagio com 100 mg/kg de D-limoneno
teve efeito semelhante ao farmaco glibenclamida, reduzindo a glicemia € aumentando a
insulinemia. De acordo com os pesquisadores, esses resultados podem ser explicad os pela agéo
do D-limoneno sobre o aumento da secre¢do de insulina pelas células B pancreaticas, que
consequentemente melhora a utilizagfio da glicose pelos tecidos33. Em um estudo independente,
a suplementacio de ratos com S0 mg/kg de D-limoneno demonstrou efeitos semethantes aos
acima citados37. Resultados com camund ongos corroboram os dados obtidos em experimentos
com ratos. Quando foi adicionado D-limoneno a 0,5% na rag@o de camundongos que recebiam
ragdo hiperlipidica, houve redugéo de 29,1% na glicemia em comparagdo a0 grupo que ndo
recebeu o monoterpeno, resultando em concentragées de glicose proximas ao grupo alimentado
com dieta normolipidica 3¢. Redugfio na concentrag@o de glicose de jejum, insulina plasmatica
e no HOMA -IR também foram observadas por Santiago et al. (2012) em animais que receberam
2% de D-limoneno, tratados com rag¢@o hiperlipidica3®.

Animais diabéticos, que naturalmente apresentam distirbios no metabolismo de
carboidratos, tém menor concentragdo de glicogénio hepatico e aumento da gliconeogénese. Ao
analisar os efeitos da suplementag@io com D-limoneno em ratos diabéticos, Murali et al. (2012)
verificaram que o tratamentocom o monoterpeno induziu redugdo da atividade de duas enzimas
que participam da gliconeogénese: glicose 6-fosfatase e frutose 1,6-bisfosfatase a valores

proximos aos de animais saudéveis. Com a diminuigdo da atividade dessas enzimas, ocorre a
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redu¢do da produgdo enddégena de glicose. De acordo com os pesquisadores, uma possivel
explicagdo para esses resultados encontra-se na agdo do D-limoneno sobre a insulina, que
desempenha papel crucial na atividade dessas enzimas. Também foi observado que a
suplementag¢do promoveu aumento do armazenamento e utilizag@io de glicogénio hepatico que,
da mesma forma, é regulada pela insulina33,

As alteragdes no metabolismo glicidico estdo intimamente associadas com
modificagbes no metabolismo de lipidios. Animais diabéticos costumam apresentar aumento
nas concentragdes séricas de LDL, colesterol total e triglicerideos e redugio de HDL. Porém,
j4 foi demonstrado que o D-limoneno pode atuar sobre esses marcadores, reduzindo a
concentragdo de colesterol LDL e aumentando as de colesterol HDL 36-3845, Ahmad e Beg
(2013) reportaram que a suplementagdo com D-limoneno induziu redugdo da atividade da
HMG-CoA redutase, podendo explicar a redugdio no colesterol plasmatico promovida pelo D-
limoneno em ratos. Os autores também citam que visto sua agdo antioxidante, o D-limoneno
inibe a oxidag&do das lipoproteinas de baixa densidade, caracterizando efeito ateroprotetor4s.

Além da sua atividade sobre os lipidios plasmaticos, também foi verificado que
camund ongos suplementad os com D-limoneno apresentaram redug&o no tamanho de adipdcitos
brancos e marrons quando comparado ao grupo nio tratado. Em animais alimentados com dieta
rica em gorduras, a suplementacdo dietética com D-limoneno reduziu o actimulo de lipideos
hepaticos (colesterol total, triglicerideos e acidos graxos livres), indicando uma possivel
aplicagdo em casos de acimulo de gordura no figado, que normalmente estdo associados
resisténcia 4 insulina®8. Jing et al. (2013) estudaram a a¢do do limoneno sobre fatores de
transcricdo que participam de regula¢des metabdlicas a fim de identificar os mecanismos de
ac3o envolvidos na atividade hipolipemiante do D-limoneno. Esses autores constataram que o
PPARy e LXRp. Essa ativagdo de PPAR no tecido adiposo branco de camundongos
suplementad os com D-limoneno culminou no aumento da expressio génica da UCP-2 (proteina
de desacoplamento mitocondrial 2), uma proteina reguladora da oxidagdo de dcidos graxos, por
aumentar a demanda pela oxidagdo de substratos energéticos. Por outro lado, a suplementagio
reduziu a concentragdo de mRNA de genes que sofrem ativagdo por LXR, como o SREBP-1
(proteina-1 de ligagdo ao elemento regulador de esterol), que participa da sintese de
triglicerideos e metabolismo de colesterol. De acordo com os pesquisadores, esses achados
demonstram uma possivel via por meio da qual o D-limoneno esté envolvido na regulagsio do

metabolismo lipidico, especialmente na sintese de triglicerideos3$. O D-limoneno também afeta
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o browning de adipécitos 3T3-L1. Em células tratadas com diferentes concentragdes do
monoterpeno observou-se aumento da expressdo de genes marcadores de adipdcitos marrons:
PGC-la, PRDMI16 e UCPl e aumento da biogénese mitocondrial, uma das principais

carcateristicas do browning.

1.4 Atividade antimicrobiana do D-limoneno
Além das diversas a¢bes do D-limoneno sobre o metabolismo intermedidrio de animais,

este apresenta também atividade antimicrobiana*6-47, O mecanismo de ag#io antibacteriano mais
conhecido dos monoterpenos esté relacionado & sua caracteristica lipofilica e a sua capacidade
de desestruturar a membrana celular e promover alteragdes na fun¢do de canais idnicos*8-3°, Ao
interagir com a superficie celular dos microorganismos, o D-limoneno permeia a bicamada
lipidica da membrana, comprometendo sua integridade 48:4%.51. Como ocorre essa alteragfio na
permeabilidade, ha extravasamento de eletrélitos e contetdos intracelulares fundamentais,
como proteinas, agicares, ATP e DNA, induzindo a morte celular’?-55,

A capacidade dos dleos essenciais de permearem as membranas fosfolipidicas depende
significativamente de suas caracteristicas fisico-quimicas e da composicdo da membrana
bacteriana 3!. As bactérias Gram-negativas sdo consideradas mais resistentes a agdo do D-
limoneno e de outros componenetes dos 6leos essenciais, enquanto as Gram-positivas sdo mais
suscetiveis a atividade antimicrobiana*’-5!. Por possuirem uma membrana externa rigida e
complexa, rica em lipopolissacarideos, as bactérias Gram-negativas dificultam a
permeabilidade de compostos hidrofébicos para o seu interior. J&4 as Gram-positivas, que tem
sua membrana externa menos complexa e formada predominantemente por peptidoglicano
favorecem a difuso de pequenas moléculas para o seu interior 3657,

Diversos estudos ja foram realizados com o objetivo de explorar o potencial
antimicrobiano do limoneno e do dleo essencial de diferentes tipos de laranja e frutas citricas
ricas nesse monoterpeno. Chi et al. (2019) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial das folhas de Citrus sinensis, Citrus grandis e Citrus aurantifolia, cujo principal
constituinte ¢ o limoneno. Todos os 6leos apresentaram atividade antimicrobiana significativa
contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Salmonella typhi’!. Azhdarzadeh e Hojjati
(2016) analisaram o 6leo essencial delaranja (Cifrus aurantium) e observaram potente atividade
antimicrobiana contra Saccharomyces cerevisiae, Bacillus cereus e Escherichia coli, indicando
que o dleo essencial de laranja pode ser utilizado como um método natural para conservagio de
alimentos, visto que reduz o crescimento de alguns patégenos*’. Ao avaliar o 6leo essencial de

uma variedade de laranja hibrida (Citrus kharna), Dar, Lawrence ¢ Khan (2016) também
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observaram ampla atividade antimicrobiana contra patégenos humanos como Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococus aureus*S. Quando a populagio de
microrganismos intestinais, especialmente os Staphylococcus aureus, entra em contato com
6leos essenciais citricos, observa-se aumento na expressio do gene cwrA, efeito semelhante ao
gerado pelos antibidticos penicilina, imipenem, fosfomicina, oxacilina e vancomicina, que
inibem a sintese da parede celular das bactérias 33-60, Além disso, a exposi¢io ao 6leo citrico
aumenta a atividade da PBP4 (proteina 4 de ligag¢do a penicilina), relacionada com a sintese de
peptidoglicano e de genes associados a atividade de autélise de Staphylococcus aureus 6°.

Recentemente, Wang et al. (2019) estudaram os efeitos do éleo essencial de laranja na
microbiota intestinal de camundongos. Foi observado que a administragdo intragastrica do
limoneno afetou positivamente a microbiota intestinal dos camundongos, aumentando a
abundéncia relativa de Lactobacillus. Em comparagdo a outros monoterpenos estudados, como
linalol e citral, a microbiota intestinal dos animais tratados com limoneno foi estruturalmente
diferente, indicand o atividade mais proeminente®!. Quando suplementad os com microcapsulas
do 6leo de laranja doce (Citrus sinensis), ratos alimentados com dieta com alto teor de gordura
tiveram uma redugdo de 70% do ganho de peso e houve alteragdo na microbiota intestinal.
Enquanto os grupos que nfo receberam a suplementagdo tinham 7 filos predominantes em sua
microbiota, o grupo suplementado com o éleo apresentou 9 filos predominantes. Além disso, a
abundéncia relativa mais alta dos animais n3o suplementados foi de Firmicutes, seguida de
Bacteriodetes. No grupo tratado a abundancia de Actinobactéria e de Bacterioidetes foi maior
quando comparada ao grupo néo tratado, e houve redugdo na abundéancia relativa de Firmicutes.
Os animais que receberam dieta com alto teor de lipidios tiveram maior abundéncia relativa de
Lactobacillus, Ruminiclostridium e Lachnoclostridium. Porém, quando os animais com dieta
hiperlipidica receberam a suplementagio com o¢leo de laranja, as abundancias relativas
predominantes foram de Allobaculum, Bifidobacterium e Lactobacillus. Além disso, a
suplementagio com microcdpsulas de éleo de laranja induziu menor concentrag@o no soro de
endotoxinas derivadas de lipopolissacarideos bacterianos®2,

Visto a atividade antimicrobiana bem documentada do limoneno e sua seletividade,
acreditamos que esse monoterpeno possa modular a composi¢do da microbiota gastrintestinal,
envolvida na produgdo de dcidos biliares secundérios®3. Se esta alteragdo for confirmada, o D-
limoneno teria potencial para modular indiretamente diversos processos fisiologicos do

hospedeiro, como veremos a seguir.
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e reversdo do quadro de obesidade induzido pela dieta hiperlipidica e melhora na tolerincia a
glicose. Quando tratados com o acido biliar os animais tiveram maior produgio de CO2 e
consumo de Oz, demonstrando maior gasto energético ¢ aumento da atividade mitocondrial.
Esses efeitos foram comprovadamente derivados da ativagdo do TGRS e da consequente
ativag@o da desiodase 2, que converte 0 homonio tireoidiano em sua forma ativa. Se esses
resultad os forem confirmados em humanos, a modulago dos 4cidos biliares poderia ser uma
aliada no tratamento de dislipidemia e obesidade 77,

Outra via por meio da qual os AB podem exercer efeitos no metabolismo intermediario
¢ a ativagdo do receptor FXR, expresso principalmente no figado, intestino, rins e glandulas
supra-renais’!-’8. A principal fungdo do FXR consiste na regulagdo da homeostase dos 4acidos
biliares, por meio da redugdo daexpressdo de genes codificadores de enzimas responsaveis pela
sua biossintese. Entretando, sabe-se que o FXRa também participa do controle das
concentrag8es de triglicerideos plasmaticos ¢ do metabolismo da glicose’!. A modulagéio das
concentragdes de triglicerideos pelos AB ja € conhecida ha varios anos. Porém, em 2004,
Watanabe et al. sugeriram que essa relag@o se deve ao papel do FXRa, que quando ativadoinibe
a expressdo de SREBP-1C, proteina envolvida na biossintese de triglicerideos e 4cidos graxos.
Os pesquisadores verificaram que animais sem atividade do receptor FXRa demonstraram
elevagdo detriglicerideos plasmaticos e hepaticos e na VLDL (lipoproteina de densidade muito
baixa) 7°. Esses animais também demonstram maior concentragdo de 4cidos graxos livres na
circulagio quando comparados aos camundongos selvagens alimentados com dieta
hiperlipidica, provavelmente devido a maior atividade da lipase lipoproteica®®3!. Visto isso,
pode-se concluir que a ativagdo do FXR pelos AB poderia contribuir com a melhora do perfil
lipidico, sendo um possivel alvo para o tratamento de dislipidemias®2.

Outra relaciio importante do FXR ¢ com o metabolismo da glicose. Trata-se de uma
relagdo bidirecional, na qual, as variagdes glicémicas podem impactar na expresséo do receptor
e, por outro lado, a atividade do FXRa pode controlar o metabolismo de carboidratos?1.8, A
ativagio do FXRa pelos AB também ja foi relacionada a melhora da fungdo das células -
pancreaticas de camundongos. Os AB promoveram normalizagdo da hiperglicemia e da
sensibilidade a insulina, aumento da atividade da insulina no figado, no musculo e no tecido
adiposo 8384, Qutra agdo desse receptor sobre o metabolismo glicidico refere-se a sua atividade
supressora da gliconeogénese hepética, por meio da regulagdio da expressio de genes
codificadores de enzimas chave para esse processo, como por exemplo a PEPCK

(fosfoenolpiruvato carboxiquinase)3S. Em contrapartida, ratos que tiveram diabetes induzida,
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apresentaram menor expressdo hepética desse receptor. Assim, a alterag3o da expressio de
FXRa em resposta 3 homeostase alterada de carboidratos poderia contribuir para o
desenvolvimento de hipertrigliceridemia e a desregulagdo do metabolismo dos 4cidos biliares
em pacientes com diabetes ou resisténcia & insulina®6.

Se esses efeitos demonstrados em animais também forem observados em humanos, a
utilizagdo de agonistas desses receptores, como por exemplo os AB, poderia ser considerada
para o tratamento de diversas condigdes metabélicas. A modulagiio da composigio dos AB
poderia ser um alvo terapéutico de grande interesse no tratamento de doengas relacionadas ao
metabolismo de glicose e lipidios como diabetes e dislipidemias®’.Uma das possiveis formas
de promover essa modulagio dos AB seria por meio de sua interagdio com a microbiota
intestinal. Essa relag@o entre os microrganisms habitantes dotrato gastrintestinal, a composi¢éo
dos acidos biliares circulantes e o metabolismo do hospedeiro estd apenas comegando a ser
compreendida. Recentemente demonstrou-se que o tratamento com antibiético promoveu
remodelagdo no perfil de AB, levando a melhora da intolerdncia a glicose e da esteatose
hepatica. A alteragdo da metabolizagdo microbiana dos AB foi fundamental para a regressio da
esteatose hepatica e intolerdncia a glicose, apontando um importante alvo de estudo para o
tratamento de alteragdes metabodlicas®®.

Apesar de ndo termos avaliado a composi¢do da microbiota intestinal nesse estudo,
acreditamos que este seja um dos mecanismos de agdo por meio do qual o D-limoneno poderia
promover alteragdes no metabolismo. A modulagdo da composicdo da microbiota intestinal,
que € responsavel pela sintese de AB secundarios, pode potencialmente alterar a composi¢&o
dos AB circulantes. Esses ultimos afetariam o metabolismo lipidico e de carboidratos, como ja
foi demonstrado em diversos estudos in vitro e em modelos animais, contribuindo de forma

significativa com a melhora de marcadores relacionados a dislipidemias e alteragdes glicidicas.

2. JUSTIFICATIVA
As doengas cronicas ndo transmissiveis associadas a alteragbes no metabolismo
energético, como obesidade, diabetes e doengas cardiovasculares séo a principal causa de morte
no mundo. Por esse motivo, a regulagdo do metabolismo ¢ tépico de intensa investigagéo.
Sabe-se que o consumo de compostos fitoquimicos presentes nos alimentos vegetais
esta relacionado com a prevengdo dessas doengas cronicas ndo transmissiveis. No Brasil, uma
das frutas mais consumidas ¢ a laranja, sendo que anualmente o pais produz em média 18 mil

toneladas dessa fruta e cerca de 74% da sua produgio ocorre no estado de Sdo Paulo®®. Um dos
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do D-limoneno no metabolismo de 4cidos biliares em camundongos

machos C57/B16, bem como seus efeitos sobre 0 metabolismo intermediario.

4.1 Objetivos Especificos
e Analisar os efeitos da suplementagdo com D-limoneno no metabolismo energético dos

camund ongos;

e Investigar alteragdes na homeostase glicémica dos camundongos mediante a
suplementagdo com D-limoneno.

e Avaliar as concentragdes de marcadores de bioquimica clinica (triglicerideos, colesterol
total e fragdes, enzimas hepdticas, 4cidos graxos ndo esterificados) apés a
suplementagéo com D-limoneno;

¢ Estudar o impacto da suplementagdo com D-limoneno no metabolismo de acidos

biliares.

5. MATERJAL E METODOS

5.1 Suplemento de D-limoneno
O suplemento de D-limoneno utilizado no estudo pesquisa foi produzido pela empresa

Citro Flavor (Catanduva, Sdo Paulo). Este material estd em conformidade com os requisitos da
“Food Safety System Certification” ISO 22000:2005, ISO/TS 22002-1:2009, segundo
certificado emitido pela Lloyd’s Register do Brasil (Anexo C, D e E), seguindo altos padrdes
de qualidade e pureza.

A andlise da composi¢do do 6leo foi realizada por meio de Cromatografia a gas (CG),
em um cromatdgrafo Agilent CG 6850 equipado com coluna HP-5MS de comprimento 30 m x
0,25 mm e filme de 0,25um, acoplado a um espectrometro de massas (EM) Agilent 5975C. O
método utilizado possui temperatura inicial do forno de 40°C, mantida por 5 minutos, e taxade
aquecimento de 6 °C.min! até atingir a temperatura de 100 °C e, posteriormente, taxa de
aquecimento de 3 °C.min"! até atingir a temperatura de 205 °C. As temperaturas do injetor, do
quadrupolo e da fonte de ions foram, respectivamente, 250 °C, 180 °C e 250 °C. O gés carreador
foi Hélio ao fluxo de 1 mL.min"!. A anilise foi realizada em parceria com o Prof. Dr. Marcelo

Pena Ferreira (IB USP).
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5.5 Anailises
5.5.1 Marcadores do metabolismo intermediirio
As amostras de plasma foram utilizadas para determinagio de marcadores do

metabolismo intermediario (glicose, insulina, triglicerideos, colesterol total e fragdes e 4cidos

graxos ndo esterificados (NEFA)) utilizando kits enzimaticos.

5.5.2 Composigio de dcidos biliares

5.5.2.1 Reagentes
Os padrdes de 4cidos biliares que incluem &acido célico (CA), acido quenodesoxicdlico

(CDCA), 4cido desoxicélico (DCA), dcido ursodesoxicédlico (UDCA), acido litocolico (LCA),
acido a-muricélico (a-MA), acido B-muricélico (BMA), 4cido hiocdlico/dcido y-muricélico
acid (YMA), éacido taurocélico (T-CA), &cido tauroquenodesoxicolico (TCDCA), acido
taurodesoxicolico (TDCA), acido traurolitocélico (TLCA), acido tauro-a-muricélico (T-a-
MA), acido glicocélico (GCA), acido glicodesoxicélico (GDCA), acido glicoursodesoxicélico
(GUDCA), acido glicolitocdlico (GLCA) foram adquiridos da Crystal Chem (Elk Grove
Village, USA) e os padrdes deuterados acido colico-2,2,4,4-D4 (CAD4), acido
quenodesoxicolico-2,2,4,4,-D4 (CDCAD4), acido desoxicélico-2,2,4,4-D4 (DCAD4), acido
ursodesoxicolico-2,2,4,4-D4 (UDCAD4), acido litocolico-2,2,4,4-D4 (LCAD4), Aacido
glicoquenodesoxicdlico-2,2,4,4-D4 (CDCAD4), acido glicodesoxicélico-2,2,4,4-D4 (GDCA-
D4), acido glicoursodesoxicoélico-2,2,4,4-D4 (GUDCAD4) e 4cido glicolitocolico-2,2,4,4-D 4
(GLCAD4) foram comprados da CDN Isotopes (Pointe-Claire, Canada). Metanol e acetonitrila
grau LC-MS foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany). Agua ultrapura foi obtida por
um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Acido férmico para espectrometria de

massas foi adquirido da Sigma-Aldrich.

5.5.2.2 Preparo do padrio interno e curva de calibragio
Solugdes estoque dos padrdes de AB deuterados foram produzidas em metanol a uma

concentragio de 10 mM. A partir dessas solugdes, foi preparado um pool de padrdo interno a
100 uM (solugdo mie) que foi diluida a uma concentragdo de 2 uM ou 20 uM no momento das
extra¢des de acordo com o procedimento para cada tipo de matriz e volume de amostras a serem
analisadas. Para realizar a quantifica¢o do contetido de AB em amostras de plasma, figado e
fezes, foram também preparados solugdes estoques dos padrdes de AB em metanol a 10 mM.
A partir dessas solugdes, foi preparado um pool de padrSes a uma concentragdo de 100 uM

(solugdo mae). Foram construidas curvas de calibragio em solvente, solubilizadas em
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5.5.2.4 Analise dos 4cidos biliares por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resoluciio
A separa¢do dos AB foi realizada em cromatégrafo liquido de ultra alta eficiéncia

(UHPLC) modelo UFLC XR (Shimadzu, Jap#o), equipado com bomba binaria e injetor
automatico com termostato. Para a separagdio cromatografica foi empregada uma coluna
Kinetex C18 EVO, 2.1 x 100 mm, 1.7 um (Phenomenex, Califérmia, EUA) mantida a uma
temperatura de40 °C. A fase movel utilizada foi composta de 4gua ultrapura com 0.1% de 4cido
férmico (fase A) e acetonitrilo com 0.1% deacido férmico (fase B) usando o seguinte gradiente:
0 min, 5% de fase B e mantido por 1 minuto, aumentando linearmente até 100% de fase B aos
12 min, permanecendo a 100% de fase B até o minuto 13, retomando as condig¢des iniciais de
5% de fase B aos 15 min. Utilizou-se um fluxo de 400 pL/min e foram injetados 10 pL dos
extratos.

Os AB foram analisados em espectrometro de massas de alta resolugdo, modelo
Compact (Bruker, Massachusetts, EUA) acoplado a ionizagdo por eletrospray (ESI) e
analisador de tempo de voo (Q-ToF). As amostras foram analisadas em modo de ionizagdo
negativo no modo de perfil de alta resolugdo, com aquisi¢do de dados de massa na faixa de 50
a 1000 m/z. Os pardmetros de analise foram: voltagem do capilar, - 4.5 kV; temperatura do gis
secante, 200 °C, fluxo do géas secante, 10 L/min; pressdo do gas de nebulizagdo, 28.0 psi;
voltagem de placa, 500 V. A identificagdo das moléculas foi confirmada utilizando o software
Data Analysis e a quantificag¢fo utilizando o software QuantAnalaysis da Bruker.

Para assegurar a qualidade dos dados, injetou-se o formiato de sédio como ion de
referéncia para calibragdo interna do equipamento em todas as andlises. Também foi realizada
a aleatorizagdo das amostras para evitar efeito de ordem de injegdo e preparado um controle de
qualidade, contendo uma mistura equitativa de todasas amostras, que foi injetado em diferentes
tempos da analise para verificar deriva do tempo de retengio nos cromatogramas obtidos no
LC-ESI-qToF-MS/MS.

5.5.3 Determinacido de metabélitos do D-limoneno
As amostras de urina (30 pL) foram diluidas em 70 uL 4gua ultrapura, agitadas por 30 segundos

e centrifugadas a 14.000 rpm, por 15 min a 4 °C. O sobrenadante serd separado e filtrado com filtros de
PTFE de 0.22 pm em vials de 2 mL com insert de 100 pL paraanlise. As amostras foram armazenadas
a -80 °C até o dia da analise.

A separagdo dos metabolitos foi realizada em cromatégrafo liquido de ultra alta eficiéncia

(CLAE) modelo UFLC XR (Shimadzu, Japiio), equipado com bomba bindria e injetor automatico com
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termostato. Para a separagio cromatogréfica foi realizada em coluna Kinetex C18 EVO, 2.1 x 100 mm,
1.7 pm (Phenomenex, Califérnia, EUA) mantida a uma temperatura de 40 °C. Os possiveis metabélitos
foram eluidos utilizando 4gua ultrapura com 0.1% de acido formico (fase A) € acetonitrilo com 0.1% de
4cido férmico (fase B) usando o seguinte gradiente: 0 min, 5% de fase B, aumentando linearmente até
100% de fase B aos 12 min, permanecendoa 100% de fase B até o minuto 13, retomando as condigdes
iniciais de 5% de fase B aos 15 min. Foi empregado um fluxo de 400 pL/min e foram injetados 10 pL
dos extratos.

Os metabdlitos foram analisados em espectrdmetro de massas de alta resolugdo, modelo
Compact (Bruker, Massachusetts, EUA) acoplado a ionizag¢do por eletrospray (ESI) e analisador de
tempo de voo (Q-ToF). As amostras foram analisadas em modo de ionizagéo positivoe negativo no
modo de perfil de alta resolugdo, com aquisi¢do de dados de massa na faixa de 50 a 1000 m/z. Os
pariametros de analise foram: voltagem do capilar, +/- 4.5 kV; temperatura do gis secante, 200 °C, fluxo
do gds secante, 10 L/min; pressdo do gas de nebulizagdo, 28.0 psi; voltagem de placa, 500 V. As
amostras também foram analisadas no modo de dados dependente, no qual serdo selecionados os ions
de maior intensidade para a realizagdo da anélise do fon produto para a identificagdo. Para assegurara
qualidade dos dados, foi utilizado o formate de sédio como fon de referéncia para calibrar o
equipamento, assegurando um erro menor que 10 ppm.

O treinamento para a identificagdo de metabdlitos do D-limoneno nas amostras de urina foi
realizado para o software Data Analyst (Bruker). Estes metabélitos identificados serdo utilizados como
biomarcadores do consumo do D-limoneno, possibilitando estabelecer relagdo com possiveis efeitos na

modulag3o do metabolismo energético.

5.6 Anilise dos Dados
Para analise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism versdo 9. Para testara

diferenga entre os grupos, utilizou-se a Analise de Varidncia (ANOVA)de 1 via seguida do
Teste de Tukey. Para a analise de perfil de AB, optou-se por uma andlise de varidncia de 2 vias
sem corre¢do por multiplas comparagdes, empregando apenas o teste LSD de Fisher. Apenas
diferengas com p<0.05 foram consideradas significativas, Considerando que a concentragao
dos AB ndo segue uma distribuigdo gaussiana, uma andlise de correlagdo de Spearman foi
realizada entre a concentragdo de AB no figado e fezes e as demais varidveis de interesse no
metabolismo intermediario. Para as associagbes mais relevantes, realizou-se também uma
andlise de regressio linear. Os dados derivados da andlise dos metabdlitos de D -limoneno nos
grupos HLO0.1 ¢ HL0.8 foram convertidos a z-scores e apresentados em um mapa de calor, além
de serem também apresentados ap6s normalizagdo nos dois grupos em fungdo da presenca no

grupo HLO.1.
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5. RESULTADOS

5.1 Anailise do perfil de monoterpenos do suplemento de D-limoneno utilizado no estudo
A andlise do suplemento utilizado no protocolo com os modelos animais pela

cromatografia gasosa revelou que a concentragio de limoneno no suplemento é de 96% (Tabela
2), estando de acordo com as especificagdes do fornecedor. Os componentes minoritarios sdo
compostos caracteristicos do 6leo essencial de laranja e correspondem a menos de 4% do

suplemento utilizado.

Tabela 2 - Composicio do suplemento de D-limoneno utilizado

Tempo de Retengdo Identificagdodocomponente Percentual Relativo (%)

9.115 a-pineno 0,56
10.429 B-felandreno 0,75
11.071 B-pineno 1,52
11.420 octanal 0,23
11.564 A3-careno 0,14
12.031 m-cimeno 0,01
12.260 limoneno 96,45
13.034 y-terpineno 0,07
14.206 linalol 0,27

5.2 Quantifica¢ao de D-limoneno na ragio
Levando em consideragdo que o D-limoneno € um composto volatil e sua concentragéo

nas ragdes poderia ser influenciada pela exposigdo ambiental, foi realizada a quantifica¢do do
contetido desse monoterpeno nas diferentes formulagdes de ragdo utilizadas no estudo, Para
isso utilizou-se cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizagdo de chama (GC-FID)

e a concentragio do analito quantificada por meio de curvas de calibragdo com D-limoneno e

mirceno como padrdo interno.

Tabela 3 — Concentracéio de D-limoneno nas diferentes formulagdes de ragio (g/100g).

D-limoneno

Formulagiio adicionado (%) Quantificagio
NL - n.d
HL - n.d
HLO0.1% 0,1 0,08 = 0,007
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HLO0.8% 0.8 0,81+ 0,01

Observamos que a concentragdo teérica e real de D-limoneno nas diferentes
formulagées de ragdo € similar, o que indica que os animais realmente receberam a
suplementagdc com o monoterpeno nas doses programadas. A partir da quantificagio de D-
limoneno nas ragfes foi entdo calculada a quantidade ingerida diariamente desse monoterpeno

pelos animais durante todo o experimento (Tabela 4).

Tabela 4 - Ingestdo didria de D-Limoneno. Valor médio durante todo o experimento. N =9,
Valores expressos em Média e Desvio Padrio.

Grupo Ingestio de D-limoneno (mg)
NL n.d
HL nd

HLO0.1% 1,99 +£0,10

HL0.8% 21,07 £1,50

5.3 Peso corporal e metabolismo energético
Conforme esperado, os camundongos alimentados com ragdo hiperlipidica (HL)

exibiram maior ganho de peso quando comparados ao grupo alimentado com ragdo
normolipidica (NL) (Figura 6A). Entretanto, os camundongos do grupo HL0.1 apresentaram
ganho de peso 35% menor e massa corporal final 11% menor que os demais animais que
receberam ragdo hiperlipidica (p<0,05) (Figura 6B ¢ 6C). Os animais que ingeriram racio
hiperlipidica consumiram 16,4% a mais deenergia quando comparados ao grupo NL, conforme
esperado (p<0.0001). O D-limoneno n#o induziu alteragdes na ingestdo energética, indicando
boa aceitagfio da suplementagdo (Figura 6D). Quando comparados aos animais tratados com
dieta com contetido normal de lipidios, os camundongos do grupo HL demonstraram eficiéncia
energética aproximadamente 5 vezes maior (Figura 6E). O grupo HLO.l exibiu eficiéncia

energética 39,29% menor que o grupo HL ndo suplementado (p=0.0005).
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dados utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados nédo seguiram uma distribui¢Zo
normal as diferengas nas concentragdes dos metaboélitos entre os grupos HLO.1 e HL0.8 foram
testadas através do teste de Mann-Whitney. Em caso de distribui¢8o normal (gaussiana) dos
dados, foi utilizado o teste T de Welch, sem informag8es prévias sobre o desvio padrio das

médias.

Tabela 5 - Concentracio dos metabélitos de D-limoneno na urina normalizada pelos
valores do grupo HL0.1. Observagdo: nomes dos metabolitos em inglés

Dist. HLO.1 HLO0.8
Metabélitos p valor
Normal? Média Desv.Pad. N Média Desv.Pad. N
penillic acid glycine No 0.0043 1.00 0.17 5.0 3.13 0.82 6.0
penllic acid glucuronide I No 0.0095 1.00 0.15 4.0 21,70 4.93 6.0
dehydroperillic acid glycine Yes 0.0027 1.00 0,14 50 7.67 1.23 6.0
dehydroperillic acid glucuropide Yes 0.0023 1,00 0.25 5.0 6.85 1.07 6.0
dehydroperillic acid taurine No 0,0303 1.00 0.24 5.0 4.37 1.05 6.0
hydroxydihidroperillic acid glycine Yes 0.0026 1.00 0.14 5.0 9.30 1.50 6.0
hydroxydihidroperillic acid glycine I No 0.0043 1.00 0.11 5.0 8.77 1.71 6.0
hydroxydihidroperillic acid glucuronide I Yes 0.0041 1.00 0.22 5.0 5.45 092 6.0
hydroxydihidroperillic acid glucuronide II Yes 0.0048 1.00 0.14 5.0 4,44 0.73 6.0
hydroxydihidroperillic acid glucuronide I No 0.0095 1.00 0.08 4.0 14.16 3.30 6.0
dihydroxylimonene glucuronide I No 0.1062 1.00 0.12 50 2,32 0.67 6.0
dihydroxylimonene glucuronide I No 0.0266 1.00 0.21 50 4.10 1,00 6.0
dihydroxylimonene glucuronide III Yes 0.0005 1.00 0,23 5.0 9.10 1.06 6.0
dihydroxydihydroperitlic acid glucuronide No 0.0095 1.00 0.23 4.0 3.73 1,48 6.0
dihydroxypernillic acid glucuronide No 0.0043 1.00 0.12 5.0 14.99 in 6.0
hydroxy-p-menth-8-en-7-oic acid No 0.0079 1.00 0,20 5.0 27.00 7.07 5.0
perillic acid sulfate No 0.5368 1.00 0.14 5.0 1.35 0.61 6.0
perillic acid taurine No 0.0043 1,00 0.17 5.0 17.03 5.71 6.0
bydroxylimonene glucuronide 1 Yes 0.0034 1.00 0.24 5.0 8.85 1.53 6.0
liydroxylimonene glucuronide II Yes 0.0036 1.00 025 5.0 7.34 1.26 6.0
hydroxylimonene glucuronide I Yes 0.0000 1.00 0.19 5.0 4,88 0,40 6.0
hydroxy-p-menthane glucuronide Yes 0,0005 1.00 0.20 50 6.80 0.79 6.0
hydroxylimonene taurine Yes 0.0084 1.00 0.23 50 341 0.60 6.0

Conforme esperado, o grupo que recebeu uma dose superior de D-limoneno (0,8%)
demonstrou maior concentrag¢do de metabolitos desse monoterpeno na urina. O metabolito que
mais diferiu entre os grupos foi o &cido hidroxi-p-menth-8en-7-oic (Figura 10). Sua
concentragfio foi 27 vezes maior no grupo HLO.8 quando comparada ao grupo HLO.1
(p=0,0079). Outros metabélitos que demonstraram comportamento semelhante foram o acido
perilico glucoronideo I, aproximadamente 22 vezes maior no grupo HLO.8 (p=0,01) e o dcido
perilico conjugado a taurina, 17 vezes superior no grupo HL0.8 quando comparado ao grupo

HLO.1 (p=0,004). A concentragdo de acido perilico sulfatado demonstrou um padrio diferente
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dos fatores que pode estar relacionado com a diferenga no perfil de AB ¢ a etnia. Luo et al.
(2018) observaram que o grupo étnico asidtico demonstra concentrag8o sérica maior que acido
glicocdlico, acido glicocenodeoxicdlico, acido quenodeoxicdlico e acido taurocenoxicélico,
quando comparados a outros grupos étnicos?®. Qutros estudos apontam o efeito do género, da
dieta e de variantes genéticas no perfil de AB70.

Outra ressalva que devemos fazer ao iniciar a discussdo dos resultados apresentados, € que
esse estudo faz parte de um projeto maior, o qual também busca avaliar o efeito do D-limoneno
na composi¢do damicrobiota intestinal. Essa andlise estd além dos objetivos dessa dissertagéo
de mestrado, mas acreditamos que os efeitos da suplementa¢io na microbiota intestinal possam
justificar, ao menos parcialmente os dados encontradosem relagéo ao perfil de AB das fezes e
do figado. Também cabe ressaltar que é muito dificil discorrer sobre a causalidade dos efeitos
descrito nesse trabalho, haja vista que a interagdo entre microbiota intestinal e AB se da de
forma bidirecional®!. Ao mesmo tempo em que o D-limoneno pode afetar a composi¢do da
microbiota intestinal por suas propriedades antimicrobianas, os préprios AB sio também
antimicrobianos e participam da sele¢3o ambiental imposta & microbiota intestinal. Além disso,
os AB modulam ativamente a expressdo das enzimas responsaveis por sua sintese e os
transportad ores envolvidos na sua secregfio e transporte intestinal e hepatico.

Entre os AB analisados, nio foi observada predomindncia de nenhum composto em
particular tanto nas fezes quanto no figado. As Tabelas 7 e 8 apresenta os percentuais de

concentragdo de acidos biliares nas fezes e no figado, respectivamente.

Tabela 6— Abundancia relativa (percentual) dos dcidos biliares nas fezes.

NL HL HLO.1 HL0.8

g;'i:‘: M(f/‘:;a EPM N N:f/do;“ EPM N Mgz;* EPM N N;ﬁ/do;“ EPM N
AMA 15,01 141 7 1134 195 7 803 103 7 679 185 7
BMA 11,08 483 7 4,46 050 7 563 192 7 537 082 7
CA 3,76 036 7 13,73 332 7 11,23 326 7 133 259 7
CDCA 4,38 168 7 665 213 7 505 134 7 621 196 7
DCA 748 249 7 6,52 120 7 590 148 7 596 125 7
GMA 11,61 068 7 11,83 247 7 925 138 7 9,59 235 7
WMA 7,32 125 7 597 235 7 548 326 7 536 093 7
TAMA 4,60 097 7 692 087 7 907 258 7 895 234 7
TBMA 10,80 251 7 12,12 370 7 872 237 7 1442 2,73 7
TCA 8,50 195 7 448 1,70 7 568 230 7 172 309 7
TWMA 5,30 126 7 664 1,83 7 10,18 226 7 168 264 7
UDCA 427 099 7 582 069 7 636 106 7 659 1,78 7
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XMA 5,89 238 7 351 038 7 9,40 316 7 8,02 3,26

Tabela 7 — Abundincia relativa (percentual) dos acidos biliares no figado.

NL HL HLO.1 HLO0.8

gfl'i‘;"r “if/“');“ EPM N N{f/‘:;“ EPM N “’(fz;’ EPM N N{f/‘:;a EPM N
BMA 5,86 138 7 11,81 2,63 7 11,57 1,68 7 645 175 7
GCA 16,59 380 7 11,59 469 7 1357 334 7 1587 305 7
TAMA 14,12 288 7 10,17 342 7 1393 451 7 1555 140 7
TBMA 12,26 337 7 20,10 692 7 10,71 182 7 11,72 500 7
TCA 10,72 170 7 1304 211 7 1211 208 7 1088 086 7
TCDCA 839 164 7 1701 158 7 1045 079 7 8,10 198 7
TDCA 8,74 245 7 5,04 089 7 692 260 7 351 151 7
TUDCA 1223 192 7 993 091 7 1037 124 7 155 127 7
TWMA 11,10 274 7 1131 11 7 1036 255 7 2037 331 7

Tanto no figado quanto nas fezes foram encontrad os mais AB primérios do que secundarios,
sendo que os primeiros correspondem a aproximadamente 80% da somatéria de AB totais.
Resultado semelhante foi observado por Chen et al. (2019) quando analisadas amostras de soro
de humanos. Houve predominincia de AB primarios no soro, que de acordo com os
pesquisadores se deve a maior concentra¢do de dcido quenodesdxicolico??. Curiosamente, outro
estudo desenvolvido com humanos demonstra que em pacientes com hepatite B cronica, hd um
aumento nos niveis séricos de AB totais e primarios, enquanto a excregdo fecal de AB
secunddrios ¢é significativamente menor?3.

Apesar dessa semelhanca entre as diferentes matrizes, no figado a maior parte dos AB
encontra-se em sua forma conjugada (aproximadamente 90%), principalmente com a taurina
(80%), enquanto nas fezes séio encontrados predominantemente AB livres (aproximadamente
55%). A atividade de desconjugagfio exercida pela microbiota intestinal € uma das principais
reagdes catalisadas pelas bactérias residentes no intestino, seguida da desidroxilagdo, que
converte AB primérios em secundérios®5-66, Esses resultados estdo de acordo com os dados da
literatura e vale ressaltar que em camundongos, cerca de 95% do AB s#@o conjugados a taurina,
enquanto que em humanos, a razio de conjuga¢do glicina:taurina € de aproximadamente
3.194.95

De acordo com a literatura os AB secundarios mais abundantes em camundongos sio
desoxicélico, litocdlico e -muricdlico®®. No presente estudo ndo foram detectadas
concentragdes significativa de 4cido litocélico no figado e fezes dos animais. J4 o écido
desoxicolico e 0 w-muric6lico foram encontrad os em concentragdes significativas nas fezes dos

animais. E possivel que o método analitico utilizado ndo seja eficiente para a detecgdo do 4cido
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litocolico, que devido a sua natureza apolar € o tltimo AB a ser eluido dacoluna cromatografica
e sua ionizagdo pode ser prejudicada pela competigdo com outros lipidios com 0 mesmo tempo
de retengio.

Sabe-se que além de serem encontrados no figado, plasma/soro, fezes e intestino, os AB
também podem ser encontrados em outros tecidos corporais. Isso foi verificado por Gaikwad
(2020), que estudou a concentragdo de AB em diferentes tecidos de ratas Wistar. De forma
interessante, o pesquisador encontrou concentragdes significativas de AB tauroconjugados no
cérebro dosanimais®®. Diversos estudos vém relacionando mudangas no perfil de acidos biliares
circulantes com aumento da permeabilidade da barreira hemato-encefilica, e consequente
influxo de AB, isso porque as estruturas das células endoteliais tendem a se flexibilizar quando
expostas a altas concentragdes de acidos biliares?7-98,

Os principais efeitos da suplementagdo com D-limoneno no perfil de AB fecais foram o
aumento da concentragdio do acido tauro-o-muricolico, em relagdo dose-dependente com a
suplementagdo e, de forma oposta, a redugdo da concentrag@io do dcido a-muricélico de acordo
com o aumento da dose de monoterpeno. E possivel que devido a sua aglio sobre a microbiota
intestinal, o D-limoneno possa atuar de forma a dificultar o processo de desconjugagdo doacido
tauro-a.-muricolico. Entretanto, esse resultado néo foi observado para outros AB.

No figado, o efeito mais claro da suplementagdo com D-limoneno foi a redugdo em
aproximadamente 30% do total de AB, observada apenas no grupo HL0.8 e ndo no grupo
HLO.1. Esse efeito, assim como outros observados no estudo (diminuigdo do depdsito de tecido
adiposo epididimal, por exemplo), ilustra o fatode os efeitos do D-limoneno nédo serem aditivos
ou sinérgicos, uma vez que ndo se observa gradagdo dos efeitos com doses escalonadas.
Diferentes doses do composto bioativo podem afetar a estrutura ecolégica da microbiota de
maneiras diferentes, influenciando grupos distintos de microrganismos e o desaparecimento (ou
enriquecimento) de um determinado grupo pode ser determinante para o sucesso ou a extingédo
de outroS!.

Além dos efeitos do D-limoneno, a quantidade de lipidios da ragdo também influenciou o
metabolismo dos AB. Os animais tratados com ragdo hiperlipidica apresentaram maior
predomindncia do acido célico livre do que desse mesmo écido biliar conjugado a taurina (acido
tauro-célico). Porém, quando observamos os resultad os referentes ao grupo tratado com ragédo
com conteudo normal de gorduras, o comportamento é o oposto, sendo maior a concentragédo
de 4cido tauro-célico que de acido coélico livre. Esse comportamento ndo se repete no caso dos

acidos o-muricélico e B-muricélico, indicando que possivelmente os efeitos na microbiota
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intestinal d os animais se restrinjam a grupo(s) de microrganismos com seletividade a diferentes
espécies de AB. Vale ressaltar que os AB n3o conjugados atuam com mais afinidade como
ligantes de FXR, sendo assim, a quantidade de gordura da dieta pode impactar ativagio desse
receptor por meio da modulagio do pool de AB%9.

Considerando as informagdes acima descritas e o fato de que a concentragdio hepatica de
acido B-muricélico encontra-se aumentada nos animais suplementados com D-limoneno a
0,1%, podemos esperar um efeito hepatoprotetor induzido pelo tratamento. Isso porque esse
4cido biliar apresenta caracteristica mais hidrofilica que os demais, demonstrando menor
afinidade por lipideos, e assim, apresentando efeito benéfico em doengas hepaticas colestaticas
cronicas!??, Acidos biliares mais hidrofilicos, como o 4cido p-muricélico e tauro-B-muricélico,
podem atuar de forma a inibir a sinalizacdo de FXR. Assim, ocorre um favorecimento da
atividade de LXR e SREBP2, redugdo da ativagdo de FGF15, limitando da solubilizagiio de
colesterol no limen intestinal, resultando em maior excre¢do fecal de colesterol e AB, e,
consequentemente, aumento da sintese hepatica de AB, podendo controlar do desenvolvimento
de hipercolesterolemia®?.10!,

A hidrofobicidade dos AB nfio tem impacto apenas sobre sua excre¢do. Estudos ja
associaram AB mais hidrofilicos, principalmente o &cido ursodesoxicélico e tauro-
ursodesoxicolico com efeito citoprotetor!%2. Enquanto os AB mais hidrofobicos, como acido
litocolico, desoxicolico e quenodesoxicolico podem estar relacionados com atividadecitotoxica
pré-inflamatéria. Isso porque o acimulo hepatico desses AB pode induzir dano mitocondrial,
com consequente ativagdo de NF-kB e aumento de espécies reativas de oxigénio, sinalizando
processo inflamat6rio®%-193,

Um resultado importante a ser discutido é referente a correlag@o negativa encontrada entre
a concentragio do TaMA e TBMA, os AB primarios mais importantes em roedores, com a
ingestdo energética. Sabe-se que os AB atuam como secretagogos de incretinas, como GLP-1
e PYY, por meio da ativagio do receptor de membrana TGRS. Dessa forma, os AB estdo
envolvidos com a ativagio de vias vagais e simpaticas de sinalizagdo de saciedade, podendo
participar do controle do apetite e da ingestdo energética’s:194.195, AlteragGes nas concentragbes
desses horménios podem estar envolvidas com o desenvolvimento de diabetes, obesidade e
esteatose hepatica n#o alcodlica e a sua regulagdo vém sendo estudadacomo um importante

alvo terapéutico dessas condigdes clinicas!06.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o tratamento com D-limoneno promove alteragdes
no metabolismo de AB, afetando as concentragdes dessas moléculas nas fezes e no figado, sem
seguir um padrdo dose-dependente. Acreditamos que isso se deva a atividade antimicrobiana
do monoterpeno que de acordo com a dosagem exerce um efeito diferente sobre a microbiota
intestinal. A alta variabilidade interindividual no perfil de AB dificulta a discussdo desses dados
e evidencia a necessidade de mais estudos a fim de compreender os fatores determinantes no
metabolismo desses compostos.

As alteragées no pool de AB ndo se refletiram em modificagdes no metabolismo
intermediario conforme esperavamos. Um dos fatores que pode ter contribuido de forma
negativa foi o alojamento individual dos animais, realizado com objetivo de quantificar a
ingestdo energética e a produgio fecal. E possivel que o alojamento individual tenha inibido a
ingestdo alimentar, impedindo o estabelecimento pleno do fenétipo de obesidade induzida pela
dieta. Dessa forma, o efeito da modula¢do do metabolismo dos AB no metabolismo energético
nédo pdde ser notado.

Apesar das limita¢des, o presente estudo fomece base para futuras pesquisas que busquem
compreender os mecanismos envolvidos na modulagéo no perfil de 4cidos biliares promovido
pela alteragdo dacomposigdo dadietae os efeitos do D-limoneno sobre o pool de 4cidos biliares

e seus efeitos sistémicos.
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UNIVERSIDADE DE $AC PAULO
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| Produto: TERPENO DE LARANJA Code: DOOT :
| Denominacdo Estrangeira ORANGE TERPENE CAS: 8020-48-8 '
: No. do Lote: DOOT-031119 Quantidade (Kgs): 10.00 !
" Dala de Fabricagao: 25082019 Vakdade: 16/1272020 l
. ORGANOLEPTICAS ESPECIFICAGAD RESULTADO i
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COR INCOLOR APROVADO
ODOR CARACTERISTICO APROVADO '
nsico-auimicas T ESPECIFICAGAQ RESULTADO |
ALDEIDO EM DECANAL (% } MIN. D30 078
OEHSIDADE (20°C ) + /- 0.008 0,838 - 0.845 0.842
INDICE DE REFRACAQ 20° C 1,4880 . 1.4770 147080
Dtll_d_O!lEin (% GI.C ) o MIN 95 . 08,02 "

Atencido: Prazo de raclamagdo 6 de 7 diss apds v recebimenta do produlo. Qualquer irregularnidado, contatar ©

nosso conlrole de qualidade,

Estocagem: Armazenar omn oima do paleles, om lemporglura ambienie, prologido da fuz solar, om embalagons
bem cheias e devidarmanlo fochadas. £ recomenddvel que se avake as condigdes internas da embalugem a partir

06 6 mases do esfocagomn.
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41 Regiao

CRQ-04164156

CITROFLAVOR INDUSTRIA E COMERCIO DE OLEQS ESSENCIAIS EIRELY
RUA TAUBATE, 2059 . MARDiA PRIMAVERA - CATAMDUVA/SP - CEP: (5810178
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FoneiFax: 35 {17) 3531-4242

64



ANEXOD-PARECER COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS FCF-USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARHACEUTICAS
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

CEUAFCF 111.2018-P576
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Avaliagio dos
efeitos do d-limoneno no metabolismo energético de camundongos -
modula¢do da composicio da microbiota intestinal @ do metaboiiamo de
scidos biliares., registrada com o n® 576, sob & responsabilidade do(a)
pesquisador(a) Prof. Dr. Jarlel Fiamoncini - que envolve produgio ou
manutencido ou utiizacdo de anirais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto Federal n® 6.899. de 15 de julho de 2009, e das normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Expenmentagio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissado de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Facuidade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP), em reunido
de 08 de novembro de 2018.

Finatidade ! Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagéo | 06/11/2018 a 31/01/2021
Espéciefinhagem/raca Camundongo C57/816
Namero de animais 80
Sexo Macho
 Peso/ldade prox. 28g - 11 semanas
{ Ongem Biotério FCF-IQ/USP

Conforme a legislagao vigente, devera ser apresentado, no
ancerramento do projeto de pesquisa, o respectivo relatdrio final.

Sao Paulo, 09 de novembro de 2018.
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