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Objetivos

Estudos recentes mostram o potencial do D-
limoneno na regulagdo do metabolismo
energético, embora 0s mecanismos de acao
pelos ainda ndo estejam completamente
esclarecidos (2-3). Como ocorre com outros
compostos  hioativos, €& possivel que
metabolitos oriundos da biotransformacdo do
D-limoneno sejam responsaveis pela sua
bioatividade. Estudos em modelos animais
utilizam doses altas e, portanto, deve
considerar o metabolic switching ou dose-
dependéncia, uma vez que concentracdes
diferentes podem resultar na saturacdo de
determinadas vias metabdlicas, levando a
metabdlitos distintos, que podem ter diferentes
efeitos no organismo (4). O objetivo desse
projeto foi avaliar o efeito do D-limoneno e seus
metabdlitos no metabolismo energético de
camundongos C57/Bl6 de acordo com o
consumo a partir da identificacdo pela urina.

Métodos e Procedimentos

O protocolo experimental foi aprovado pela
CEUA FCF - Protocolo 576. Camundongos
machos (C57/BI6) com 11 semanas de idade
foram distribuidos em 6 grupos experimentais.

Apés uma semana de adaptacdo, 3 grupos
receberam ragdo  normolipidica e 3
hiperlipidica, suplementadas com diferentes
concentragdes de D-limoneno (0; 0,1 e 0,8%).
Foram monitorados o consumo alimentar e o
ganho de peso durante as 6 semanas do
experimento. Amostras de urina foram
coletadas antes da suplementagdo e na
semana 6, na qual se realizou também o
OGTT. Ao fim da semana 6 coletou-se o
plasma e tecidos dos animais apés a eutanasia
dos animais. As amostras de urina foram
submetidas & analise por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta

resolucéo (LC-ESI-gToF-MS/MS) para

identificagdo dos metabdlitos do D-limoneno.
Resultados

Ndo houve diferenca induzida pela

suplementagdo com D-limoneno no OGTT. O
grupo HL 0.1% apresentou menor eficiéncia
energética, menor ganho de peso e menor
acumulo de tecido adiposo branco (cerca de
30%), mesmo mantendo uma ingestdo
energética equiparada aos demais grupos
alimentados com racgéo hiperlipidica.
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A: Evolucéo da massa corporal; B: Eficiéncia
energética durante o periodo de suplementacéo.

Ganho de massa corporal (g)

Eficiéncia energética ( gK

A partir de uma busca na literatura dos
metabdlitos de fase | produzidos a partir do D-
limoneno, foram identificados os metabdlitos de
fase Il em destaque: limoneno+COOH+GIu
(m/z 341.1243; [-0,3 ppm]; CieH2108) €
limoneno+COOH+Sulf (m/z 245.0490; [-2,8
ppm]; Ci10H130sS) que foram conjugados com
glicuronideo e sulfato, respectivamente,
possivelmente a partir do acido perilico, o qual
sofreu reacdo de biotransformacdo de fase |
diretamente a partir do precursor ou a partir do
alcool perilico. O limoneno+OH+OH+GIlu (m/z
341.1555; [0,9 ppm]; CieH2s0s) pode ter se
originado do metabdlito de fase | ja descrito
como uroterpenol, que  sofreu uma
glicuronidacgéo. Por fim, para o]
limoneno+OH+Glu foram identificados 3
isbmeros de posicdo com m/z 327.1450 e
férmula molecular Ci1sH2307: Limoneno+OH+glu
I [0,2 ppm], limoneno+OH+glu Il [0,4 ppm] e
limoneno+OH+glu 1l [0,8 ppm]. Um desses
isbmeros pode ser atribuido ao metabdlito de
fase | limoneno-10-ol, sofrendo posteriormente
conjugacdo com o acido glicurdnico. Importante
ressaltar que apenas 0s metabdlitos
hidroxilados foram encontrados no grupo HL

0.1%.
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Mapa metabodlico destacando os metabdlitos de fase
Il identificados. A estrutura contendo “i” indica que
foram encontrados isémeros de posi¢do na
identificacéo.

Conclusoes

A diferenca em relacdo a presenca de
metabolitos entre os grupos pode estar
relacionada com os resultados observados no
grupo HL 0.1%, indicando a ocorréncia de
metabolic switching. No entanto, ainda existem
outros metabolitos possiveis de serem
encontrados na urina que ndo foram
identificados. Um projeto subsequente ja em
andamento ird explorar quantitativamente e
qualitativamente a presenca desse e de outros
metabdlitos e investigar possiveis correlacdes
entre a presenca dos metabdlitos e os efeitos
da suplementacdo com D-limoneno no
metabolismo. Esse estudo foi financiado pela
FAPESP e pelo CNPq (AR 2018-19189-0 e
bolsa IC 2021/02855-0; 124054/2020-0).
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