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RESUMO

As dislipidemias e o diabetes apresentam-se como importantes fatores de risco nas
doencas cardiovasculares. Quando se associa ao estresse oxidativo podem acelerar
a progressao das lesdes ateroscleroticas. Estudos com produtos naturais fornecem
dados interessantes no controle dessas doencas. No presente estudo foram
utilizados dois compostos derivados da canela, o acido cinamico (AC) e cinamato de
metila (CM), semelhantes estruturalmente e com atividades biolégicas e
farmacoldgicas ja descritas. O presente estudo tem por objetivo avaliar os possiveis
efeitos hipolipidémico e hipoglicémico, bem como o potencial antioxidante do &cido
cinamico e do cinamato de metila em protocolos experimentais de dislipidemias e
diabetes induzidas farmacologicamente. A hiperlipidemia foi induzida em
camundongos machos através de dois protocolos agudos, mediante uma Unica
administracao intraperitoneal de 400mg/Kg de Triton WR-1339 e 400mg/Kg de
Poloxamer-407 em todos 0s animais, exceto no controle negativo. Os grupos foram
tratados via oral por gavagem, onde o controle negativo e o controle positivo
receberam agua potavel de acordo com o peso, o grupo fenofibrato recebeu a dose
de 200mg/Kg, enquanto que 0s grupos acido cindmico e cinamato de metila
receberam a mesma dose de 20mg/Kg. O sangue desses animais foi coletado em 24
e 48 horas apos as inducdes e foram verificados os niveis plaméticos de colesterol
total, triglicerideos, glicose, AST e ALT. Apds a coleta de 48 horas retirou-se o tecido
hepatico, em ambos os protocolos, para analisar a peroxidacao lipidica, através da
determinacdo dos grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (NP-SH), malondialdeido (MDA)
e das enzimas antioxidantes: superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Para
determinar o potencial hipoglicemiante do acido cinamico e do cinamato de metila
utilizou-se o protocolo de diabetes induzida por aloxano através de uma unica
injecdo intraperitoneal na dose de 200mg/Kg. Os grupos foram tratados por sete dias
com agua potavel de acordo com o peso (grupo controle positivo), metformina
50mg/Kg (grupo metformina), acido cinamico 20mg/Kg (grupo acido cinamico) e
cinamato de metila 20mg/Kg (grupo cinamato de metila). Observou-se que, apés a
inducgdo, tanto com o Triton quanto Poloxamer, o AC e o CM foram capazes de
reduzir o colesterol e os triglicerideos apos 24 e 48 horas, sem, no entanto alterar as
enzimas hepaticas AST e ALT. Somado a esse fator observou-se que as

substancias em estudo apresentaram certa atividade sobre o estresse oxidativo



tendo em vista a reducdo do MDA e NP-SH no protocolo do Triton e da NP-SH no
protocolo do poloxamer. Tendo o cinamato de metila apresentado uma maior
atividade em comparacéo ao 4cido cinamico na andlise de 48 horas ap0és a inducéo
em ambos os protocolos. Observando a resposta do AC e o CM em protocolo de
inducdo de diabetes por aloxano, constatou-se que as referidas substancias foram
capazes de reduzir de forma semelhante, a glicemia dos animais. Os resultados
obtidos mostraram o potencial terapéutico do AC e CM no tratamento das
dislipidemias e do diabetes, no entanto faz necessarios novos estudos em

protocolos crénicos que possam garantir a seguranca e eficacia de sua utilizacao.

Palavras chaves : Dislipidemia, Diabetes, Acido Cinamico, Cinamato de Metila



ABSTRACT

Dyslipidemia and diabetes are presented as important risk factors in cardiovascular
disease. When is associated with oxidative stress may accelerate the progression of
atherosclerotic lesions. Studies with natural products provide interesting data in the
control of these diseases. In the present study two compounds cinnamon derivatives,
cinnamic acid (CA) and methyl cinnamate (MC) and structurally similar biological and
pharmacological activities already described above were used. The present study
aims to evaluate the possible hypolipidemic and hypoglycemic effects as well as the
antioxidant potential of cinnamic acid and methyl cinnamate in experimental protocols
pharmacologically induced dyslipidemia and diabetes. Hyperlipidemia was induced in
male mice by two acute protocols through a single intraperitoneal administration of
400mg/kg Triton WR -1339 and 400mg/kg Poloxamer -407 in all animals except the
negative control. The groups were treated orally by gavage, where the positive
control and the negative control received drinking water according to the weight of
fenofibrate group received 200mg/kg, whereas the cinnamic acid, methyl cinnamate
groups and received the same dose 20mg/kg. The blood of these animals was
collected at 24 and 48 hours after induction and was plamaticos checked the levels
of total cholesterol, triglycerides, glucose, AST and ALT. After collecting 48 hours we
removed the liver tissue , in both protocols , to analyze lipid peroxidation , through the
determination of non-protein sulfhydryl groups ( NP -SH ) , malondialdehyde ( MDA )
and antioxidant enzyme : superoxide dismutase (SOD ), and catalase (CAT). To
determine the hypoglycemic potential of cinnamic acid and methyl cinnamate was
used protocol alloxan induced diabetic by a single intraperitoneal injection at
200mg/kg. Both groups were treated for 7 days with drinking water according to the
weight (positive control group), 50mg/Kg metformin (metformin group), cinnamic acid
20mg/kg (cinnamic acid group) and methyl cinnamate 20mg/kg (group cinamto
methyl). It was observed that after induction with either Poloxamer as Triton, AC and
BC were able to reduce cholesterol and triglycerides after 24 and 48 hours, without
changing the liver enzymes AST and ALT. Added to this factor was observed that the
substance under study showed some activity on oxidative stress in order to reduce
the MDA and NP -SH in the protocol of the Triton and NP -SH in the poloxamer
protocol. Having methyl cinnamate presented higher activity compared to cinnamic

acid analysis 48 hours after the induction of both protocols. Observing the response



of the CM and the AC induction protocol in alloxan diabetes, it was found that these
compounds were able to similarly reduce the glucose levels. The results showed the
therapeutic potential of CA and CM in the treatment of dyslipidemia and diabetes,
however does require new studies in chronic protocols that can ensure the safety and

efficacy of its use.

Keywords: Dyslipidemia, diabetes, cinnamic acid, methyl cinnamate



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Metabolismo das lipoproteinas plasmaticas ...........cccceeeeeeeeeeenen.
Estrutura das LIpoproteinas ...........ccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeineeee e e
Desenvolvimento e progressao da ateriosclerose ......................
Mecanismo de manutencédo da homeostase da glicose .............
Arvore do género Cinnamomum, conhecida popularmente
COMO CANEIA ...
Estrutura quimica do acido CINAMICO ........cceveeeeieeeeeeeeeeeeieeeiiiiians
Estrutura quimica do cinamato de metila .............cooevvvvvvivincennn.
Delineamento do protocolo experimental de dislipidemia
induzida por Triton WR-1339% ........c.cooeiiieeeeeeeeeeeeee e
Delineamento do protocolo experimental de dislipidemia
induzida por Poloxamer- 407® (P-407) ......cccooeeoeeeeeeeeeeeeeeen,
Esquema do protocolo de Diabetes induzida por Aloxano .........
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de colesterol total de camundongos 24
horas ap6s a inducéo de dislipidemia por Triton WR®-1339.......
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de colesterol total de camundongos 48
horas ap6s a inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339°.......
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de triglicerideos de camundongos 24 horas
ap6s a inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339°.............
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de triglicerideos de camundongos 48 horas
ap6s a inducdo de dislipidemia por Triton WR®-1339 .................
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de glicose de camundongos 24 horas apés
a inducao de dislipidemia por Triton WR®-1339...........ccccveun.....
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de glicose de camundongos 48 horas apés
a inducao de dislipidemia por Triton WR-1339%........................

40
41
43

54

55

58

60

61

62

63

64



Figura 17 —

Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —

Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

Figura 26 —

Figura 27 —

Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de ALT de camundongos 24 horas apds a
inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339 ..........ccccvvvrveunne.
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de ALT de camundongos 48 horas apos a
inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339%...........ccccvvvrueunne.
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de AST de camundongos 24 horas apos a
inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339%..........ccceovvveenenn.n..
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de AST de camundongos 48 horas apos a
inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339%..........cceovvveeennnn..
Efeito do &cido cinAmico e cinamato de metila sobre a
peroxidacéo lipidica, determinada pelos niveis de substancias
reativas com o acido tiobarbitarico-TBARS, apds protocolo de
dislipidemia induzida pelo Triton WR 1339%.........cooceveveeeennn.
Efeito do acido cinamico e cinamato de metila sobre os grupos
sulfidrilicos néo protéicos (NP-SH) apés a inducdo de
dislipidemia por Triton WR-1339%..........cocooieieieee e,
Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila sobre a
atividade da catalase apoés a inducao de dislipidemia por Triton
WR-1339%. ...t
Efeito do acido cindmico e cinamato de metila em
camundongos sobre a atividade da SOD apos a inducao de
dislipidemia por Triton WR-1339% ........ooviiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen,
Atividade do &cido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato
nos niveis plasméticos de colesterol de camundongos 24 horas
apos a inducao de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407) ....

Atividade do acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato
nos niveis plasmaticos de colesterol total de camundongos 48

horas apos a inducéo da dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-

Atividade do acido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato

66

66

67

67

69

70

71

71

73

74



Figura 28 —

Figura 29 —

Figura 30 —

Figura 31 —

Figura 32 —

Figura 33 —

Figura 34 —

Figura 35 —

Figura 36 —

Figura 37 —

nos niveis plasmaticos de triglicerideos de camundongos 24

horas apos a inducéo de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-

Atividade do acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato
nos niveis plasmaticos de triglicerideos de camundongos 48

horas apos a inducéo de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-

Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de glicose de camundongos 24 horas apés
a inducéo de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407) ............
Atividade do &cido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato
nos niveis plasmaticos de glicose de camundongos 48 horas
apos a inducao de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407) .....
Atividade acido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato
nos niveis plasmaticos de AST de camundongos 24 horas
apos a inducao de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407) .
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de ALT de camundongos 24 horas apos a
inducao de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407) ...............
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de AST de camundongos 48 horas apos a
inducao de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407) ...............
Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos
niveis plasmaticos de ALT de camundongos 48 horas apos a
inducao de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407) ...............
Efeito do acido cindamico e cinamato de metila sobre os grupos
sulfidrilicos n&o protéicos NP-SH apdés a inducdo de
dislipidemia por Poloxamer- 407(P-407) .....cccooeeeveeeeeieieieeeeeee,
Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila sobre a
atividade da catalase ap6s a inducdo de dislipidemia por
Poloxamer- 407 (P-407) .coooeeeuiiieee e
Efeito do a&cido cindmico e cinamato de metila em

camundongos sobre a atividade da SOD ap0s a inducao de

76

77

78

79

81

81

82

82

84

85



Figura 38 —

Figura 39 —

Figura 40 —

Figura 41 —

Figura 42 —

dislipidemia por Poloxamer P-407 ..........cccceeeeiiieeiiieeeeeeieeeeeeeiinnns
Efeito do acido cindmico, do cinamato de metila e metformina
sobre a concentragdo plasmatica de glicose no modelo de
diabetes induzida por aloxano apos tratamento de sete dias .....
Efeito do &acido cindmico e do cinamato de metila sobre a
concentragdo plasmatica de colesterol total no modelo de
diabetes induzida por aloxano apdés tratamento de sete dias......
Efeito do &cido cin&mico, cinamato de metila e metformina
sobre a concentracdo plasmatica de triglicerideos no modelo
de diabetes induzida por aloxano apdés tratamento de sete dias.
Efeito do acido cindmico, cinamato de metila e metformina

sobre a concentracdo plasmatica de AST no modelo de

diabetes induzida por aloxano apos tratamento de sete dias ..

Efeito do &cido cindmico e do cinamato de metila sobre a
concentragdo plasmatica de ALT no modelo de diabetes

induzida por aloxano apoés tratamento de sete dias ..................

87

89

89

91



Tabela 1 —
Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

Tabela 10 —

Tabela 11 —

Lista de Tabelas

Classificacdo Fenotipica ou bioquimica das dislipidemias ......
Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a
concentragéo plasmatica de colesterol apds 24 e 48 horas da
inducao da dislipidemia pelo Triton- WR® 1339 ..........cccoo.......
Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a
concentracdo plasmética de triglicerideos apos 24 e 48horas
da inducéo da dislipidemia pelo Triton- WR 1339°...................
Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a
concentracdo plasmatica de glicose apos 24 e 48horas da
inducéo da dislipidemia pelo Triton- WR 1339°...........cccoco.......
Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a

concentracéo plasmatica de ALT e AST apo0s 24 e 48 horas

da inducéo da dislipidemia pelo Triton- WR 1339°................

Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre os niveis
de grupos sulfidrilicos n&o-protéicos (NP-SH), peroxidacdo
lipidica (MDA), catalase e superoxido dismutase (SOD) em

camundongos apo6s a inducao de dislipidemia por Triton WR-

Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a
concentracdo plasmatica de colesterol apos modelo de
dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-407) .................
Efeito do &cido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato
sobre a concentracdo plasmatica de triglicerideos apos
modelo de dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-407)
Efeito do acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato
sobre a concentracdo plasmética de glicose apés modelo de
dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-407) .................
Efeito do &cido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato
sobre a concentracdo plasmatica de AST ap6s modelo de
dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-407) .................
Efeito do &cido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato

27

61

63

65

68

72

75

77

80

83



Tabela 12 —

Tabela 13 —

Tabela 14 —

Tabela 15 —

sobre a concentracdo plasmatica de ALT apos modelo de
dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-407) .................

Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre os niveis
de grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH), catalase e
superéxido dismutase (SOD) em camundongos apés a
inducao de dislipidemia por Poloxamer P-407 .........ccccccceeeennn.
Efeito do acido cindmico, cinamato de metila e metformina
sobre a concentracédo plasmatica de glicose apés modelo de
diabetes induzida por AlIOXaNO0 .............eeeeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnns
Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a
concentracdo plasmatica de colesterol e triglicerideos apos
modelo de Diabetes induzida pelo Aloxano ...........cccceeeeeeeeenn.
Efeito do acido cindmico, cinamato de metila e metformina
sobre a concentracdo plasmética de AST e ALT apds modelo
de Diabetes induzida pelo AlOXano .............ceeuevvveiiiiiiiienneeeenn.

83

86

88

90

92



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ..ottt e et ete st re e

1.1. Doencas Cardiovasculares e dislipidemia .........ccccoeeveeeieeeeiiiiiiieeeeennnnns
1.2. Lipidios PIAaSMALICOS .......ccoeeeiiiiiiiiiiiiieieeitee ettt
1.2.1. MetabliSmO LIPOPIOtEICO ...vvvvriiiiiiieeieeieeieeeeee e eeeveeeeee e
1.2.2. Classificacéo das dislipidemias .........cccccceeeeiieiiiveveeeeiiicee e,
1.2.3. Tratamento das dislipidemias ..............uvueiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeiiiiinnens
1.3. Associacgao do estresse oxidativo, dislipidemias e aterosclerose .....
1.4, DIBDELES ...ttt e e
1.4.1. Conceito e classificago de diabetes .........ccccvvvviiiiiiiiiiiniiinnns
1.4.2. Tratamento do Diabetes ...ttt
1.5. ProdutoS NALUIAIS ......cooeeiiiiiiiiiiiiie ettt
15,1, CANCIA e
1.5.1.1 ACIAO CINAMICO .....ecveiveevieceectecee et
1.5.1.2. Cinamato de Metila .........covviiiiiiieiiiii e

2. JUSTIFICATIVA e
3. OBUIETIVOS e

3.1 ODJEtiVO Geral .ccceeeiiiiiiiee e

3.2 ObjetivoS €SPECITICOS ...vvvvririiiiiiiiii it e e e e e e e e e e e eees

4. MATERIAIS E METODOS .....cooiiiieiiieecee sttt

4.1. Obtencgéo do &cido cindmico e cinamato de metila ..............cccconeeee
4.2. Drogas, reagentes e equipamentos utilizados. .........ccceeiiiiiiiiinins
4.3. Animais € COMISSAO A€ ELiCa........c.ceevevveeeieeeeerceeeeeeeee e
4.4. Protocolos EXPEeriMeENtalS ..........uuuururiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeesieaninn e e e e e e eeeas
4.4.1. Efeito do éacido cindmico e cinamato de metila em modelo
experimental de dislipidemia induzida por Triton WR-1339° ....................
4.4.2. Efeito do acido cindmico e cinamato de metila em modelo
experimental de dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-407) ........

4.4.3. Avaliagéo da atividade antioxidante do &cido cindmico e cinamato
de metila ap6s a realizacdo dos modelos de dislipidemia induzida por
Triton WR 1339% € POIOXAMET-407 ......c.ovveveeeeeieeeeeeeeseseneeseseesnenenas

4.4.3.1 Determinacdo de grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH)

21
21
22
24
26
28
29
33
34
36
37
39
41
42
46
49
49
49
51
51
51
52
53

53

54

55



para determinacao da Glutationa ..............coevvveviiiiiiiiiiee e
4.4.3.2. Malondialdeido ........ceveeriiiiiiiiiei e
4.4.3.3. CALAlASE ..o
4.4.3.4. SUPEroXido DISMULASE .......ccoeiiiieeeeeeieeecceeeeecre e e e e e e e e e eeee e
4.4.4. Efeito do acido cindmico e cinamato de metila em modelo
experimental de diabetes induzida por aloXano ............ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiinnnns
5. ANALISE ESTATISTICA ..cooiiiiiiiete ettt
6. RESULTADOS ...ttt e e e et e e e e e st aae e e e e annnnaeeeeas
6.1. Efeito do acido cindmico e cinamato de metila em modelo
experimental de dislipidemia induzida por Triton WR-1339%...........cccocu.....
6.1.1. Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila nos niveis
plasmaticos de colesterol total apos inducdo da dislipidemia pelo
THEON WR-1339%.......ciiiiieiieie ettt
6.1.2. Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila nos niveis
plasmaticos de triglicerideos apds a inducdo da dislipidemia pelo
THEON WR-1339%.......ciiiietieee ettt
6.1.3. Efeito do acido cinamico e cinamato de metila na glicemia
ap6s a inducéo da dislipidemia pelo Triton WR-1339°%............cceun..e..
6.1.4. Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila na funcéo
hepatica através das dosagens dos niveis plasmaticos de ALT e AST
ap6s a inducdo da dislipidemia pelo Triton- WR 1339®...........cccceun......
6.1.5. Avaliagdo da atividade antioxidante do &cido cindmico e
cinamato de metila apdés protocolo de dislipidemia induzida pelo
THION WR-1339%.......0cuitiiiieieeie et
6.1.5.1. Malondialdeido (MDA) ........coooiiieieiicree e
6.1.5.2. Determinagdo de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH)
para determinagdo da Glutationa ...........cccevvviiiiiiiiiiiiiieeeeee e
6.1.5.3. CAtAIASE .....uveeiiiiiiiiiiiiiiie e
6.1.5.4. SUPeroxido DISMULASE .......ccvvvvvviiiiiiiiiieee e eeee e
6.2. Efeito do acido cindmico e cinamato de metila em modelo
experimental de dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-407) .........
6.2.1 Efeito do &acido cindmico e cinamato de metila nos niveis

plasmaticos de colesterol total apds inducdo da dislipidemia pelo

55
56
56
57
57
58
60

60

60

62

64

66

69

69

70

70

71

73



Poloxamer- 407 (P-407) ....ccooeeeeeeeeeece e e e e e e e
6.2.2. Efeito do é&cido cinAmico e cinamato de metila nos niveis
plasmaticos de triglicerideos apd6s a indugdo da dislipidemia pelo
Poloxamer- 407 (P-407) ...cccooeeeeeeeeeeceeee e e e e e e e e
6.2.3. Efeito do acido cinamico e cinamato de metila na glicemia atraves
das dosagnes dos niveis plasméticos de glicose apdés a indugcdo da
dislipidemia pelo Poloxamer- 407(P-407) .......oouiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e
6.2.4. Efeito do acido cinamico e cinamato de metila na funcéo hepatica
através das dosagnes dos niveis plasmaticos de ALT e AST apds a
inducao da dislipidemia pelo Poloxamer- 407 (P-407) .....eeeiiiiiienneennenn.
6.2.5. Avaliacdo da atividade antioxidante do 4cido cindmico e cinamato

de metila apos protocolo de dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-

6.2.5.1. Determinacéo de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH) para
determinacao da GIUtAIONEA ..........evveiiiiieieiiiie e
6.2.5.2.CALAIASE ...
6.2.5.3. SUPEerdxXido DISMULIASE .....cccuvvruviiiiiiiiieeeee e eeee e
6.3. Efeito do acido cindmico e cinamato de metila em modelo
experimental de diabetes induzida por AloXano ............ceeeevvviiiiiiiniieneenn.
6.3.1 Efeito do acido cinamico e cinamato de metila nos niveis
plasmaticos de glicose apés inducéo de diabetes pelo Aloxano ................
6.3.2. Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila nos niveis
plasmaticos de colesterol e triglicerideos ap6s a indugcdo de Diabetes
L= [ 1Y [0 )= T Lo TSP
6.3.3 Efeito do acido cinamico e cinamato de metila nos niveis

plasmaticos de ALT e AST apés a inducéo de Diabetes pelo Aloxano ......

T DISCUSSAD oo ettt
8. CONCLUSAD ..ottt et et e e e e e e et e e e e e e e e e e
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt ettt e aninaa s

73

75

78

80

84

84

85

85

87

87



Introducao



22

1. INTRODUCAO

1.1. Doengas Cardiovasculares e dislipidemia

As doencas cardiovasculares (DCVs) sao a primeira causa de mortalidade
global, apresentando-se como patologias de interesse clinico e de saude publica
(PEREIRA, 2004; CHRISTOFARO et al, 2011). De acordo com dados
epidemioldgicos, cerca de 17,3 milhdes de pessoas morreram por DCVs em 2008,
representando 30% do total de mortes no mundo. Dentre estas mortes, estima-se
que 7,3 milhdes foram devido a doenca cardiaca coronaria e 6,2 milhdes devido ao
acidente vascular encefalico. Paises de renda baixa e média, como o Brasil, sdo
ainda mais acometidos, apresentando cerca de 80% das mortes devido as doencas
cardiovasculares (CHRISTOFARO et al, 2011).

Estima-se que, no ano 2020, as DCVs sejam responsaveis por mais de 20
milhdes mortes/ano, sendo que a maior prevaléncia dos casos ocorrera a pacientes
do sexo masculino. Estes dados epidemiolégicos reforcam a necessidade da
implantacdo de medidas imediatas voltadas a diminuicdo e controle dos fatores de
risco (BARBOSA, 2011).

Dentre os fatores de risco jA bem descritos e estabelecidos para as
doencgas cardiovasculares, tém-se as dislipidemias (KOSKINAS et. al, 2013). O
termo pode ser definido como uma anormalidade lipidica caracterizada por um
aumento das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c), triglicerideos ou diminuicédo
das lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) no soro, isoladamente ou associadas
(SOUZA et al, 2013).

Nesse contexto, sabe-se que a hipercolesterolemia constitui o principal
fator de risco para a DAC, uma vez que 96% do material lipidico do ateroma
correspondem ao colesterol (KOSKINAS et al, 2013). Associado a isso, 0s niveis
séricos de triglicerideos também constituem fator de risco importante, principalmente
se acompanhado de uma elevada taxa de colesterol total (CT), historico familiar,
aumento da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e reduzidas taxas de
lipoproteina de alta densidade (HDL-C) (STAUFFER; WEISENFLUH; MORRISON,
2013). Essa ultima lipoproteina, por sua vez, é responsavel pelo transporte reverso
do colesterol (SOUZA et al, 2013).



23

A hipertrigliceridemia € um distirbio comum de lipidos, contudo o seu
significado clinico ainda ndo é totalmente compreendido, pois as lipoproteinas
possuem fendtipos heterogéneos e etiologias complexas. Um aumento acentuado
dos triglicerideos plasmaticos eleva o risco de pancreatite, enquanto sua alteracéo
leve ou moderada pode ser mais um fator de risco para doencas cardiovasculares
(HIRANO, 2013). O acumulo de gordura ectopica é frequentemente observado em
individuos hipertrigliceridémicos e, varias lesdes de 6rgaos, sao desenvolvidas pela

lipotoxicidade (FAUST; KOVACS, 2013).

1.2. Lipidios Plasmaticos

O termo lipidio pode ser compreendido como uma classe de compostos
sollveis em solventes organicos, e pouco soliveis em agua. Sua formula contém
principalmente ligacbes carbono-hidrogénio nao polares (C-H) e tipicamente
produzem &cidos graxos e ou alcodis complexos apds hidrélise (BURTIS;
ASHWOOD; BRUNS, 2008). Os lipidios, representados pelos fosfolipides, colesterol,
triglicerideos (TG) e acidos graxos, sao considerados essenciais para 0 Corpo
humano, seja por formarem a estrutura basica das membranas celulares
(fosfolipides), seja por serem precursores dos horménios esteroides, dos &cidos
biliares e da vitamina D, assim como constituintes das membranas celulares,
atuando na fluidez dessas e na ativagéo de enzimas (FREITAS et al ,2013)

O colesterol é um esteréide com 27 carbonos que apresenta certa
polaridade conferida pela hidroxila do seu carbono trés. Sua estrutura se baseia,
assim como todos os esterdides, no nucleo do ciclopentanoperidrofenantreno
(KANAAN et al.,, 2008). Ele estd presente nos tecidos e nas lipoproteinas
plasmaticas na forma livre ou combinado com acidos graxos de cadeia longa, como
éster de colesterol. Além disso, € precursor de todos os esteréides do organismo,
como corticosterdides, horménios sexuais, acidos biliares e vitamina D (REINEHR,
AUGUSTO-RUIZ. 2008). Sabe-se que 70% do colesterol circulate € produzido no
figado (via endogena) e que apenas 30% € proveniente da dieta (via exdgena)
(OLIVEIRA, 2009).

O principal érgao responsavel pela sintese do colesterol € o figado, sendo
responsavel por produzir quase a totalidade que circula na corrente sanguinea e

aguele para ser estocado no tecido hepatico sob a forma de ésteres de colesterol
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(REPA; MANGELSDOREF, 2000; JAKULJ et. al, 2013). A homeostase do colesterol
no compartimento plasmatico e nos tecidos é regulada por processos complexos que
envolvem a sintese e secrecdo de lipoproteinas, além da atividade de receptores
celulares especificos para as lipoproteinas, de enzimas lipoliticas e de proteinas de
transferéncia de lipideos (LOTEMBERG, 2008; DANIELS et al., 2009). (Figural)
Quanto aos TGs, esses sao formados com base em trés acidos graxos
ligados a uma molécula de glicerol e constituem uma das formas de armazenamento
energético mais importantes do organismo, sendo depositados nos tecidos adiposo

e muscular (FREITAS et al, 2013).

Figura 1- Metabolismo das lipoproteinas plasmaticas
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1.2.1. Metablismo Lipoprotéico

Para que os lipideos circulem na corrente sanguinea € necessario um
transportador, tendo em vista a natureza aquosa do plasma. As lipoproteinas séao
micelas responsaveis por transportar varias proteinas e lipidios no sistema vascular
(VAZ, 2010), confome figura 2. A estrutura das lipoproteinas é composta por um
nacleo hidrofébico rico em triglicerideos e ésteres de colesterol, envolvido por uma
camada hidrofilica de colesterol livre, fosfolipideos e proteinas chamadas de
apolipoproteinas (SILVA, 2011). Estas permitem a interacdo da lipoproteina com
receptores de diferentes tecidos, atuando também como cofatores de enzimas que
agem sobre o conteudo lipidico lipoprotéico, sendo importantes para a homeostase
do metabolismo dos lipideos (OLIVEIRA, 2009).

Figura 2 — Estrutura das Lipoproteinas
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Fonte: Adaptado de www.icb.ufmg.br (acesso em 24 nov. 2013)

E importante destacar que existem cinco classes principais de
lipoproteinas que diferem em tamanho, forma, densidade e composi¢do, sendo
classificadas como: quilomicrons (QM), lipoproteinas de muito baixa densidade
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(VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) (VAZ, 2010).

Os QM sao lipoproteinas ricas em triacilgliceréis formadas nas células da
mucosa intestinal, de acordo com a ingestdo de lipidios oriundos da dieta
(triacilglicerdis, colesterol e fosfolipides) e apolipoproteina (apo) B48. Os
quilomicrons recém-sintetizados sdo secretados nos vasos linfaticos e chegam a
circulacdo sanguinea através do ducto toracico. Na circulacdo, adquirem apoC e
apoE, e sofrem a acdo da enzima lipase lipoproteica (LPL), responsavel por catalisar
a hidrdlise de triacilglicerois e promover a liberacdo de acidos graxos para os tecidos
(VAZ, 2010; SILVA, 2011).

A atividade da LPL é regulada por fatores como o0s niveis de acidos
graxos nao esterificados, apolipoproteinas e hormoénios (PAGLIALUNGA et al.,
2009). A acao dessa enzima ocasiona uma diminuicdo do conteudo de triglicerideos
da VLDL, tornando-a mais densa, passando a ser denominada de IDL. Parte dessas
particulas retorna ao figado, e as que permanecem no sangue, continuam sofrendo
a acao da LPL, dando origem as particulas de LDL (SPOSITO et al., 2007; DANIELS
et al., 2009; SILVA, 2011).

As LDL sao constituidas por reduzida quantidade de triglicerideos, porém
uma porcentagem muito alta de colesterol, estando associado as altera¢des nas
paredes no interior das artérias. A apo B100 constitui 95% das apoproteinas
presentes na LDL (KANAAN et al.,2008), possuindo sitios de reconhecimento para
0os receptores de LDL encontrados em praticamente todas as células do
metabolismo (DANIELS et al., 2009; SILVA, 2011).

A HDL é composta por cerca de 50% de proteinas e concentracdes
reduzidas de lipidios, cuja principal funcdo € transportar o colesterol dos tecidos e da
corrente sangiinea em direcao ao figado, podendo ser convertido em &cidos biliares
e posteriormente excretado, sendo esse processo conhecido como transporte
reverso. Tal fato explica porque os niveis plasmaticos de HDL sdo inversamente
associados as doencas coronarianas (PITANGA, 2001; DANIELS et al., 2009;
SILVA, 2011).

Dentre as enzimas envolvidas no transporte reverso do HDL estad a
lecitina colesterol acil-transferase (LCAT). Essa enzima € sintetizada no figado e, ao
chegar a circulacdo, associa-se as lipoproteinas e lipidios livres, catalisando a

reacdo de esterificacdo do colesterol. O colesterol esterificado € apolar, sendo
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internalizado na molécula de HDL. Dessa forma, a acdo da LCAT é mais favoravel
na HDL uma vez que essa lipoproteina é rica em Apo Al, um 6timo cofator para
essa enzima. (BORGGREVE; VRIES; DULLAART, 2003; DANIELS et al., 2009).

Outras enzimas participam da sintese e esterificacao do colesterol
intracelular respectivamente, a 3-hidroxi 3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-
CoA redutase) que catalisa a fase limitante na biossintese do colesterol, bem como
acil-CoA-colesterol aciltransferase (ACAT), a qual catalisa a transferéncia de um
acido graxo da coenzima-A para o grupo hidroxila do colesterol, tornando-o ainda
mais hidrofébico. Os ésteres de colesterol sdo armazenados no figado ou entdo
transportados inseridos em particulas lipoproteicas para os tecidos extra-hepaticos
(NELSON; COX, 2006; SANHUEZA; VALENZUELA; VALENZUELA, 2012).

Quando ocorre um desequilibrio no metabolismo das lipoproteinas e/ou

enzimas descritas, tem-se o desenvolvimento das dislipidemias.

1.2.2. Classificacao das dislipidemias

A dislipidemia pode ser conceituada como uma anormalidade lipidica
caracterizada por um aumento das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c),
triglicerideos ou diminuicdo das lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) no soro,
isoladamente ou essas altera¢cdes associadas (SOUZA, 2013).

De acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia, publicada em 2013, as
dislipidemias podem ser classificadas genotipicamente ou fenotipicamente, por meio
de analises bioquimicas. Na classificacdo genotipica, subdividem-se em
monogénicas, causadas por mutagcdes em um sO gene, e poligénicas, causadas por
associacfes de multiplas mutacbes que isoladamente ndo seriam de grande
repercussao. A classificacdo fenotipica ou bioquimica considera os valores de CT,
LDL-C, TG e HDL-C, compreendendo quatro tipos principais bem definidos conforme
tabela 1.
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Tabela 1- Classificacdo Fenotipica ou bioquimica das dislipidemias

TIPO

CARACTERISTICA

Hipercolesterolemia

isolada

Hipertrigliceridemia

isolada

Hiperlipidemia mista

HDL-C baixo

Elevacéo isolada do LDL-C (= 160 mg/dL)

Elevacdo isolada dos TGs (= 150 mg/dL) que reflete o
aumento do numero e/ou do volume de particulas ricas em
TG, como VLDL, IDL e quilomicrons. Como observado, a
estimativa do volume das lipoproteinas aterogénicas pelo LDL-
C torna-se menos precisa a medida que aumentam 0s niveis
plasmaticos de lipoproteinas ricas em TGs. Portanto, nestas
situacdes, o valor do colesterol ndo HDL pode ser usado como

indicador de diagndstico e meta terapéutica.

Valores aumentados de LDL-C (= 160 mg/dL) e TG (= 150
mg/dL). Nesta situacéo, o colesterol ndo HDL também podera
ser usado como indicador e meta terapéutica. Nos casos em
que TGs = 400 mg/dl, o calculo do LDL-C pela formula de
Friedewald é inadequado, devendo-se, entdo, considerar a
hiperlipidemia mista quando CT = 200 mg/dL

Redugéo do HDL-C (homens < 40 mg/ dL e mulheres < 50
mg/dL) isolada ou em associa¢do a aumento de LDL-C ou de
TG.

Fonte: V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencéo da Aterosclerose da Sociedade Brasileira de

Cardiologia (2013). (LDL-C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TGs: triglicerideos; VLDL:

lipoproteina de muito baixa densidade; IDL: lipoproteina de densidade intermediaria; HDL:

lipoproteina de alta densidade; CT: colesterol total).
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1.2.3. Tratamento das dislipidemias

O tratamento das dislipidemias compreende desde o controle da dieta,
exercicios fisicos bem como o uso de drogas redutoras de lipideos (XIE, et al., 2007;
RIDEOUT, et al., 2014).

Dentre as classes de medicamentos disponiveis no mercado capazes de
reduzir as hiperlipidemias, os mais utilizados séo as estatinas e os fibratos. Existem,
ainda, os auxiliares naturais como a niacina e 0s acidos graxos provenienetes de
espécies marinhas (RIDEOUT, et al., 2014). No entanto, apesar de eficientes, esses
tratamentos (estatinas e fibratos) sdo caros e possuem efeitos colaterais
proporcionais a dose do medicamento utilizado e periodo de tratamento, sendo 0s
mais comuns a hiperuricemia, diarreia, nauseas, inflamacdo muscular e
anormalidade da fung&o hepética (GONCALVES et al., 2006; SUBRAMANIAM et al.,
2011).

As estatinas tem seu mecanismo de acdo baseado na inibicdo da enzima
3-hidroximetilglutaril-coenzima-A redutase (HMG-CoA redutase), por meio de uma
afinidade destes farmacos com o sitio ativo da enzima. Esta inibicdo é reversivel e
competitiva com o substrato HMG-CoA (SANTOS, 2013).

Sabe-se que a utilizacdo de doses progressivamente mais elevadas
desse tipo de farmaco ndo parece aumentar significativamente sua capacidade de
reduzir a LDL colesterol (LDL-C). Para cada duplicacdo de dose de estatina, reduz-
se apenas 6%, em média, os niveis séricos de LDL-C. A utilizagdo de doses baixas
de estatinas confere a esses medicamentos o status de apresentar risco de provocar
leséo hepatica e/ou muscular equivalente a do placebo. Entretanto, doses mais altas
aumentam o risco de efeitos adversos (BORGES, 2005). Além da toxicidade, as
estatinas podem causar mialgia e miosite, sendo motivo comum para interrup¢ao do
tratamento (XAVIER, 2005; BONFIM et al, 2013).

Os fibratos sdo farmacos derivados do acido fibrico que agem
estimulando os receptores nucleares denominados "receptores alfa ativados de
proliferacdo das peroxissomas" (PPAR-a). Esse estimulo leva ao aumento da
producdo e acdo da lipase lipoproteica, responsavel pela hidrélise intravascular dos
TG e, também a maior sintese de Apo Al e, consequentemente, de HDL. Esses
farmacos sdo bastante efetivos na reducdo dos niveis de TG (GREGORI et al,

2013). Dentre os efeitos colaterais mais preocupantes estdo a elevacdo das
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aminotransferases (ALT, AST) e da creatinoquinase (CPK), o que ocorre em cerca
de 0,1% dos pacientes (XAVIER, 2005).

O &cido nicotinico ou niacina promove elevagdes nos niveis de colesterol
HDL. Este farmaco age ativando seu receptor acoplado a proteina G, chamado
GPR109A, amplamente expresso no tecido adiposo e diminuindo a atividade da
lipase lipoprotéica, isto reduz a hidrélise dos TG e &cidos graxos livres, produzindo
menos particulas de VLDL. Além disso, a niacina inibe a remoc¢é&o de Apo Al da HDL
reduzindo o catabolismo dessa apolipoproteina, sem modificar sua sintese
(ALFONSO; ARIZA, 2008).

1.3. Associagao do estresse oxidativo, dislipidemia s e aterosclerose.

O estresse oxidativo pode ser definido como um conjunto de condicdes
intra e extracelulares que leva a um aumento na producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que se acumulam, resultando em um desequilibrio entre a geracéo
e eliminacdo de EROs (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013). Ele pode ser uma
consequéncia da insuficiéncia do potencial antioxidante do organismo ou do
aumento na formacgdo de espécies oxidantes, resultando em danos oxidativos
responsaveis por varias acfes deletérias, tais como aumento nos niveis de
peroxidacdo de lipidios de membranas e na carbonilacdo de proteinas, bem como
danos ao DNA intracelular (ARCARI, 2009; GEORGE; OSHARECHIREN, 2009;
GORRINI; HARRIS; MAK, 2013).

A dislipidemia associada ao estresse oxidativo, tem sido relacionado com
a fisiopatologia de doencas como cardiopatias e aterosclerose (ARCARI, 2009).
Moléculas de LDL sé&o facilmente oxidadas em moléculas pequenas e densas que
possuem efeitos citotdxicos promovendo disfuncdo endotelial (SANTOS, 2013)

A aterosclerose € uma doenca inflamatoria crénica de origem multifatorial
que ocorre em resposta a lesdo endotelial, acometendo principalmente a camada
intima de artérias de médio e grande calibre. A formacdo da placa aterosclerotica
inicia-se com a agressao ao endotélio vascular em resposta a diversos fatores como
envelhecimento, toxinas, infec¢des virais, reagcdes imunoldgicas, hipertensdo arterial,
tabagismo, elevacao de lipoproteinas aterogénicas (LDL, lipoproteinas de densidade

baixa e VLDL, lipoproteinas de densidade muito baixa), além de produtos da
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lipoperoxidacao presentes na dieta e particulas de LDL oxidadas (MATSUURA et al.,
2006; GALKINA et al., 2007; DAHECH et al.,2013).

A modificacdo oxidativa dos lipideos associados a LDL esta diretamente
envolvida na iniciacdo do processo aterosclerético, uma vez que as alteracoes
resultam da exposicdo dessa lipoproteina a varios agentes oxidantes, tais como
anions superoxido, peroxido de hidrogénio, enzimas como lipoxigenase e produtos
da mieloperoxidase. Essa situagdo agrava-se com a diminuicdo dos componentes
antioxidantes (RIZZO et al., 2009; MELLO et al., 2011).

O surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na superficie
endotelial, processo estimulado pela presenca de LDL oxidada, caracteriza a
disfucdo endotelial. Essas moléculas sdo responsaveis pela atracdo de mondcitos e
linfocitos para a parede arterial (CHOY, 2004; BAMPI, 2007). Os monécitos migram
para 0 espaco subendotelial através da inducdo por proteinas quimiotéaticas,
diferenciando-se em macrofagos, que captam as LDL oxidadas. Os macréfagos
contendo os lipideos, conhecidos como células espumosas, sdo o principal
componente das estrias gordurosas, que configuram as lesdes macroscopicas
iniciais da aterosclerose (CHOY et al., 2004; BADIMON et al., 2012).

Assim como o0os mondcitos, as células T (outro tipo de leucdcito) séo
recrutados para a lesdo aterosclerética, corroborando com o estado de inflamacao
crénica (RADER; DAUGHERTY, 2008;GUILHERME,2012).

Alguns mediadores da inflamacéo estimulam a migracdo e proliferacéo
das células musculares lisas da camada média arterial. Estas, ao migrarem para a
luz do vaso, produzem ndo sé citocinas e fatores de crescimento, mas também
matriz extracelular que formara parte da capa fibrosa da placa aterosclerotica
(GUILHERME, 2012).

A placa de ateroma (Figura 3) formada é constituida por elementos
celulares, componentes da matriz extracelular (Qque formam a capa fibrosa, rica em
colageno) e nucleo lipidico (rico em colesterol) (RADER; DAUGHERTY, 2008).

Por fim, as células espumosas morrem o que resulta em liberacdo de
fragmentos de celulas e colesterol cristalino, processo que contribui na formacao de
um nucleo necrético no interior da placa promovendo o recrutamento de células
inflamatorias para o local (MOTTA, 2013).
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Figura 3 — Desenvolvimento e progressao da ateriosclerose
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Fonte: Carrapeiro (2010).

Para prevenir ou reduzir os efeitos do estresse oxidativo, o organismo tem
disponivel diversos mecanismos de defesa antioxidante, tais como a presenca dos
antioxidantes nao enzimaticos (B-caroteno, selénio, a-tocoferol, vitamina C,
compostos fendlicos etc.) e os antioxidantes enzimaticos formados pela superéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (Gpx) e a catalase (Cat) que neutralizam ou
reduzem a acdo das EROs, antes que estas possam promover efeitos deletérios
(CARVALHO, 2012). Além disso, é importante ressaltar que além das enzimas
antioxidantes pode-se quantificar o malondialdeido que é um marcador oxidante
produto da peroxidacédo lipidica (WU et al., 2014; RAFIEIAN-KOPAEI et al.,2014)
extremamente reativo que pode reagir de forma eventual com o grupo amino das
proteinas, fosfolipideos ou acidos nucléicos, provocando alteracdes estruturais nos
constituintes celulares (MCBRIDE et al., 2008).

Dentre as fontes ndo enzimatica de EROS, a mitocéndria € classificada
como uma das mais importantes. Conforme os elétrons séo carregados por
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e flavina adenina dinucleotideo (FADH2)
durante a fosforilacdo oxidativa, adenosina trifosfato (ATP) e -O,- sdo gerados. Em
condicbes normais, -O,- é rapidamente dismutado a H,O, pelo manganés
superoxido dismutase (Mn-SOD) na mitocéndria e pelo cobre superoxido dismutase
(Cu-SOD) no citosol (EVANS et al.,, 2002). O peroxido de hidrogénio é, entdo,
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convertido a H,O e O, pela glutationa peroxidase, na mitocondria, ou pela catalase,
nos lisossomos. Contrastando tal efeito, H,O, pode também ser convertida ao
radical altamente reativo -OH na presenca de elementos como o ferro e o cobre.
Esses radicais livres em concentracdes fisiologicas sédo parte de vias de sinalizagao,
mas quando produzidos em excesso se tornam patologicos (SALVADOR, 2009).

Com relagéo as fontes enzimaticas, sabe-se que a SOD corresponde a
uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composi¢cédo. Nos
sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma SOD-cobre-zinco
(Cuzn-SOD) estd presente principalmente no citoplasma e nos fluidos
extracelulares, enquanto que SOD-manganés (Mn-SOD) esta localizada
primariamente na mitocondria. Esta enzima tem papel fundamental na defesa do
organismo contra o ataque das EROs, pois atua através da dismutacdo do radical
superéxido em peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (0O2) (SALAZAR, 2011).

A GPx, é uma enzima antioxidante dependente de selénio, catalisa a
reducdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) e de outros perdxidos orgéanicos, as
custas da conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) e
agua (H.O) bem como peréxidos organicos a alcool. Assim, a GPx desempenha um
papel importante na inibicdo de processos degenerativos como a peroxidagcao
lipidica e na prevencdo de danos causados ao DNA pelas espécies reativas
(SALAZAR, 2011; VELLOSA et al., 2013).

A Catalase, por sua vez, € uma hemeproteina citoplasmatica localizada
nos peroxissomos do figado e rins e em microperoxissomos de outras células. Essa
enzima catalisa a reducédo do peréxido de hidrogénio (H,0O,) a 4gua (H.O) e oxigénio
(O2) (ARCARI, 2009).

No entanto, estes mecanismos de defesa contra as EROs no organismo
humano podem ser insuficientes e os danos causados podem se tornar cumulativos,
resultando em estresse oxidativo debilitante. Por isso, torna-se essencial acrescentar
a dieta, alimentos antioxidantes que ampliem a sua capacidade de inativar ou reduzir

a producéao destas espécies instaveis (ARCARI, 2009).
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1.4. Diabetes

O diabetes relaciona-se com a dislipidemia, pois quando a quantidade de
carboidratos disponiveis para a ceélula é baixa ou quando sua metabolizacdo é
incompleta, o organismo passa a utilizar os lipideos como fonte de energia. Os
acidos graxos sao mobilizados para a circulagdo resultando em um aumento dos
triglicerideos e do colesterol séricos de forma secundaria. Essa elevacdo é
proporcional a gravidade da diabetes, pois ocorre quando a doenca encontra-se
descontrolada (PAPI REDDY et al., 2009).

O risco de doenca coronariana, acidente vascular cerebral e doenga
arterial periférica aumenta de duas a quatro vezes em pacientes portadores de
diabetes mellitus. Tem sido demonstrado que pacientes que possuem hipertensao,
obesidade, tabagismo e/ou dislipidemia associados a diabetes, tem o0 risco
aumentado para o desenvolvimento de outras doencgas cardiovasculares (DCVSs)
(KIM; BAE; KIM, 2013)

O diabetes atinge mais de 371 milhdes de pessoas em todo o mundo,
correspondendo a 8,3% da populacdo mundial e continua a aumentar em todos os
paises. Em mais de 50% destas pessoas, essa patologia ndo foi ainda
diagnosticada, prosseguindo a sua evolucdo silenciosa. Até 2010, segundo o
CENSO-IBGE- 2010, o numero estimado de diabéticos no Brasil era de mais de 12
milhdes (SBD, 2012). Em 2012, 4,8 milhdes de pessoas faleceram em consequencia
da diabetes, metade das quais tinham menos de 60 anos. Estima-se que, em 2030,
0 numero de pessoas com diabetes no mundo, atinja os 552 milhdes, o que
representa um aumento de 49% da populagcdo atingida pela doenca (FERREIRA,
2013).

Diante disso, observa-se que no Brasil, assim como em muitos outros
paises, a diabetes esta sendo reconhecida como um importante problema de saude
publica, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde tem ocupado um
percentual de 30 a 40% das causas de morbidade entre os adultos (SILVA et al.,
2008).
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1.4.1. Conceito e classificacao de diabetes

O diabetes é um disturbio enddcrino que consiste em um defeito de
secrecdo e/ou acao da insulina produzida pelo pancreas, interferindo na homeostase
da glicose no organismo devido a sua utilizagdo inadequada pelos tecidos
ocasionando a hiperglicemia (Figura 4). O pancreas é responsavel pela producdo do
hormdnio insulina e qualquer alteracdo neste 6rgdo resulta em danos ao organismo
(OKOSHI et al., 2007).

Figura 4— Mecanismo de manutencao da homeostase da glicose
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De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) diretriz de
2013, existem quatro classificacbes para o diabetes, que sdo denominadas como
DM 1 (diabetes melitus tipo 1), DM 2 (diabetes melitus tipo 2), gestacional e
secundario a outras patologias. Independente da classificacdo, a principal
caracteristica é a manutencdo da glicemia em niveis acima dos valores
considerados normais.

O tipo 1 da doenca, € responsavel por 5 a 10% dos pacientes, geralmente
€ causado por um processo autoimune e resulta da destruicdo das células beta do
pancreas, levando a uma deficiéncia de insulina. Essas pessoas portam uma
predisposicdo genética a regulacdo autoimune alterada e, assim, moléculas do
complexo leucocitario humano HLA (antigenos que desempenham papel na
resposta autoimune) apresentam resposta autoimune anormal, levando os aticorpos
a atacar os tecidos do proprio organismo (SALLES, 2012). Em pacientes
sintométicos é comum a politria, polifagia, polidipsia, perda de peso e alteracdes
visuais. Além disso, os pacientes podem sofrer complicacdes crénicas como
aterosclerose, infarto do miocardio e, tornam-se mais susceptiveis a infec¢des, como
carbunculos e furunculose generalizada. A administracdo de insulina € necessaria
para evitar o desenvolvimento de cetoacidose, coma e morte (FIGUEIREDO;
RABELO, 2009).

O DM2 é um distarbio comum em que o fator hereditario e a obesidade
apresentam maior importancia do que no tipo 1, pois € reponsavel por 90 a 95% dos
casos de diabetes. Apesar desses pacientes produzirem insulina normalmente suas
células séo incapazes de usar esse hormoénio secretado pelo pancreas, fazendo com
gue seus niveis permanecam altos no sangue, o que é conhecido como resisténcia a
insulina (VIANA; RODRIGUEZ, 2011). Pode-se observar que a incidéncia aumenta
significantemente como resultado da interacdo genética e envolvimento de fatores
de risco que séo determinantes para a doenca. Dentre estes fatores de risco pode-
se destacar: maior taxa de urbanizacdo, aumento da expectativa de vida,
industrializacdo, consumo exagerado de dietas hipercaléricas e ricas em hidratos de
carbono de absorcdo rapida, mudancas do estilo de vida, inatividade fisica,
obesidade e maior sobrevida do paciente (MONTEIRO; ROSARIO; TORRE, 2007).
Os pacientes com DM2 também podem apresentar polilria, polidipsia e polifagia,
além de alteracdes visuais e feridas de dificil cicatrizacdo nos estagios mais
avancados da doenca (FIGUEIREDO; RABELO, 2009).
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A fisiopatologia do diabetes gestacional é similar ao tipo 2. As pacientes
desenvolvem uma deficiéncia de receptores de insulina e esse fator juntamente com
a elevada concentracdo de hormodnio do crescimento determinam um grau de
intolerancia a glicose com consequente hiperglicemia. Esta patologia se instala mais
comumente em gestantes que ganham muito peso durante a gravidez e pode
acarretar em complicacdes tanto para a mée como para o feto (BUCHANAN; XIANG,
2005).

O diabetes secundario a outras patologias € geralmente decorrente de
defeito genético nas células beta e nos receptores de insulina, doencas no pancreas,
defeitos hormonais no organismo, entre outros. Essa patologia ocorre em nimeros
reduzidos quando comparados aos outros tipos (FIGUEIREDO; RABELO, 2009).

1.4.2. Tratamento do Diabetes

Diante disso, essa doenca crénica ndo transmissivel requer adaptacoes
ao estilo de vida e incorporacao de praticas terapéuticas que envolvem alteracoes
de padrbes alimentares, realizacdo de controle glicémico, pratica de atividades
fisicas, manutencdo da pressdo arterial e acompanhamento continuo da equipe
multidisciplinar de satude (TAVARES et al., 2011), pois quando a doenca evolui sem
o controle glicémico ideal pode acarretar em complicacées agudas como a perda de
peso, cetoacidose diabética, estado hiperosmolar glicémico, hipoglicemia e acidose
latica (GUIDONI, 2009), assim como complica¢fes tardias onde as mais comuns sao
a retinopatia, nefropatia e neuropatia (GIACOMINI et al., 2013).

O tratamento do DM1 se da através da admistracao de insulina, tendo em
vista a incapacidade do pancreas de produzir tal horménio. JA4 o tratamento
medicamentoso do DM2, objetiva a normoglicemia reduzindo ou retardando a
incidéncia de complicacdes. Dentre os medicamentos orais disponiveis estdo as
biguanidas (metformina); as sulfoniluréias (glibenclamida, glipzida, glicazida e
glimepirida); as metiglinidas (repaglinida e nateglinida); as tiazolidinedionas
(pioglitazona e rosiglitazona); os inibidores da alfa glicosidase (arcabose e miglitol);
0s agonistas do receptor GLP-1 (exanetida e liraglutida); os inibidoes DPP-4
(sitagliptina,vidalgliptina, saxagliptina e linagliptina) (SBD, 2012-2013; ADA, 2013).

Entretanto, tém-se verificado a presenca de uma série de efeitos adversos

nos hipoglicemiantes orais (SY et al., 2005). Além disso, sabe-se que o custo



38

elevado dos medicamentos contribui para falta de adesao dos pacientes. (SILVA et
al., 2013). Tais fatos proporcionam a iniciativa de pesquisas cientificas que visem a
descoberta de novos ativos oriundos de plantas que sejam eficazes e seguros, na
tentativa de se obter um recurso terapéutico isento e/ou com poucos efeitos
indesejados aos pacientes portadores dessa doenca.

Atualmente, os efeitos hipoglicémicos de varias plantas tém sido apoiados
por resultados de estudos animais ou clinicos. As espécies vegetais: Allium sativum,
Cinnamomum zeylanicum, Citrullus colocynthis, Juglans regia, Nigella sativa, Olea
europaea, Punica granatum, Salvia officinalis, Teucrium polium, Trigonella foenum,
Urtica dioica e Arctostaphylos Vaccinium tem sido eficazes nos estudos
experimentais relacionados ao tratamento de condi¢bes de hiperglicemia, reduzindo
tanto os niveis de glicose como o de lipideos (GHORBANI et al., 2013).

Diante dos dados epidemioldgicos ja descritos e as complicacbes do
diabetes, verifica-se a necessidade de estabelecer politicas publicas voltadas para a
criacdo de mecanismos que minimizem tanto o aparecimento quanto o agravamento
da doenca, com o intuito de reduzir os custos advindos da falta de deteccéo precoce
e das complicacdes agudas e cronicas relacionadas as dificuldades de controle
metabdlico dessa patologia (SANTOS et al., 2011).

Neste contexto, muita atencédo tem sido direcionada a fitoconstituintes
presentes em frutas e vegetais que podem ser Uteis na prevencdo do risco de
diabetes e dislipidemias que podem contribuir para o desenvolvimento e

agravamento das doencas cardiovasculares (MELO et al., 2009).

1.5. Produtos Naturais

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de
20% do nimero total de espécies do planeta (BRANDAO et al., 2013).

Segundo a OMS, aproximadamente 80% da populacdo utilizam
medicamentos a base de produtos naturais no alivio de alguma sintomatologia
desagradavel. H4 uma riqueza muito grande na flora brasileira, estimada em 120 mil
espécies, das quais apenas 1% tem sido estudada, do ponto de vista fitoquimico ou
farmacolégico (FONSECA; PEREIRA, 2013).

O uso de compostos naturais da biodiversidade, bem como o

conhecimento etnobotanico é a porta principal para apoiar a conservacdo dos
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recursos naturais para o desenvolvimento de novas drogas nos paises em
desenvolvimento (NOGUEIRA; CERQUEIRA; SOARES, 2010).

Desta forma, por muito tempo, 0 uso das plantas medicinais foi o principal
recurso terapéutico utilizado para tratar a saude das pessoas e de suas familias.
Entretanto, com os avancos ocorridos no ambito das ciéncias da saude, novas
maneiras de tratar e curar as doengas foram surgindo. Uma delas consiste no uso de
medicamentos industrializados, gradativamente introduzidos no cotidiano das
pessoas por meio de campanhas publicitarias que prometiam curar as mais diversas
doencas (HEISLER et al., 2012).

A quimica de produtos naturais tem grande importancia, pois pode
fornecer substancias com atividade biolégica que dificilmente seriam obtidas por
sintese quimica. Além disso, as moléculas obtidas de fontes naturais podem ser
levemente modificadas com o intuito de melhorar sua atividade biolégica, bem como
podem ser utilizadas como protétipo para a obtencdo de farmacos com atividades
terapéuticas (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Mesmo com o desenvolvimento dos farmacos sintéticos, as plantas
medicinais permaneceram como forma alternativa de tratamento em varias partes do
mundo, observando-se nas Ultimas décadas a valorizacdo do emprego de
preparacdes a base de plantas para fins terapéuticos (BADKE et al., 2012).

Atualmente, muitos fatores tém contribuido para o aumento da utilizacéo das
plantas como recurso medicinal, entre eles, o alto custo dos medicamentos
industrializados, o dificil acesso da populagédo a assisténcia médica, bem como a
tendéncia ao uso de produtos de origem natural. Acredita-se, que o cuidado
realizado por meio das plantas medicinais seja favoravel a saide humana, desde
que o usuario tenha conhecimento prévio de sua finalidade, riscos e beneficios
(BADKE et al., 2011).

No Brasil, foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), sendo instituida pela
Portaria do Ministério da Saude (MS) n°® 971, de 03 de maio de 2006. Esta portaria
tem como objetivo ampliar as opcgdes terapéuticas aos usuarios do SUS, com
garantia de acesso a plantas medicinais, fitoterdpicos e servigos relacionados a
fitoterapia, com seguranca, eficdcia e qualidade, na perspectiva da integralidade da
atencdo a saude. Somando-se a isso, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos, instituido em 2007, visa “garantir & populacdo brasileira 0 acesso
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seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional”’. Com vistas a atingir o objetivo desse programa, dentre as proposigoes,
destaca-se a de “promover e reconhecer as praticas populares e tradicionais de uso
de plantas medicinais, fitoterapicos e remédios caseiros” (BADKE et al., 2011).

Entretanto, é fato, que muitas plantas ainda ndo possuem sua eficacia
terapéutica comprovada, mas o conhecimento tradicional sobre as mesmas ja as
tornou parte integrante da pratica médica popular, sendo utilizadas por até 90% da
populacdo economicamente carente do Nordeste para a solucdo de problemas de
salde (MATOS, 2002; SILVA et al., 2006).

Diante deste cenério, é importante salientar que a implementacdo de
tratamentos alternativos ndo tem como objetivo substituir medicamentos registrados
e comercializados pelos laboratérios, mas sim, atuar como uma opc¢ao terapéutica a
disposicéo dos profissionais da saude (NASCIMENTO, 2003).

Além disso, percebe-se que as plantas continuam a ser uma importante
fonte de novas substancias bioativas, bem como de interesse econdmico na
prospeccao para a descoberta de novas drogas. Tal fato pode ser comprovado pela
estimativa de que pelo menos 25% de todos os medicamentos modernos séo
derivados, direta ou indiretamente, de plantas medicinais (BRANDAO et al., 2013)

Dentre as plantas, que tem sido alvo de diversos estudos farmacoldgicos,

a canela desponta como detentora de potencial terapéutico.

1.5.1. Canela

A canela é um tempero comum usado por diferentes culturas em todo o
mundo por varios séculos. E obtido a partir da casca interna das arvores do género
Cinnamomum, uma planta perene tropical que além de seus usos na culinaria, pode
ser utilizada como remédio para o trato respiratorio e digestivo, além de doencas
ginecologicas (RANASINGHE et al., 2013). (Figura 5).
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Figura 5 — Género Cinnamomum, conhecida popularmente como canela.

Fonte Adaptado de bioweb.uwlax.edu (acesso em 17 nov. 2013).

Observa-se que a casca de canela, folhas e raizes diferem
significativamente na sua composi¢cdo quimica. No entanto, através de uma analise
por cromatografia gasosa, pode-se destacar a presenca de constituintes quimicos
como o cinamaldeido, eugenol, canfora, acido cinamico, cinamato de metila, dentre
outros (PARANAGAMA et al, 2001).

Em paises como a Coréia do Sul, China e RUssia, a canela € uma das
ervas populares tradicionais utilizadas na terapia para diabetes mellitus. Suas
substancias biologicamente ativas demonstraram propriedades insulinicomiméticas.
Seus extratos aquosos tém mostrado potencializar a atividade da insulina 20 vezes
mais do que qualquer outro composto testado em diluicbes comparaveis (ALLEN et
al., 2013).

Sabe-se, também, que o extrato da canela demonstrou efeitos benéficos
tanto in vitro (em cultura de células hepaticas) como in vivo sobre 0 metabolismo da
glicose (CHENG et al, 2012). In vitro ele atuou reduzindo a glicose intestinal pos-
prandial, bem como a sua absorcao, através da inibicdo da atividade de enzimas
envolvidas no metabolismo dos carboidratos. Pode-se observar, ainda, que a canela
pode estimular a captacdo de glicose celular por translocacdo do receptor de
membrana GLUT- 4, além participar do processo do metabolismo do glicogénio,
inibir a gliconeogénese e estimular a liberacdo de insulina através da potencializacao
da atividade do receptor (ANAND et al.,2010).

Os efeitos benéficos da canela in vivo incluem a atenuacdo da perda de

peso associada com a diabetes, a reducdo da glicemia de jejum, redugéo do LDL e
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aumento do colesterol HDL, aumento dos niveis de insulina em circulacao, além de
demonstrar efeitos benéficos também contra neuropatia e nefropatia diabética
(RANASINGHE et al, 2013). Com relacdo ao metabolismo dos lipidios, a canela
apresentou efeito na reducédo do colesterol total, LDL e dos triglicéridos, além de
aumentar os niveis de HDL (JAVED et al., 2012). Além dessas atividades a canela
também possui acdo antimicrobiana, antiparasitaria, antifingica e antioxidante
(RANASINGHE et al., 2013).

Uma vez que a canela possui muitos constituintes, ela se tornou um
produto natural de interesse, pois pode ser fonte potencial de moléculas para
producdo de novos farmacos no tratamento de patologias de grande preocupacao
para saude publica como o diabetes e as dislipidemias.

Dentre os componentes presentes na canela, destacam-se o0 acido

cinamico e o cinamato de metila.

1.5.1.1 Acido Cinamico

O acido cinamico, também denominado acido 3-fenil-2-propendico (figura
6), consiste em um acido graxo aromatico de ocorréncia natural, originado de plantas
superiores, encontrado em oOleos de canela e folhas de coca. A estrutura de sua
molécula é normalmente encontrada na forma trans. Esse composto pertence ao
grupo das auxinas, hormonios vegetais responsaveis por regular o crescimento e a
diferenciacao celular, e alguns de seus derivados desempenham um importante
papel na defesa da planta contra o ataque de microrganismos e insetos (NIERO,
2010).

Figura 6 — Estrutura quimica do &cido cindmico
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Fonte: SHARMA, 2011
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O &cido cindmico e seus derivados tém sido relacionados com a sua
eficaz capacidade antioxidante (SHARMA, 2011). Estes compostos sdo de interesse
crescente, uma vez que sao antioxidantes potentes e atuam reduzindo a lipoproteina
de baixa densidade (LDL). Assim sendo, o aumento do consumo de compostos que
0 contenham, tem sido relacionado com uma diminuicdo do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e de certos tipos de canceres
(AUGER et al., 2004). Relata-se, também, que o acido cindmico é eficaz como
agente terapéutico antimicrobiano e antifungico (NIERO, 2010).

Sabe-se, também, que o acido cindmico exerce efeito antiproliferativo,
resultando em inibicdo do crescimento tumoral, no entanto, seus mecanismos ainda
nao foram completamente estabelecidos (NIERO, 2010). Além disso, pode-se
destacar que o acido cinamico e seus derivados possuem outras propriedades
farmacoldgicas, incluindo hepatoprotecdo, atividade contra a maléria e atividades
antitirosinase (ADISAKWATTANA; MOONSAN; YIBCHOK-ANUN, 2008).

Outra importante propriedade do acido cinamico € a capacidade de
aumentar a absorcéo e a sintese do glicogénio nos hepatdcitos, afetando a atividade
de enzimas hepaticas (glicoquinase e hexoquinase - catalisam a reagdo de
converséao da glicose em glicose-6-fosfato) responsaveis pela regulacdo da glicose,
resultando na melhoria da utilizacdo da glicose em pacientes com diabetes. Além
disso, encontra-se descrito na literatura, que os compostos fendlicos que possuem
estruturas semelhantes ao &cido cindmico, reduzem a absor¢do da glicose no
intestino delgado através da inibicdo da atividade da R-glicosidase (JUNG et al.,
2007).

1.5.1.2. Cinamato de Metila

Outra substéancia extraida da canela € o cinamato de metila (CM) , um

éster estruturalmente semelhante ao acido cinamico como observado na (figura 7)
(FAHELBUM; SYBIL., 1977, PARANAGAMA et al., 2002).
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Figura 7— Estrutura quimica do cinamato de metila

O
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Fonte: SHARMA, 2011.

O cinamato de metila é uma substancia usada na industria podendo ser
encontrado em fragrancias de cosméticos decorativos, perfumes finos, xampus,
sabonetes e outros produtos de higiene pessoal (BHATIA et al., 2007).

Associado a isso, o CM é aplicado nas plantas pos colheita com funcéo
antioxidante devido a eliminagdo de radicais livres, atuando também sobre
microorganismos como bactérias e fungos (PRAKASH et al., 2011).

Somado as atividades acima e corroborando com a atividade
hipoglicémica do acido cinamico, estudos comprovaram que o0 cinamato de metila,
pode atuar de forma eficaz como agentes secretores de insulina tanto in vivo como
in vitro (SHARMA, 2011).

Sabe-se também que o cinamato de metila, possui efeito antimicrobiano e
também inibe a sintese de lipidios e a adipogénese por atenuar fatores de
transcricdo adipogénicos (CHEN et al., 2012).

Observa-se que acido cindmico e cinamato de metila possuem
semelhanca estrutural, entretanto suas diferencas podem modificar seus efeitos
bioldgicos (CARVALHO et al.,2003). Além disso, tem sido reportado que o0 grupo
metil contribui significativamente para lipossolubilidade de um composto (ALMEIDA,
2009). Estudos das relagbes entre a estrutura quimica e a atividade biologica, ou
entre a estrutura quimica e algum tipo de propriedade fisico-quimica, sdo de grande
importancia na quimica e bioquimica modernas, tendo como objetivo racionalizar a
procura por compostos com propriedades desejadas (ARROIO, HONORIO, SILVA,
2010).
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Uma vez que a correlacdo entre estrutura/propriedade e atividade é
encontrada, um grande numero de compostos pode ser facilmente examinado com o
objetivo de selecionar estruturas com as propriedades desejadas. Desta forma, é
possivel selecionar 0os compostos mais promissores para sintese e testes em
laboratérios (ARROIO, HONORIO, SILVA, 2010).

Desse modo, a investigacdo do potencial terapéutico do acido cinamico e
do cinamato de metila, ambos derivados da canela e com semelhanga estrutural,
pode apresentar-se como uma opc¢ao farmacoldgica eficiente no tratamento de
patologias como a dislipidemia e o diabetes que constituem problemas de saude

publica crescente.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista as limitagdes das opcdes terapéuticas disponiveis atualmente
no mercado, devido ao elevado custo e a presenca de efeitos indesejaveis apos um
longo periodo de uso, faz- se necessario a pesquisa de novos agentes que tratem
ou auxiliem na reducdo dos niveis glicémicos e lipidicos. Diante disso, justificam-se
as pesquisas com novas moléculas a fim de encontrar terapias alternativas para
essas patologias.

Assim, a descoberta de uma substancia de origem natural como alternativa
terapéutica para o tratamento de doencas como diabetes e dislipidemias, contribuira
para a melhoria da qualidade de vida, uma vez que a utilizagcdo de terapias
alternativas ja € uma pratica entre boa parte da populacéo.

Como opgdo para tais problemas, espécies do género Cinnamomum
conhecida popularmente como canela tem sido alvo de estudos para tratamento de
patologias como o diabetes. A partir dessa espécie podemos isolar dois compostos
o acido cinamico (AC) e o cinamato de metila (CM), um éster estruturalmente
semelhante ao acido carboxilico citado, diferenciando-se desse devido o grupo
metila.

Devido a presenca do grupamento metil no cinamato de metila, espera-se
uma melhor atividade dessa molécula em comparacéo ao acido cinamico, visto que
guimicamente esse radical tem como propriedade o aumento da lipossolubilidade.

Essa lipofilicidade € uma propriedade fisico-quimica importante, pois além de
afetar no transporte de drogas, pode também interagir com o receptor, sendo um
fator importante para definir a farmacocinética e farmacodinamica do composto
(RUTKOWSKA; PAJIK; JOZWIAK, 2013).

Somado ao fato relatado, estudos anteriores comprovam uma atividade
antioxidante do AC, além de participar do metabolismo da glicose. Com relacédo ao
CM néo existem muitos estudos que relatem suas atividades, no entanto um
experimento in vivo com células nos revela que ele possui uma atividade inibidora da
sintese de lipidios e a adipogénese.

Tendo em vista o potencial terapéutico dessas substancias, foram utilizados
modelos experimentais que comprovassem a atividade hipolipemiante e

hipoglicemiante dessas moléculas, afim de contribuir para descoberta de novas
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drogas que possam atuar na dislipidemia e no diabetes, patologias de grande

relevancia para saude mundial.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os possiveis efeitos hipolipidémico e hipoglicémico bem como o
potencial antioxidante do acido cindmico e do cinamato de metila em protocolos

experimentais de dislipidemia e diabetes induzidas farmacologicamente.

3.2 Objetivos especificos

» Verificar o efeito do acido cindamico e do cinamato de metila sobre o
metabolismo lipoproteico e glicEmico de camundongos através de modelo
experimental de inducéo de dislipidemia com Triton WR-1339°;

» Verificar o efeito do &acido cinamico e do cinamato de metila sobre o
metabolismo lipoproteico e glicémico de camundongos através de modelo
experimental de inducéo de dislipidemia com Poloxamer P407;

* Investigar o efeito do &cido cinAmico e cinamato de metila sobre a funcdo
hepética dos camundongos no modelo experimental de inducdo de
dislipidemia com Triton WR-1339 ® e Poloxamer-407;

* Avaliar a atividade do &cido cindmico e cinamato de metila sobre o
estresse oxidativo nos modelos experimentais de dislipidemia induzida por
Triton WR-1339® e Poloxamer P407;

» Estudar a acéo hipoglicémica do acido cindmico e do cinamato de metila
em animais com diabetes induzida por aloxano;

» Verificar o efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a funcao
hepética dos camundongos no modelo experimental de diabetes induzida

por aloxano.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencgéao do &cido cindmico e cinamato de metil a

O acido cinamico e cinamato de metila foram adquiridos comercialmente

através da Sigma-Aldrich®.
4.2. Drogas, reagentes e equipamentos utilizados

As drogas, reagentes e equipamentos utilizados ao longo da execucdo do
presente trabalho encontram-se listados logo abaixo com seu respectivo fabricante/

marca.

Drogas e Reagentes
> Acido ditio bis-2-nitrobenzoico (DTNB) Sigma, USA
Acido perclorico Cinética, Brasil
Acido tiobarbitdrico Sigma, USA
Acido tricloroacético Sigma, USA
Alcool etilico absoluto 96% Sigma, USA
Aloxano Sigma Aldrisch®, EUA

Cloreto de potéassio Vetec, Brasil
®
Fenofirato EMS , Brasil
®
Formol - Vetec , Brasil

. . . ® .
Heparina sédica - Cristalia , Brasil

YV V VYV V¥V ¥V V VYV V V VY

Kits de diagnostico (colesterol total, triglicerideos, glicose, Aspartato

®
Aminotransferase, Alanina Aminotransferase, Labtest Brasil

> L- metionina Vetec, Brasil

®
» Metformina Medley , Brasil
Nitroblue-tetrazolium (NBT) Sigma, USA
Peréxido de hidrogénio Dinamica, Brasil

® ®
Poloxamer 407 (Pluronic -127) - BASF , EUA

VvV V VYV V

®
Polissorbato 80 (Tween 80) - Sigma Aldrisch , EUA
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® ®
» Triton WR-1339 (tyloxapol ) - Sigma Aldrisch , EUA
> 1,1,3,3- tetrametoxipropano Sigma, USA

Equipamentos

Analisador semi-automatico Labquest, Brasil

Balanca para animais (mod. MF-6) Filizola, Brasil
Balanca analitica (mod. AX-200) Shimadzu, Jap&o
Banho-maria Quimis, Brasil

Banho-maria (mod. BM-1102) Fanem, Brasil 32
Centrifuga refrigerada (mod. CT 5500 DR) Cientec, Brasil
Centrifuga refrigerada (mod. Z 216MK) Hermle, Germany
Espectrofotdmetro (mod. DU 720) Beckman Coulter,USA

Homogeneizador (mod. MA 102) Marconi, Brasil

YV V.V V V V V V V V

Pipetas automaticas Jencons Scientific Inc., USA

4.3. Animais e Comissao de Etica

Para a execucdo dos protocolos experimentais de dislipidemia e diabetes
foram utilizados camundongos swiss (25-359), albinos e machos oriundos do biotério
central da Universidade Federal do Ceara. Esses animais permaneceram
acondicionados em gaiolas apropriadas e foram mantidos sob temperatura média de
22°C+3°C, em ciclo claro/escuro de 12/12 horas, recebendo racédo padréo e agua a
vontade. Antes do inicio dos protocolos experimentais o0s animais foram
aclimatizados no laboratério durante sete dias.

E importante ressaltar que todos os protocolos experimentais adotados
atenderam 0s preceitos éticos nacionais e internacionais referentes a pesquisa com
animais, bem como o referido projeto foi submetido a Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara e aprovado com namero
de protocolo 62/13.
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4.4. Protocolos experimentais

4.4.1. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil a em modelo experimental
de dislipidemia induzida por Triton WR-1339  ©

Para o estudo da dislipidemia induzida por Triton WR-1339° os
camundongos foram divididos em 5 grupos experimentais (n=08): controle negativo,
controle positivo (hiperlipidémico), fenofibrato® (farmaco referéncia 200mg/kg), acido
cinamico (20mg/Kg) e cinamato de metila (20mg/Kg). A dislipidemia foi induzida em
todos os grupos por uma unica administracao intraperitonial (i.p.) de Triton WR-1339
na dose de 400mg/kg (HALL et.al., 2000), exceto no grupo controle negativo. Os
grupos controle negativo (CN), controle positivo (CP), fenofibrato (FENO), acido
cinamico (AC) e cinamato de metila (CM) foram tratados via oral 1h antes, 22h e 46h
depois da administracéo intraperitonial de Triton com salina, salina, fenofibrato 200
mg/kg, acido cinamico 20 mg/kg e cinamato de metila 20 mg/Kg, respectivamente.

Apos 24h e 48h da injecao i.p. de triton, realizou-se coleta pelo plexo

orbital de todos os animais com jejum alimentar prévio de 6 a 8h. O sangue foi

coletado em microtubos do tipo Eppendorf® contendo anticoagulante (heparina
sédica 5.000Ul/mL) previamente diluido na proporcédo 1:10. (Figura 8)

O sangue foi centrifugado a 3500rpm por 15min, obtendo-se ao final o
plasma a ser utilizado para as analises dos parametros laboratoriais bioquimicos
colesterol total (CT), triglicerideos (TG), glicose (GLI), aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT). Todas essas dosagens foram realizadas
utilizando-se kits comerciais especificos.

Apds a coleta de sangue, os animais foram sacrificados e o figado
coletado para determinacdo da catalase, glutationa, malondialdeido e superéxido

dismutase.
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Figura 8 — Delineamento do protocolo experimental de dislipidemia induzida por
Triton WR-1339
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Coleta 24h
Coleta 48h

Fonte: Elaborada pela autora. (FENO: fenofibrato; AC: acido cinamico; CM: cinamato de metila)

4.4.2. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil a em modelo experimental

de dislipidemia induzida por Poloxamer- 407  (P-407)

Para avaliar a dislipidemia induzida por Poloxamer- 407® (P-407), os
camundongos foram divididos em 5 grupos experimentais (n=08): controle negativo,
controle positivo (hiperlipidémico), fenofibrato® (farmaco referéncia 200mg/kg), acido
cinamico (20mg/Kg) e cinamato de metila (20mg/Kg).

A hiperlipidemia foi induzida em todos os grupos mediante Unica injecéo
intraperitonial (i.p.) de poloxamer-407® (KIM et.al., 2008) na dose de 400 mg/kg,
exceto no grupo controle negativo. Os grupos controle negativo e positivo (salina,
v.0.), fenofibrato (farmaco referéncia 200mg/kg, v.0.), acido cinamico e cinamato de
metila na concentracédo de 20mg/Kg foram tratados trés vezes, sendo 2h, 26h e 46h
apos a administracdo intraperitonial de poloxamer-407® (Figura 9)

Apbés 24h e 48h da administracdo i.p. de P-407, os animais foram
anestesiados para realizagcdo de uma coleta de sangue pelo plexo orbital com jejum
alimentar prévio de 6 a 8h. O sangue foi coletado em microtubos do tipo Eppendorf®
contendo de anticoagulante (heparina sédica 5.000Ul/mL) diluido na proporc¢édo 1:10.

O plasma obtido foi refrigerado a -20°C e utilizado para a determinagao
dos parametros bioquimicos colesterol total, triglicerideos, glicose, ALT e AST.
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AplOs a coleta de sangue, os animais foram sacrificados e o figado

coletado para determinacdo da catalase, glutationa, malondialdeido e superéxido
dismutase.

Figura 9 — Delineamento do protocolo experimental de dislipidemia induzida por
Poloxamer- 407® (P-407)
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Fonte: Elaborada pela autora. (FENO: fenofibrato; AC: acido cinamico; CM: cinamato de metila)

4.4.3. Avaliagdo da atividade antioxidante do é&cido cinamico e cinamato de

metila apds a realizagdo dos modelos de dislipidemi  a induzida por Triton WR
1339® e Poloxamer-407

Parte do tecido hepatico coletado foi utilizado para avaliar o efeito do
acido cindmico e do cinamato de metila sobre o estresse oxidativo através da
determinacdo dos niveis de glutationa, malondialdeido, catalase e superéxido

dismutase nos protocolos experimentais de dislipidemia induzida por Triton e
Poloxamer.

4.4.3.1 Determinacdo de grupos sulfidrilicos ndo-pr  otéicos (NP-SH) para
determinacado da Glutationa

Para avaliar uma possivel agdo antioxidante do AC e CM, foi realizada a

andlise da concentracdo dos grupos sulfidrilicos néo-protéicos (NP-SH) (SEDLAK;
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LINDSAY, 1968), onde o tecido hepatico foi homogeneizado com EDTA 0,02M
gelado, para preparagdo do homogenato a 10%. Em seguida, foi adicionado a uma
aliquota de 4 mL do homogenato, 3,2 mL de agua destilada e 0,8 mL de acido
tricloroacético 50% e entdo as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 min.
Um volume de 2 mL foi entdo retirado do sobrenadante e adicionado 4 mL de
tampao Tris 0,4 M, pH 8,9 e 100 yL de DTNB 0,01 M. A absorbancia foi medida
dentro de 5 min a 412 nm. A concentracdo de NP-SH foi calculada através de uma
curva padrao de glutationa reduzida (GSH) e os resultados expressos em ug de NP-
SH/g de tecido.

4.4.3.2. Malondialdeido

A peroxidacao lipidica do figado dos camundongos, por sua vez, foi
determinada por estimacdo do malondialdeido (MDA) usando o teste do &cido
tiobarbittrico (AGAR et al., 1999). O tecido hepatico foi homogeneizado em tampéao
KCI 10% (pH 7,4) para preparacdo do homogenato a 10%. 250 yL do homogenato
foi incubado em banho maria a 37°C por 60 min. Apds a incubacao, foi adicionado
400 pL de acido perclérico 35% e as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por
10 min. A 600 pL do sobrenadante foi adicionados 200 pyL de acido tiobarbittrico
1,2%. A mistura foi levada a banho maria a 95-100°C por 30 min. Em seguida, a
solucéo foi retirada e colocada a temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi
realizada a 532 nm. A curva padréo foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano.
Os resultados foram expressos como nanomoles de MDA por grama de tecido

(nmol/g tecido).

4.4.3.3. Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi medida de acordo com o meétodo
descrito por Aebi (1994), onde em 20uL do homogenato hepatico foram colocados
em 5% em tampdao fosfato (50mM, pH 7), seguido da adicdo de 2 mL de tampéao
fosfato de potassio (50mM, pH 7) contendo H202 10mM. A atividade da catalase foi
definida como a quantidade da enzima requerida para decompor 1nmol de H202 por

minuto, a 25 °C e pH 7. A absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 230nm. Os
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resultados foram expressos como milimols por minuto por grama de tecido

(mmol/min/g tecido).

4.4.3.4. Superoxido Dismutase

A atividade da superdxido dismutase (SOD) no figado foi determinada
como descrito por Beauchamp e Fridovich, 1971. Os figados foram homogeneizados
em tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7.8) para obtencdo de um homogenato a
10% e centrifugados a 3600 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e
centrifugado novamente (20 min, 12000rpm, 4°C). Em uma camara escura, foram
misturados 1mL do meio de reacdo (tampdo fosfato de potassio 50mM, 100nM
EDTA e L-metionina 13mM pH 7,8), 10 uL da amostra (sobrenadante), 150uL do
NBT 750 uM e 300 pL de riboflavina 2uM. Os tubos contendo a solucao obtida foram
expostos a lampada fluorescente (15W) por 15minutos. A absorbancia foi medida a
560 nm. Os resultados foram expressos em unidades da enzima, que € a quantidade

de SOD necessaria para inibir a taxa de reducdo do NBT em 50%.

4.4.4. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil a em modelo experimental

de diabetes induzida por aloxano

Camundongos, em jejum de solidos por 18h, receberam uma injecéo
intraperitonial de aloxano (200mg/kg) e, apos 72h, foi avaliado os niveis glicémicos
dos animais. Os animais que apresentaram uma glicemia maior que 250mg/dL (QI et
al., 2008) foram considerados diabéticos. Posteriormente, os animais diabéticos
foram divididos em grupos (n=08) e tratados com salina, metformina (50mg/kg),
acido cinamico ou cinamato de metila na concentracdo de 20 mg/Kg, por via oral. O
tratamento foi realizado por um periodo de 7 dias e, no dia seguinte, os animais
foram submetidos a um jejum alimentar de 10-12h para realizacdo de coleta
sanguinea (figura 10). O sangue foi coletado em microtubos do tipo Eppendorf®
contendo anticoagulante (heparina sodica 5.000Ul/mL) previamente diluido na
proporcao 1:10.

Apds a coleta, o sangue foi centrifugado a 3500rpm por 15min, obtendo
ao final o plasma a ser utilizado para as analises dos parametros laboratoriais
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bioguimicos de glicose, colesterol total, triglicerideos, ALT e AST, utilizando kits

especificos.

Figura 10 — Esquema do protocolo de Diabetes induzida por Aloxano
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Fonte: Elaborada pela autora. (AC: &cido cindmico; CM: cinamato de metila)

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados na forma de média

Coleta
oitavo dia

erro padréo

médio (E.P.M.). As diferencas entre os grupos foram comparadas utilizando-Analise

de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls, utilizando-se como

critério p<0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad

Prism 5.
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6. RESULTADOS

6.1. Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila em modelo experimental de
dislipidemia induzida por Triton WR-1339  ©

6.1.1. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil  a nos niveis plasmaticos de

colesterol total apos indugéo da dislipidemia pelo Triton WR-1339

A administracdo intraperitonial do Triton WR-1339® foi capaz de
aumentar os niveis plasmaticos do colesterol total. Nas 24h, observou-se um
aumento do CT (642,00 £ 210,60 mg/dL vs. 111 + 8,08 mg/dL) havendo uma
hipercolesterolemia de 478,37%. Nas 48h, o CT permaneceu elevado (405,00 *
187,00mg/dL vs. 115,00 + 10,67mg/dL), equivalente a uma elevagdo de 252,17%
(figura 11, 12 e tabela 2).

ApoOs 24h, o acido cinamico (642,50 + 210,60 vs 388,6 + 134,3 mg/dL), o
cinamato de metila (642,50 + 210,60 vs 498,6 + 56,69 mg/dL) e o fenofibrato (642,50
+ 210,60 vs 375,7 + 156,4 mg/dL) reduziram significativamente os niveis de

colesterol total em 41,52%, 39,51% e 22,39% respectivamente. (figura 11)

Figura 11 — Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de colesterol total de camundongos 24 horas apds a inducdo de
dislipidemia por Triton WR-1339®
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 20mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relagdo ao
CP).
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Nas 48h, o grupo AC reduziu significativamente o colesterol em 35,43%
(405,00 = 187,0 vs 261,50 £ 38,45 mg/dL), assim como o CM (405,00 + 187,0 vs
240,5 + 63,27 mg/dL) 38,39% e o fenofibrato 39,16% (405,00 + 187,0 vs 246,4 +

85,13 mg/dL) em relacdo ao controle positivo (Figural?2).

Figura 12 — Atividade acido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de colesterol total de camundongos 48 horas apos a inducdo de
dislipidemia por Triton WR-1339®
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estao expressos como média + E.P.M. (CN: controle
negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM:

cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relac&o ao CN; b: p<0,05 em relagédo ao CP).

Tabela 2 — Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila sobre a concentracdo
plasmatica de colesterol apos 24 e 48 horas da inducédo da dislipidemia pelo Triton-
WR 1339°.

Grupos Dose (mg/kg) Colesterol Total (mg/dL)
24h 48h
Controle negativo - 111,00 £8,08 115,00 £ 10,67
Controle positivo - 642,50 + 210,00 @ 405,00 + 187,00 @
Fenofibrato 200 375,70+ 156,40 2P 246,40 + 85,13 &P
Acido Cinamico 20 388,60 + 134,30 2P 261,00 + 38,45 &P
Cinamato de 20 498,60 + 56,69 &P 240,50 + 63,27 &P
Metila

Fonte: Elaborada pela autora (a: p<0,05 em relacdo ao Controle Negativo; b: p<0,05 em relacdo ao
Controle Positivo).
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6.1.2. Efeito do &cido cinamico e cinamato de metil  a nos niveis plasmaticos de

triglicerideos apos a inducéo da dislipidemia pelo Triton WR-1339 ©

A injecdo intraperitoneal de triton na dose de 400mg/kg foi capaz de
elevar os niveis plasmaticos de triglicerideos. Nas 24h, observou-se um aumento
dos TG (3900 + 646 mg/dL vs. 162 + 37,52 mg/dL) havendo uma hipertrigliceridemia
de 2307,4%.

Verificou-se que os grupos FENO (3900 + 646 mg/dL vs 2498 + 901,80
mg/dL), AC (3900 + 646 mg/dL vs 2260 + 1201 mg/dL) e CM (3900 + 646 mg/dL vs
2781 £ 744,10 mg/dL) reduziram esse parametro de forma semelhante. (figura 13 e
tabela 3), sendo essa reducdo em termos percentuais de 35,94%, 42,05% e

28,69% respectivamente.

Figura 13 — Atividade acido cinadmico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de triglicerideos de camundongos 24 horas ap6s a inducdo de
dislipidemia por Triton WR-1339®
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relagdo ao
CP).

Avaliando resultado dos triglicerideos apds 48 horas de indugdo com o
Triton WR1339, percebe-se que este foi capaz de manter a elevacéo dos triglicérides
de forma significativa (1527 + 1017 mg/dL vs 220,80 + 45,68 mg/dL). Verificou-se
também que os grupos FENO (1527 + 1017 mg/dL vs 871,30 + 400 mg/dL), AC
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(1527 = 1017 mg/dL vs 631,90 £ 455,30 mg/dL) e CM (1527 + 1017 mg/dL vs
565,60 £ 209,50 mg/dL) reduziram esse parametro de forma semelhante. (Figura
14). Em termos percentuais essa reducdo corresponde a 58,61% (AC), 66,43%

(CM) e 42,94%(FENO) em relagcéo ao grupo controle positivo.

Figura 14 — Atividade acido cinadmico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de triglicerideos de camundongos 48 horas ap6s a inducdo de
dislipidemia por Triton WR-1339®
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relagdo ao
CP).

Tabela 3 — Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila sobre a concentracdo
plasmatica de triglicerideos apds 24 e 48horas da inducdo da dislipidemia pelo
Triton- WR 1339°,

Grupos Dose (mg/kg) Triglicerideos (mg/dL)
24h 48h
Controle positivo - 3900 + 646 ® 1527 +1017 @
Fenofibrato 200 2498 + 901,80 2P 871,30 + 400,0 °
Acido Cinamico 20 2260 + 1201 2P 631,90 + 455,30 °
Cinamato de Metila 20 2781 + 744,10 &° 512,50 + 145,60 °

Fonte: Elaborada pela autora (a: p<0,05 em rela¢cdo ao Controle Negativo; b: p<0,05 em relagdo ao

Controle Positivo).
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6.1.3. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil a na glicemia apds a

inducéo da dislipidemia pelo Triton WR-1339  ©

A inducao da dislipidemia promovida pelo Triton ndo apresentou diferenca
significativa (p > 0,001) nos niveis plasmaticos de glicose em relacdo aos animais do
controle normal (figura 15 e tabela 4).

Figura 15 — Atividade acido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de glicose de camundongos 24 horas pés a inducéo de dislipidemia por
Triton WR-1339°
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: &cido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg;

Analisando a glicemia ap6s 48 horas da inducédo pelo triton, observa-se
gue nao houve diferenca significativa na concentracdo plasmatica de glicose entre

as drogas administradas e o grupo controle positivo (figura 16 e tabela 4).
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Figura 16 — Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis

plasmaticos de glicose de camundongos 48 horas apés a inducédo de dislipidemia

por Triton WR-1339°
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.

(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: éacido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg).

Tabela 4 — Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila sobre a concentracdo

plasmatica de glicose apos 24 e 48horas da inducao da dislipidemia pelo Triton- WR

1339°.
Grupos Dose Glicose 24H Glicose 48H
(mg/Kg) (mg/dL)
Controle Negativo - 79,25 *+ 6,13 195,10 = 15,88
Controle Positivo - 83,67 = 14,27 178,40 + 32,78
Fenofibrato 200 83,56 + 13,94 201,90 + 27,88
Acido Cinamico 20 186,00 + 30,91
Cinamato de 20 169,10 + 62,86

Metila

Fonte: Elaborada pela autora.
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6.1.4. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil  a na funcdo hepatica atraves
das dosagens dos niveis plasmaticos de ALT e AST ap 0s a inducdo da

dislipidemia pelo Triton- WR 1339 ©

Os parametros relacionados a funcdo hepatica (ALT e AST) foram
analisados e néo foi observada diferenca significativa entre 0s grupos experimentais

(Figuras 17,18,19,20 e tabela 5).

Figura 17 — Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de ALT de camundongos 24 horas apo6s a inducéo de dislipidemia por
Triton WR-1339°
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: &cido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg.

Figura 18 — Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de ALT de camundongos 48 horas apoés a inducéo de dislipidemia por
Triton WR-1339°

801

for}
?

ALT (U/L)
o
e

N
D

CN CP  FENO AC CM



68

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenoibrato 200mg/kg; AC: &cido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg).

Figura 19 — Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de AST de camundongos 24 horas apos a inducdo de dislipidemia por
Triton WR-1339°

100+
80+
T g0 1
=2 ——
e
<
204
o T T T
CN cpP FENO AC CM

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg).

Figura 20 — Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de AST de camundongos 48 horas apos a inducdo de dislipidemia por
Triton WR-1339°
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: éacido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg).
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Tabela 5 — Efeito do acido cinamico e cinamato de metila sobre a concentracdo plasmatica de ALT e AST apos 24 e 48

horas da induc&o da dislipidemia pelo Triton- WR 1339°.

Grupos Dose ALT 24H ALT 48H AST 24H AST 48H
(mg/KQ) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Controle Negativo - 31,88 £11,58 45,88 £ 17,69 43,25 + 7,08 93,25 £ 44,92
Controle Positivo - 53,0 £ 25,31 57,67 +14,73 70,63 + 35,87 88,78 + 19,18
Fenofibrato 200 45,56 + 20,88 41,33 +12,30 58,67 + 14,40 86,44 + 17,74
Acido Cinamico 20 38,43 +£3,10 45,75 + 13,00 61,22 + 28,37 96,00 + 15,33
Cinamato de 20 32,13 +14,83 45,57+ 21,70 51,50 +£9,16 102,70 + 33,81

Metila

Fonte: Elaborada pela autora.
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6.1.5. Avaliacéo da atividade antioxidante do acido cinamico e cinamato de

metila apds protocolo de dislipidemia induzida pelo Triton WR-1 339°

Apos a ultima coleta, os animais foram sacrificados e parte do seu figado
foi retirada para a avaliacdo da atividade antioxidante. Avaliou-se o efeito do acido
cin@mico e cinamato de metila sobre a peroxidacgdo lipidica através da determinacéo
dos niveis de substancias reativas com o &cido tiobarbiturico-TBARS (MDA). Além
disso foi mensurado os niveis das enzimas catalase e superoxido dismutase (SOD)

bem como os niveis de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH).

6.1.5.1. Malondialdeido (MDA)

Os niveis de TBARS foram expressos pela concentracdo de
malondialdeido (MDA) que é um dos produtos da peroxidacao lipidica. Na Figura 21,
verifica-se que a inducdo da dislipidemia provocou um aumento de 168,70% do
TBARS, quando comparados os grupos CN (5,71 +1,32) e CP (21,16 £ 2,62) (tabela
6).

O &cido cinamico e o cinamato de metila reduziram significativamente a
formacdo de MDA quando comparados ao CP, (AC) (21,16 + 2,62 vs 15 +1,78) e
(CM) (21,16 = 2,62 vs 11,51 * 6,0). Sendo esta reducao de 29,11% e 45,6%

respectivamente (Figura 21).
Figura 21 — Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a peroxidagéo

lipidica, determinada pelos niveis de substancias reativas com o acido tiobarbiturico-

TBARS, apos protocolo de dislipidemia induzida pelo Triton WR 1339.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM: cinamato de metila

20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relacao ao CP).

6.1.5.2. Determinacdo de grupos sulfidrilicos ndo-p  rotéicos (NP-SH) para

determinacao da Glutationa

Os animais que receberam a dose de 400 mg/kg de triton (CP) mostraram
reducdo significativa nos niveis de NP-SH (31,80 + 2,22ug/g tecido) quando
comparados ao grupo controle negativo (78,27 + 17,00 pg/g tecido).

De acordo com a figura 22 , o &cido cinamico foi capaz de os niveis de NP-
SH (31,80 £ 2,22 vs 43,52 = 1,62) assim como o cinamto de metila (31,80 £ 2,22 vs
62,12 +7,76). (Tabela 6).

Figura 22 — Efeito do éacido cindmico e cinamato de metila sobre 0s grupos
sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH) apds a inducdo de dislipidemia por Triton WR-
1339°
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; acido cinamico 20mg/Kg; CM: cinamato de metila

20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relacao ao CP).

6.1.5.3. Catalase

Analisando a peroxidacao lipidica sobre os niveis da enzima catalase,
observa-se que o acido cinamico e o cinamato de metila ndo foram capazes de

alterar a sua atividade significativamente (figura 23 e tabela 6).
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Figura 23 — Efeito do acido cinamico e cinamato de metila sobre a atividade da

catalase ap6s a inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339®

Catalase
mmol/min/100mg de tecido
w
[1

0 T

_—

CN

CP

AC

CM

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.

(CN: controle negativo; CP: controle positivo; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM: cinamato de metila

20mg/Kg).

6.1.5.4. Superoxido Dismutase

Avalianado a atividade da superoxido dismutase (SOD), o acido cinamico

e 0 cinamato de metila ndo foram capazes de promover nenhuma alteracdo

significativa nos seus niveis (figura 24 e tabela 6)

Figura 24 — Efeito do acido cinamico e cinamato de metila em camundongos sobre a

atividade da SOD ap6s a inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339°
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.

(CN: controle negativo; CP: controle positivo; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM: cinamato de metila

20mg/Kg).
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Tabela 6 — Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre os niveis de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH), peroxidacao
lipidica (MDA), catalase e super6xido dismutase (SOD) em camundongos ap6s a inducéo de dislipidemia por Triton WR-1339°.

Grupo Dose (mg/Kg) Malondialdeido(T-BARS) NP-SH Catalase SOD
(U/g proteina) (Mg/g de tecido) (mmol/min/g tecido) (U/g proteina)

Controle - 571+1,32 78,27 £17 2,77+1,11 0,31+0,01
Negativo
Controle - 21,16 +2,62° 31,8 £2,22° 1,27 + 0,69 0,29 +£0,01
Positivo

Acido 20 mg/Kg 15 +1,78°% 43,52 + ,62° 2,41 +0,86 0,28 £ 0,007
Cinamico
Cinamato 20 mg/Kg 11,51 +6,10%° 62,12 +7,76%" 0,80 +0,16 0,28 + 0,02
de Metila

Fonte: Elaborada pela autora. (a: p<0,05 em relagdo ao Controle Negativo; b: p<0,05 em relagdo ao Controle Positivo).
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6.2. Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila em modelo experimental de
dislipidemia induzida por Poloxamer- 407  (P-407)

6.2.1 Efeito do acido cinamico e cinamato de metila nos niveis plasmaticos de

colesterol total apos indugéo da dislipidemia pelo Poloxamer- 407 (P-407)

A inducao da dislipidemia pelo poloxamer foi capaz de aumentar os niveis
plasmaticos do colesterol total. Nas 24h, observou-se um aumento do CT (331,00 *
95,22 mg/dL vs. 116,60 £ 13,16 mg/dL) havendo uma hipercolesterolemia de
183,87%. O fenofibrato (331,00 + 95,22 mg/dL vs 215,80 £ 54,35 mg/dL), acido
cinamico (331,00 £ 95,22 mg/dL vs 234,00 + 17,82 mg/dL) e o cinamato de metila
(331,00 £ 95,22 mg/dL vs 255,00 + 26,77 mg/dL) reduziram significativamente os
niveis plasmaticos de colesterol total em 35,04%, 29,30% e 22,96%

respectivamente. (figura 25 e tabela 7).

Figura 25 — Atividade do acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de colesterol de camundongos 24 horas ap0s a inducao de dislipidemia
por Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FEN: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relacdo ao
CP).
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Apés 48h da inducdo o colesterol total plasmético permaneceu elevado
(214 + 31,90 mg/dL vs. 122 + 9,73 mg/dL), o que equivale a 75,40%.

O grupo tratado com acido cinamico reduziu significativamente o
colesterol em 22,52% (214 = 31,90 mg/dL vs 165,80 + 3,76 mg/dL), assim como o
CM (214 = 31,90 mg/dL vs 150,0 £ 12,75 mg/dL) 38,39% e o fenofibrato 39,16%
(214 + 31,90 mg/dL vs 135,0 + 15,81 mg/dL). (Figura 26 e tabela 7)

Figura 26 — Atividade do acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis

plasmaticos de colesterol total de camundongos 48 horas apds a inducdo da
dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FEN: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relagdo ao
CP).



76

Tabela 7 — Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila sobre a concentracdo

plasmatica de colesterol apés modelo de dislipidemia induzida por Poloxamer- 407

(P-407).
Grupos Dose (mg/kg) Colesterol (mg/dL)
24h 48h
Controle negativo - 116,6 £13,16 122,0 £9,73
Contole positivo - 331,0+95,22 2140 +319°
Fenofibrato 200 215,8 +54,35%" 1350 +15,81%"
Acido Cinamico 20 234,0 +17,82%" 165,8+3,76 *°
Cinamato de Metila 20 255,0 + 26,77 *" 150,0 £ 12,75 ?°

Fonte: Elaborada pela autora. (a: p<0,05 em relagao ao Controle Negativo; b: p<0,05 em relagdo ao

Controle Positivo).

6.2.2. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil  a nos niveis plasmaticos de

triglicerideos apos a inducéo da dislipidemia pelo Poloxamer- 407 (P-407)

A injecao intraperitoneal de Poloxamer na dose de 400mg/kg foi capaz de
elevar os niveis plasmaticos de triglicerideos. Nas 24h, observou-se um aumento
dos TG (1621 + 58,47 mg/dL vs. 1183 %= 3551 mg/dL) havendo uma
hipertrigliceridemia de 1270,24%.

Verificou-se que os grupos FENO (1621 = 584,70 mg/dL vs 771 *+ 408,1
mg/dL), AC (1621 + 58,47 mg/dL vs 896,0 £ 167,7 mg/dL) e CM (1621 + 58,47 mg/dL
vs 1191 + 354,50 mg/dL) reduziram esse parametro de forma semelhante (figura 25
e tabela 9), sendo essa reducdo em termos percentuais de 52,43%, 44,72% e

26,52% e respectivamente (Figura 27 e tabela 8).
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Figura 27 — Atividade do &cido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de triglicerideos de camundongos 24 horas ap6s a inducdo de

dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FEN: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relacdo ao
CP).

Quanto aos triglicerideos apds 48 horas de indugcdo com o Poloxamer,
percebe-se que ele foi capaz de manter a elevacao dos triglicérides em 252,90% de
forma significativa (468,3 mg/dL + 158,7 mg/dL vs 132,7 + 37,23 mg/dL). Verificou-se
ainda que os grupos fenofibrato(468,3 mg/dL + 158,7 mg/dL vs 220 * 55,41 mg/dL),
AC (468,3 mg/dL + 158,7 mg/dL vs 334 mg/dL = 33,80 mg/dL) e CM (468,3 mg/dL £
158,7 mg/dL vs 287 + 55,41) diminuiram significativamente os niveis plasmaticos de
triglicerideos em e 53,02% , 28,67% e 38,71% respectivamente. (figura 28 e tabela
8).
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Figura 28 — Atividade do &cido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de triglicerideos de camundongos 48 horas ap6s a inducdo de
dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FEN: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relagdo ao
CP).

Tabela 8 — Efeito do &acido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato sobre a

concentracdo plasmatica de triglicerideos apdés modelo de dislipidemia induzida por
Poloxamer- 407 (P-407).

Triglicerideos (mg/dL)

Grupos Dose (mg/kg)
24h 48h
Controle negativo - 118,30 £ 35,51 132,70 £ 37,23
Controle positivo - 1621 + 54,70 @ 468,30 + 158,70 @
Fenofibrato 200 771 + 408,10 @° 220,0 £20,0°
Acido Cinamico 20 896 + 167,70 @° 334 +33,80 @°
Cinamato de Metila 20 1191 #3545 2° 287,0 + 55,41 P

Fonte: Elaborada pela autora (a: p<0,05 em relacdo ao Controle Negativo; b: p<0,05 em
relacdo ao Controle Positivo).
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6.2.3. Efeito do acido cindmico e cinamato de metil a na glicemia através das
dosagens dos niveis plasmaticos de glicose apés a i nducdo da dislipidemia
pelo Poloxamer- 407 (P-407)

A dislipidemia, induzida pelo Poloxamer, aumentou a glicemia apos as
primeiras 24 horas da indugédo. Este aumento foi observado pela diferenca entre os
grupos controle positivo e controle negativo (251,3 + 33,35 mg/dL vs 151,7 * 49,05
mg/dL). O grupo acido cinamico reduziu significativamente a glicemia (251,3 + 33,35
mg/dL vs 189,2 + 23,11 mg/dL) assim como o cinamato de metila (251,3 £ 33,35
mg/dL vs 193,0 £ 42,22 mg/dL). A droga de referéncia, fenofibrato, (193,8 + 24,96
mg/dL), também diminuiu de forma significativa os niveis plasmaticos de glicose

quando comparado com o controle positivo (figura 29 e tabela 9).

Figura 29 — Atividade acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de glicose de camundongos 24 horas apés a inducdo de dislipidemia
por Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FEN: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relacdo ao
CP).
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Apds 48 horas da inducao da dislipidemia induzida pelo Poloxamer, ainda
foi observado um aumento da glicemia devido a diferenca significativa entre os
grupos controle positivo (302,5 + 52,99 mg/dL) e controle negativo (161,1 + 48,59
mg/dL). Os grupos acido cinamico (302,5 + 52,99 mg/dL vs 225,8 + 20,84 mg/dL),
cinamato de metila, (302,5 + 52,99 mg/dL vs 245,0 + 32,98 mg/dL ) e o fenofibrato,
(302,5 = 52,99 mg/dL vs 221,0 £ 33,99 mg/dL ) foram capazes de reduzir

significativamente a glicemia (figura 30 e tabela 9).

Figura 30 — Atividade do &cido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de glicose de camundongos 48 horas apés a inducdo de dislipidemia
por Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FEN: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relacdo ao
CP).
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Tabela 9 — Efeito do &cido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato sobre a
concentracdo plasmatica de glicose apdés modelo de dislipidemia induzida por
Poloxamer- 407 (P-407).

Grupos Dose (mg/kg) Glicose (mg/dL)
24h 48h
151,7 + 49,05 161,1+ 48,59

Controle negativo

Controle positivo 251,3+33,55% 302,5+52,99°?

Fenofibrato 200 193,8+2496° 221,0 +33,99 2
Acido Cinamico 20 189,2+2311° 2258 +20,84 2°
Cinamato de Metila 20 193+ 42,22° 245+ 32,98 2P

Fonte: Elaborada pela autora. (a: p<0,05 em relacdo ao Controle Negativo; b: p<0,05 em

relacdo ao Controle Positivo).

6.2.4. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil  a na funcdo hepatica atravées
das dosagnes dos niveis plasmaticos de ALT e AST ap 06s a inducdo da

dislipidemia pelo Poloxamer- 407 (P-407)

Os parametros relacionados a funcdo hepatica foram analisados. Os
grupos experimentais ndo apresentaram diferenca estatistica nos niveis plasmaticos
de ALT e AST em ambos os tempos (figuras 31,32,33,34 e tabela 10 ell).
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Figura 31 — Efeito acido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis
plasmaticos de AST de camundongos 24 horas ap0s a inducao de dislipidemia por
Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FEN: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relagdo ao
CP).

Figura 32 — Efeito acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis

plasmaticos de ALT de camundongos 24 horas apo6s a inducéo de dislipidemia por
Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: éacido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relagdo ao
CP).
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Figura 33 — Efeito acido cindmico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis

plasmaticos de AST de camundongos 48 horas apos a inducédo de dislipidemia por

Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relacdo ao

CP).

Figura 34 — Efeito acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato nos niveis

plasmaticos de ALT de camundongos 48 horas apos a inducédo de dislipidemia por

Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; FENO: fenofibrato 200mg/kg; AC: acido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relagdo ao

CP).
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Tabela 10 — Efeito do acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato sobre a
concentracdo plasmatica de AST apdés modelo de dislipidemia induzida por
Poloxamer- 407 (P-407).

Grupos Dose (mg/kg) AST (U/L)
24h 48h
Controle negativo - 15,0+£3,2 18,75 £ 3,57
Contole positivo - 12,83 £2,92 14,63 £3,77
Fenofibrato 200 13,5 £1,76 17,0 £4,30
Acido Cinamico 20 14,11 +3,79 15,56 + 3,67
Cinamato de 20 13,0 + 2,59 12,33 +1,65
Metila

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 11 — Efeito do acido cinamico, cinamato de metila e fenofibrato sobre a
concentracdo plasmatica de ALT apos modelo de dislipidemia induzida por
Poloxamer- 407 (P-407).

Grupos Dose (mg/kg) ALT (U/L)
24h 48h
Controle negativo - 7,37 £1,18 8,0£2,20
Controle positivo - 8,75 +1,38 6,87 +0,99
Fenofibrato 200 7,87 £1,64 75 1,77
Acido Cinamico 20 9,11 +£2,26 6,66 1,32
Cinamato de 20 8,77 = 0,97 7,33+1,11
Metila

Fonte: Elaborada pela autora.
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6.2.5. Avaliagdo da atividade antioxidante do acido cinamico e cinamato de

metila apds protocolo de dislipidemia induzida por Poloxamer- 407 (P-407)

ApoOs a coleta de 48 horas, os animais foram sacrificados e parte do seu
figado foi retirada para a avaliagdo da atividade antioxidante. Avaliou-se o efeito do
acido cindmico e cinamato de metila sobre a peroxidacdo lipidica através da
determinacao dos niveis de substancias reativas com o acido tiobarbitarico-TBARS
(MDA). Além disso, foi mensurado os niveis das enzimas catalase e superoxido

dismutase (SOD) bem como os niveis de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH).

6.2.5.1. Determinacdo de grupos sulfidrilicos ndo-p  rotéicos (NP-SH) para

determinacao da Glutationa

A indugcdo da dislipidemia com o poloxamer promoveu uma reducgao
significativa nos niveis de NP-SH (50,64 + 13,14ug/g tecido) quando comparados ao
controle negativo (76,64 + 3,98 ug/g tecido).

A figura 35 demonstra que o tratamento com acido cinamico (50,64 + 13,14
Mg/g tecido vs 71,70 £ 10,92 pg/g tecido) e cinamato de metila (50,64 = 13,14ug/g
tecido vs 91,43 + 10,46 pg/g tecido) conseguiram reestabelecer, significativamente,

0s niveis de NP-SH (tabela 12)

Figura 35 — Efeito do éacido cindmico e cinamato de metila sobre 0s grupos
sulfidrilicos néo protéicos NP-SH apds a inducéo de dislipidemia por Poloxamer- 407

(P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.

(CN: controle negativo; CP: controle positivo; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM: cinamato de metila

20mg/Kg;).

6.2.5.2.Catalase

Analisando o efeito da catalase observa-se que o acido cinamico e o
cinamato de metila ndo foram capazes de aumentar a sua atividade

significativamente entre os grupos (figura 36 e tabela 12)

Figura 36 — Efeito do &cido cindmico e cinamato de metila sobre a atividade da

catalase apoés a inducéo de dislipidemia por Poloxamer- 407 (P-407)
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.

(CN: controle negativo; CP: controle positivo; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM: cinamato de metila

20mg/Kg;).

6.2.5.3. Superéxido Dismutase

Quanto a atividade da SOD, as substancias em estudo acido cinamico e o
cinamato de metila ndo foram capazes de aumentar significativamente seus niveis

(figura 37 e tabela 12).
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Figura 37 — Efeito do acido cindmico e cinamato de metila em camundongos sobre a
atividade da SOD apos a inducéo de dislipidemia por Poloxamer P-407
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM: cinamato de metila
20mg/Kg;).

Tabela 12 — Efeito do acido cinamico e cinamato de metila sobre os niveis de grupos
sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH), catalase e superdxido dismutase (SOD) em
camundongos apos a inducao de dislipidemia por Poloxamer P-407

Grupo Dose (mg/Kg) NP-SH Catalase SOD
(mMg/g de tecido) (mmol/min/g tecido) (U/g proteina)

Controle - 76,64 + 3,98 1,32 £0,40 0,27 £ 0,03
negativo
Controle - 50,64 + 13,14° 0,56 + 0,05 0,20 +0,01
positivo

Acido 20 mg/Kg 71,70 +10,92° 1,12 +£0,46 0,22 + 0,02
Cinamico
Cinamato 20 mg/Kg 91,43 +10,46" 1,07 £0,27 0,25+ 0,02
de Metila

Fonte: Elaborada pela autora. (a: p<0,05 em relagdo ao Controle Negativo; b: p<0,05 em

relacdo ao Controle Positivo).
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6.3. Efeito do acido cindmico e cinamato de metila em modelo experimental de
diabetes induzida por Aloxano

A inducdo do diabetes foi realizada através de uma unica injecéo
intraperitoneal de aloxano (200mg/Kg). Observou-se que essa substancia foi capaz
de aumentar os niveis plasméticos de glicose, visto que, apos a inducdo, constatou-
se uma diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Controle negativo (CN) e
Controle positivo (CP) (tabela 13).

6.3.1 Efeito do acido cinamico e cinamato de metila nos niveis plasmaticos de

glicose apds inducao de diabetes pelo Aloxano

A hiperglicemia induzida pelo Aloxano foi observada pela diferenca
significativa entre os grupos controle positivo (513,3 £ 203,1 mg/dL) e controle
negativo (208,8 + 8,31 mg/dL). Os animais dos grupos acido cinamico (AC) (513,3 £
203,1 vs 265,0 + 20,25 mg/dL) e cinamato de metila (CM), (513,3 £ 203,1 vs 310,8 £
107,8 mg/dL) apresentaram reducéo significativa dos niveis glicémicos (figura 38 e
tabela 13).

Figura 38 — Efeito do acido cinamico, do cinamato de metila e metformina sobre a
concentracdo plasmatica de glicose no modelo de diabetes induzida por aloxano
apos tratamento de 7 dias
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; METFOR: metformina 50mg/kg; AC: acido cinamico
20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; a: p<0,05 em relacdo ao CN; b: p<0,05 em relacdo ao
CP).
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Tabela 13 — Efeito do acido cinamico, cinamato de metila e metformina sobre a
concentracéo plasmatica de glicose apés modelo de diabetes induzida por Aloxano

Grupos Dose Glicose
(mg/kg) (mg/dL)
Controle negativo - 208,8 +8,31
Controle positivo - 513,3+203,1°
Metformina 50 325,8 +78,33°
Acido Cinamico 20 265,0 +20,25°
Cinamato de Metila 20 310,8 + 107,80 °

Fonte: Elaborada pela autora. (a: p<0,05 em relacdo ao Controle Negativo; b: p<0,05 em

relacdo ao Controle Positivo).

6.3.2. Efeito do acido cinamico e cinamato de metil  a nos niveis plasmaticos de

colesterol e triglicerideos apos a inducédo de Diabe  tes pelo Aloxano

Os parametros relacionados a dislipidemia foram analisados. No
entanto ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais sobre o0s
niveis plasmaticos de colesterol total, porém foi observado diferenca estatistica
significativa com relacéo aos triglicerideos (Figura 39 e 40, tabela 14 ).

A hipertrigliceridemia provocada pelo Aloxano foi observada pela
diferenca significativa entre os grupos controle positivo (199,3 = 24,95 mg/dL) e
controle negativo (116 =+ 25,74 mg/dL). Observou-se que os animais dos grupos
acido cinamico (AC) (199,3 + 24,95 mg/dL vs 134,8 + 22,43 mg/dL) e cinamato de
metila (CM), (199,3 + 24,95 mg/dL vs 160,3 + 9,53 mg/dL) apresentaram uma
significante reducao nos triglicérides, assim como a metformina (METFOR), (199,3 *
24,95 mg/dL vs 157,1 £41,62 mg/dL) (figura 40 tabela 14)
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Figura 39 — Efeito do acido cindmico e do cinamato de metila sobre a concentragédo

plasmatica de colesterol total no modelo de diabetes induzida por aloxano apés

tratamento de 7 dias

150-
—~~ e ——
|

o

(@)]

£ 100-

IS

@]

|_

S  5o-

3

[7)]

Q@

(@]

O

0 T
CN

!
CP METFOR AC

CM

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.

(CN: controle negativo; CP: controle positivo; METFOR: metformina 50mg/kg; AC: acido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg).

Figura 40 — Efeito do acido cinamico, cinamato de metila e metformina sobre a

concentracdo plasmética de triglicerideos no modelo de diabetes induzida por

aloxano apds tratamento de 7 dias
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.

(CN: controle negativo; CP: controle positivo; METFOR: metformina 50mg/kg; AC: &cido cinamico

20mg/Kg; CM: cinamato de metila 20mg/Kg; ).
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Tabela 14 — Efeito do acido cindmico e cinamato de metila sobre a concentragéo
plasmatica de colesterol e triglicerideos apdés modelo de Diabetes induzida pelo

Aloxano.
Grupos Dose (mg/kg) Colesterol (mg/dL)  Triglicerideos (mg/dL)
Controle negativo - 134,1 £9,72 147,2 +£36,34
Contole positivo - 130,7 +9,56 161,6 +43,22°
Metformina 50 128,9 +15,57 157,1 +41,62°
Acido Cinamico 20 127,6 +21,76 1555 +39,81 "
Cinamato de Metila 20 132,7 + 14,33 16,4 £23,44°

Fonte: Elaborada pela autora. (a: p<0,05 em relagdo ao Controle Negativo; b: p<0,05 em

relacdo ao Controle Positivo).

6.3.3 Efeito do acido cinamico e cinamato de metila nos niveis plasmaticos de

ALT e AST apos a inducéo de Diabetes pelo Aloxano

Foram determinados parametros relacionados a funcédo hepatica através
das dosagens dos niveis plasmaticos de AST e ALT, porém nao foi observado
nenhuma diferenca estatistica nesses parametros nos grupos experimentais

avaliados. (Figura 41 e 42 e tabelal5)
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Figura 41 — Efeito do acido cindmico, cinamato de metila e metformina sobre a

concentracdo plasmatica de AST no modelo de diabetes induzida por aloxano apoés
tratamento de 7 dias
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; METFOR: 50mg/kg; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM:
cinamato de metila 20mg/Kg).

Figura 42 — Efeito do acido cindmico e do cinamato de metila sobre a concentragédo

plasmatica de ALT no modelo de diabetes induzida por aloxano apos tratamento de
7 dias

ALT (U/L)
S

G T ) !
CN CP METFOR AC CM

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M.
(CN: controle negativo; CP: controle positivo; METFOR: 50mg/kg; AC: acido cinamico 20mg/Kg; CM:
cinamato de metila 20mg/Kg).
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Tabela 15 — Efeito do acido cinamico, cinamato de metila e metformina sobre a

concentracdo plasmatica de AST e ALT apdés modelo de Diabetes induzida pelo

Aloxano.

Grupos Dose (mg/kg) AST (U/L) ALT (U/L)
Controle negativo - 67,4 +£16,91 35,1+5,32
Controle positivo - 85,0 + 36,96 41,0 +4,58

Metformina 50 101,3 + 28,61 55,2 +15,43

Acido Cinamico 20 108,2 + 30,84 50,25 * 15,9

Cinamato de 20 82,88 + 18,58 40,63 * 6,14
Metila

Fonte: Elaborado pela autora.



I"h. ‘ o

Discussao



95

7. DISCUSSAO

As propriedades terapéuticas dos produtos naturais derivados de plantas,
foram evidenciadas desde as mais antigas civilizacbes.No entanto, atualmente, as
plantas medicinais sdo as principais fontes naturais para a sintese de medicamentos
(ALMEIDA et al., 2013; SOUSA et al., 2013; SOUZA, OLIVEIRA, SALES, 2013).

Sabe-se que cerca de 50% dos farmacos atuais foram desenvolvidos com
base em moléculas bioldgicas. No caso de antibidticos e drogas anticancer, essa
proporcao pode chegar a 70% (SACCARO, 2013). Porém, apenas 17% das plantas
foram estudadas mundialmente e, na maioria das vezes, sem aprofundamento das
atividades fitoquimicas e farmacolégicas (FOGLIO et al., 2006).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, as plantas medicinais
séo utilizadas por 80% da populacdo na atencdo primaria a saude. Paises europeus
possuem o0s principais mercados produtores e consumidores desses produtos, no
entanto, paises do latino americano, como o Brasil, ndo apresentam uma producéo
marcante de medicamentos ou fitoterapicos. Em 2006, foi instituida a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, PNPMF, (Decreto n°® 5.813, 22 de
junho de 2006) com o objetivo de fortalecer o desenvolvimento industrial e
tecnolégico nesta area. Essa politica visa garantir o melhor acesso aos
medicamentos pelos usuarios do SUS através de programas basicos de saude de
forma a valorizar o conhecimento popular e incentivar essa terapia alternativa.
Contudo sdo necessarias pesquisas que possam fornecer informacdes adequadas a
respeito das plantas medicinais (FORMIGA et al., 2013; SOUSA et al., 2013; SILVA
et al., 2013).

Através desses estudos com produtos naturais, pode-se obter alternativas
terapéuticas no tratamento de doencas de grande importancia mundial, como a
dislipidemia e o diabetes (BRITO et al.,2013).

Objetivando buscar opcdes para tratamento das dislipidemias, modelos
de inducdo em estudos preé-clinicos tem sido utilizados para testar substancias para
essa finalidade (OULMOUSEN et al., 2011). Dessa forma, o surfatanteTriton WR
1339, também conhecido como tyloxapol, um detergente ndo ionico, vem sendo
empregado para a inducdo da hiperlipidemia aguda, com a finalidade de avaliar a
atividade de substancias na reducdo dos niveis de lipidios plasméticos (KUMAR et
al., 2012; KUMAR et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2013; IYER , PATIL, 2014;)
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O Triton atua inibindo a lipase lipoproteica (LPL), induzindo assim o
aumento do colesterol total e triglicerideos séricos, além de favorecer o0 aumento da
atividade da enzima hidroximetilglutaril — CoA redutase (HMG-CoA), que € a enzima-
chave para sintese do colesterol hepatico (CASTRO, ARTONI, PACHECO, 2012;
IYER, SHARMA, PATIL, 2013).

Dessa forma, utilizou-se o Triton WR 1339, em uma dose de 400mg/Kg
como descrito por Srivastava et al (2013) e Mishra et al (2013). Observou-se que 0
mesmo foi capaz de induzir uma hiperlipidemia, pois aumentou significativamente os
niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos quando comparado com o
grupo controle negativo.

Os grupos tratados com o acido cinamico e cinamato de metila foram
capazes de reduzir os niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos. Pode-se
ressaltar que apos as 48 horas da inducdo o CM teve uma melhor resposta na
reducdo dos referidos parametros. Um estudo realizado por Lee e colaboradores
(2003) demonstrou que a suplementacdo com cinamato, um derivado da canela, foi
capaz de reduzir esses parametros, sugerindo que ele possui atividade inibitoria da
enzima HMG-CoA redutase hepatica resultando em um menor teor de colesterol
hepético.

Kim e colaboradores (2005) observaram que dois derivados sintéticos do
3,4-di(OH)-hidroxicinamato, foram capazes de inibir as enzimas HMG-CoA redutase
e acil-CoA: colesterol aciltransferase (ACAT) que participam da sintese e
esterificacdo do colesterol hepatico, respectivamente.

Uma dieta rica em colesterol é geralmente associada com o aumento da
atividade microssomal ACAT hepatica. Assim, um aumento acentuado na atividade
da ACAT € uma das principais mudancas bioquimicas no processo aterosclerético
(PAL et al., 2013).

As dislipidemias relacionam-se com os transtornos hepaticos uma vez que
o figado apresenta-se como Orgao importante na regulacdo do metabolismo
lipoprotéico, estando envolvido no processo de sintese, oxidacdo, transporte e
excrecdo dos lipidios (LEE; GLIMCHER, 2009; CANANI et al, 2013; MARTELLI,
2014).

Diante disso, ap0s o protocolo do triton foram investigadas duas
importantes enzimas hepaticas AST e ALT que sado marcadores de hepatotoxicidade

(CARVALHO et al, 2013), onde nao foram observadas nenhuma alteracao
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significativa entre os grupos experimentais, podendo sugerir que as substancias néo
possuem toxicidade nos periodos e doses estudados.

O aumento dos lipidios plasmaticos pode gerar o processo de estresse
oxidativo, levando a um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes,
devido a geracdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de
remocdo desses. Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com
consequente perda de suas fungdes biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos (FRANCA et al,
2013).

Levando-se em consideracao a relacdo do aumento das especies reativas
de oxigenio com a dislipidemia, visou-se investigar neste protocolo o efeito do acido
cindamico e cinamato de metila sobre a peroxidacao lipidica.

Grande gquantidade de compostos oxigenados, particularmente aldeidos,
como o malondialdeido, é produzida durante o ataque desses radicais a membrana
lipoproteica (YANG et al., 2008). Por isso, foi avaliado o TBARS, em que 0 acido
tiobarbiturico reage com produtos da peroxidacéo lipidica, sendo o principal deles o
malondialdeido. Apds o protocolo do triton, foi dosado o TBARS nos homogenatos
dos figados dos animais que receberam &cido cindmico e cinamato de metila
(ambos na dose de 20mg/Kg), pois esses grupos tiveram seus triglicerideos
plasmaticos reduzidos apds o tratamento de forma significativa. Ambos o0s
compostos foram capazes de promover uma reducdo (p<0,05) nos niveis hepaticos
de TBARS. Esse resultado é relevante, uma vez que acredita-se que a peroxidacao
lipidica esta envolvida com a modificagdo oxidativa de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (NEVIN; RAJAMOHAN, 2004).

De forma semelhante, Lee et al (2013), em seu experimento com o
ginseng, que possui na sua constituicdo acido cinamico, proporcionou uma reducao
importante da atividade do MDA. Segundo Sayago-Ayerdi et al (2014), analisando o
efeito de uma fibra dietética contendo Agave Tequilana, rica em compostos fenélicos
estruturalmente semelhantes as substancias estudadas, também reduziu os niveis
séricos de malondialdeido.

As enzimas antioxidantes glutationa, SOD e catalase, também foram

determinadas no homogenato do tecido hepatico, onde observou-se que o0s
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compostos em estudo foram capazes de aumentar a atividade da gutationa porém
nao houve elevagéao significativa da atividade da catalase e da SOD.

Com relacdo a glutationa, os resultados encontrados neste trabalho
corroboram com El- Sayed et al (2013) e Patra et al (2012), que demonstraram que
0 acido cinadmico elevou os niveis de glutationa, em um modelo de inducdo de
nefrotoxicidade por cisplatina.

A glutationa (GSH) € um tripéptideo de baixo peso molecular, composta
por glutamato, cisteina e glicina. Como defesa antioxidante desempenha varias
funcdes. Dentre elas, atuam como quelante de radicais livres, quer reagindo
diretamente com estes, quer indiretamente, como co-factor de enzimas antioxidantes
como a glutationa peroxidase (GSHPX) e a glutationa redutase GSH-R, entre outras.
No processo de neutralizacdo dos radicais livres, a GSH é oxidada com a formacgéao
do radical GSe. Este radical livre também é reativo, mas rapidamente reage com um
segundo radical GSe formando a molécula glutationa dissulfito (GS-SG), que nédo é
oxidante. A GS-SG é novamente reduzida a duas GSH pela enzima GPH-R A
capacidade da GSH para regenerar as moléculas antioxidantes mais importantes
estad ligada ao estado redox do par Glutationa dissulfito/Glutationa (GS-SG/GSH)
(FITZPATRICK; JONES; BROWN, 2012).

Foi verificado por Lee et al (2013), em estudo realizado com Ginseng
Branco, rico em compostos fendlicos, no modelo de hipercolesterolemia induzida por
dieta, auséncia de efeito sobre a enzima catalase o0 que esta de acordo com 0s
resultados encontrados para acido cindmico e cinamato de metila.

Martins (2010) analisando o estresse oxidativo in vivo e in vitro do
guarana, composto rico em acido hidroxicinamico, observou que a suplementacéo
nao influenciou na atividade da SOD, assim como o observado no presente estudo
com o &cido cindmico e o cinamato de metila.

Afim de confirmar os achados encontrados no protocolo descrito
anteriormente, verificou-se a necessidade de se realizar um novo experimento
agudo utilizando uma outra substancia para inducao da dislipidemia.

No novo experimento foi utilizado um polimero sintético, o poloxamer P-
407. Ele é um surfactante nao iénico e hidrofilico largamente empregado em
protocolos experimentais de hiperlipidemia, uma vez que ocasiona elevacdes
significantes dos lipidios plasmaticos em modelos animais usando ratos,
camundongos e coelhos (WASAN et. al., 2003).
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Ao comparar os dois surfactantes no que diz respeito a indugédo da
dislipidemia sabe-se que o Triton acumula-se nos lisossomas 0 que pode afetar o
transporte de TG, acumulando-se no figado, fato esse que nao ocorre com 0O
Poloxamer (MILLAR et al, 2005). Entretanto, em estudos onde o poloxamer é
administrado repetidas vezes pode causar aterosclerose em camundongos
(KOROLENKO et al, 2013).

O mecanismo pelo qual o poloxamer induz a dislipidemia envolve enzimas
que participam do metabolismo das lipoproteinas. Em geral, o P-407, provoca a
inibicdo da lipoproteina lipase, em tratamentos longos. Observa-se também a
inibicdo da 7-a-hidroxilase e o aumento indireto da atividade da proteina de
transferencia de colesterol esterificado (CETP) e da lecitina colesterol aciltransferase
(LCAT ) (COGGER et al, 2006).

O P407 também causa estimulacdo indireta de 3 - hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A (HMGCoA) -redutase, que esta envolvida na biossintese do colesterol
(CHAUDHARY; BROCKS, 2013).

Embora tenha sido verificado que o poloxamer P407 age possivelmente
através da inibicdo da LPL e da 7 a hidroxilase, o0 mecanismo ainda permanece
controverso (COGGER et al, 2006).

Neste estudo, a dislipidemia foi induzida utilizando a dose de 400mg/Kg
de Poloxamer P-407 (FAN et al., 2012). A indug&o promoveu o aumento significativo
dos niveis plasmaticos de triglicerideos e de colesterol total quando comparados
com 0S grupos controle negativo.

Observou-se que o AC e o CM foram capazes de reduzir 0os niveis
plasmaticos de colesterol e triglicerideos, assim como outros compostos fenolicos
descritos na literatura, como o Ginseng e o Cinamato (LEE et al., 2003; LEE et al.,
2013). Assim como observado no protocolo do triton, o cinamato de metila tende a
melhorar os perfis lipidicos plasmaticos de coleterol total e triglicerideos apés 48
horas da inducéo com Poloxamer.

Destaca-se, ainda, que o Triton e o Poloxamer elevaram o nivel de
glicose plasmatica. Segundo Pereira (2011), isso pode ocorrer pois a dislipidemia
pode ocasionar uma dessensibilizacdo nos receptores de insulina, o que eleva a
glicose plasmatica. Além disso, elevadas taxas de TGs resultam em um decréscimo
da lipolise das particulas de VLDL, que também estdo relacionadas com a
resisténcia a insulina (XAVIER, 2005).
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A atividade das enzimas AST e ALT séo frequentemente determinadas
em estudos in vivo quando € necessario uma avaliagdo da funcédo hepatica
(PROVASI et al 2008; SHANG et al, 2014). Os resultados obtidos ndo demonstraram
alteracdes importantes e significativas nos niveis de tais enzimas, sugerindo
auséncia de danos aos hepatécitos nas doses e periodos estudados.

A inducdo do estresse oxidativo pelos radicais livres associada a
dislipidemia e diabetes é um dos principais responsaveis por diversas doencas
cronicas. Os fitoquimicos presentes em frutos e vegetais assumem cada vez mais
importancia no tratamento dessas doencas. Dentre os fitoquimicos mais estudados,
encontram-se os derivados dos acidos hidroxicindmicos, devido a excelente
atividade antioxidante apresentado por esses compostos (FERREIRA, ABREU,
2007).

Com o intuito de avaliar a acao antioxidante do AC e CM, foi dosado as
enzimas SOD, Catalase e Glutationa, envolvidas no mecanismo de dislipidemia
relacionado ao estresse oxidativo, com a finalidade de se propor uma relacéo entre a
dislipidemia e o estresse oxidativo.

Assim como no protocolo do Triton, o AC e o CM no experimento de
inducdo de dislipidemia pelo Poloxamer, observou-se que as substancias foram
capazes de aumentar a atividade da glutationa.

Assim como observado no protocolo do Triton, o acido cinamico e o
cinamato de metila ndo foram capazes de promover alteragcbes significativas na
atividade das enzimas SOD e catalase, ap0s indugéo por Poloxamer.

Outra patologia de crescente importancia mundial € o diabetes, estando
relacionada com o desenvolvimento de doenca coronariana, acidente vascular
cerebral e doenca arterial periférica. Quando associada a fatores de risco tais como
hipertensédo, obesidade, tabagismo e dislipidemia, ocorre uma potencializacdo do
risco de desenvolver tais comorbidades quando comparados com pacientes nao
diabéticos (KIM; BAE; KIM, 2013).

A canela, que possui na sua constituicdo acido cinamico e cinamato de
metila, tem sido alvo de pesquisa em pacientes diabéticos desde 1990, data também
em que o0s receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS)
tornaram-se alvo terapéutico para dislipidemia e diabetes (TAVARES; HIRATA;
HIRATA, 2007; ALLEN et al., 2013).
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Para avaliar um possivel efeito hipoglicémico do AC e CM, utilizou-se o
modelo de hiperglicemia induzida por aloxano, uma substancia quimica derivada do
acido urico que causa diabetes por destruir as células B das ilhotas de Langerhans,
acarretando uma elevacdo dos niveis glicémicos (CARVALHO et al., 2003;
ZANATTA et al., 2007).

O aloxano e o acido dialarico, que € um produto derivado da sua redugéo,
estabelecem um ciclo redox com a formacao de radicais superéxido. Estes radicais
sofrem dismutacdo a peroxido de hidrogénio com posterior formacdo de radicais
hidroxila que sd@o altamente reativos. Por fim, a acdo de espécies reativas de
oxigénio com 0 consequente aumento simultdneo massivo na concentragdo de
calcio citosolico causa a destruicdo rapida das células 8 (FROTA, 2011).

O aloxano aumenta os niveis glicémicos em animais quando administrado
intravenosa, intraperitoneal ou subcutaneamente. A dose requerida para inducéo de
diabetes depende da espécie animal, rota de administracdo e estado nutricional.

Observou-se, no presente estudo que a injecao intraperitoneal na dose de
200mg/Kg de aloxano, foi capaz de induzir a diabetes nos camundongos visto que
ele aumentou significativamente os valores de glicose plasmatica em relacdo ao
controle negativo. Os grupos tratados com &cido cinAmico e cinamato de metila
apresentaram reducéao (p<0,05) da glicemia quando comparados ao grupo CP.

Os resultados obtidos estdo de acordo com Shatwan, Ahmed e Badkook
(2013) que, apos suplementar ratos diabéticos com a canela, verificaram uma
diminuicdo nos niveis glicémicos. Segundo o autor, 0s constituintes da canela
estimulam a autofosforilagdo do receptor de insulina através de um aumento da
atividade da fosfatidilinositol 3- quinase. Além disso, foi descrito que o aumento dos
niveis de insulina no grupo tratado com a canela, foi devido a presenca dos seus
polifendis,que regeneraram as células B das ilhotas de Langerhans, elevando a
secrecédo de insulina .

Um outro constituinte da canela, o cinamaldeido, aumentou a secrecao de
insulina a partir das ilhotas pancreaticas e a absorcdo de glicose através do
transportador de glicose (GLUT4) em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(ANAND et al, 2010; CHENG et al, 2012; KUMAR; VASUDEVA; SHARMA, 2012).

De acordo com Huang, Shen e Wu (2009), o acido cinamico, um

importante componente da canela, pode ter contribuido para efeitos
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hipoglicemiantes in vivo, devido ao estimulo a captacdo de glicose e reducdo da
resisténcia a insulina.

Em relacdo ao colesterol total (CT), os animais com diabetes induzida por
aloxano, ndo apresentaram niveis significativamente elevados, quando comparados
0os grupos CP e CN. Entretanto, os niveis de trigicerideos elevaram-se com a
administracdo de aloxano e os animais tratados com AC e CM demonstraram
valores diminuidos deste parametro.

A dislipidemia pode ser desencandeada no diabetes devido uma
resisténcia a insulina, com isso os adipécitos aumentam a liberacdo de &cidos
graxos (AG) na circulagdo. Com o acumulo dos AG podem surgir defeitos nos seus
transportadores ou de proteinas de ligacao intracelular . O aumento de fluxo de AG
para o figado estimula o aumento e a secrecao de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), resultando em hipertrigliceridemia (MANORIA et al, 2013) .

A prevaléncia de dislipidemia em pacientes aumenta o risco de lesao
arterioscleroticas, pois a infiltracdo de lipidios irA desencadear uma série de
processos bioquimicos, que acarretard um risco maior de ruptura das placas de
ateroma (NADAL; GUTIERREZ, 2013).

Avaliando a atividade das enzimas hepaticas AST e ALT os resultados
obtidos vao de encontro aos observado por Ahmadvand, Tavafi, Khalatbary, 2012,
onde avaliando o potencial terapéutico do 6leo essencial de Satureja Khuzestanica,
rico em compostos fendlicos com estrutura semelhante aos das substancias
estudadas em ratos diabéticos induzidos por aloxano observou que essa substancia
foi capaz de aumentar os niveis das referidas enzimas.

Diante dos resultados encontrados, verificou-se que no protocolo de
dislipidemia induzida pelo triton e poloxamer as subtancias em estudo AC e CM
obtiveram resultados semelhantes em ambos os protocolos.

Observa-se também que, com o passar das horas da indugcdo e os
subsequentes tratamentos o0 cinamato de metila tem uma tendéncia a ter uma
melhor resposta no que se refere os indices plasmaticos de colesterol total e
triglicerideos, nos protocolos de dislipidemia. Corroborando com a atividade
antilipidémica, percebe-se que o mesmo fato é verificado quando avalia-se a
resposta das substancias sobre a peroxidacao lipidica.

Tendo em vista a diferenca de resposta entre o acido cinamico e o

cinamato de metila nos protocolos de dislipidemia, pode-se sugerir que mudancas
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estruturais podem potencializar o efeito de uma substancia tendo em vista a
pequena alteracdo estrutural entre eles. Essas altera¢des sédo considerados 6timas
ferramentas para acelerar e obter éxito no processo de desenvolvimento de novas
moléculas a serem utilizadas como farmacos, materiais, aditivos e outras finalidades
(ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010).

Sugere-se também que tal fato pode estar ligado a uma alteracdo na
molécula do acido cinamico, que apoés ser trocado o radical hidrogénio (H) por um
grupo metil (CH3), teve seu efeito potencializado (ARROIO; HONORIO; SILVA,
2010).

Sabe-se que a adicao ou retirada de radicais pode provocar um aumento
da lipossolubilidade da molécula como descrito por Almeida (2009), facilitando sua
acao no organismo. No entanto, essa mudanca estrutural nem sempre age a favor
do efeito (CARVALHO et al.,2003), podendo obter um uma resposta contraria ou até
mesmo nado interferir na resposta do farmaco, como observado no protocolo do
aloxano na inducdo do diabetes onde o acido cindmico e o cinamato de metila
apresentaram respostas semelhantes sobre os niveis plasmaticos de glicose.

Como ndo é facil encontrar correlagbes estrutura-atividade/propriedade, o
crescimento exponencial no nimero de trabalhos envolvendo estudos claramente
demonstra o rapido progresso nesta area. Tendo em vista tal afirmativa e de acordo
com os resultados demonstrados,verifica-se que o acido cinamico e o cinamato de
metila despontam como uma substancia com elevado potencial terapéutico no
ambito das doencas relacionadas aos metabolismos glicémico e lipidico, devendo
ser melhor explorada pela comunidade cientifica na tentativa de elucidar seus

possiveis mecanismos de acao.



' * Conclusao
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8. CONCLUSAO

As substancias em estudo AC e CM mostraram atividade hipolipidémica
ao reduzir o colesterol total e os triglicerideos plasmaticos de animais dislipidémicos
apos inducao por Triton e Poloxamer. Somado a esse fator observou-se que as
substancias em estudo apresentaram uma certa atividade sobre o estresse oxidativo
tendo em vista a reducdo do MDA e Glutationa no protocolo do Triton e da glutationa
no protocolo do poloxamer. Tendo o cinamato de metila apresentado uma maior
atividade em comparacéo ao 4cido cinamico na andlise de 48 horas ap06s a inducéo
em ambos os protocolos.

Observando a resposta do AC e o CM em protocolo de inducédo de
diabetes por aloxano, constatou-se que as referidas substancias foram capazes de
reduzir de forma semelhante, a glicemia dos animais.

Portanto, o &cido cindmico e o0 cinamato de metila apresentaram
resultados promissores em relacdo ao seu potencial terapéutico para o tratamento
das dislipidemias e do diabetes, além de ndo demonstrarem nenhuma alteracao de
toxicidade hepatica nos protocolos e tempos estudados, pois ndo foi alterado as
enzimas hepaticas ALT e AST.

No entanto, outros estudos in vivo e in vitro serdo necessarios a fim de
estabelecer seu mecanismo de acao farmacoldgica, a relagdo estrutura-atividade,
visando & modulagédo de suas propriedades biologicas e possibilitando a obtencgéo
de prototipos farmacoldgicos mais eficazes e seguros.
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