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RESUMO

A cada ano, cresce no mundo o numero de individuos com dislipidemia. Essa patologia
pode ser adquirida por fatores genéticos, mas a grande maioria dos casos correspondem aos
maus habitos alimentares e sedentarismo. O tratamento farmacoldgico de uso prolongado
ocasiona efeitos colaterais indesejaveis, como alteracdes indesejadas nas frac6es lipidicas.
As plantas surgem como fontes de compostos bioativos e podem ser utilizadas como
modelos para novos agentes hipocolesterolémicos. Muitas espécies tém sido usadas para o
tratamento de doengas cronicas ndo transmissiveis, como por exemplo a Copernicia
prunifera (carnatba). Quimicamente, o pé da carnalba é constituido por uma mistura
heterogénea de compostos, entre eles, pode-se destacar os diésteres do é&cido p-
hidroxicinamicos (HCA). O objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil antioxidante in
vitro do HCA, assim como sua estrutura, além de verificar seu efeito terapéutico frente a
dislipidemia aguda induzida por triton em modelo animal. A capacidade antioxidante de
HCA foi avaliada por meio do método DPPH. A dislipidemia aguda foi induzida pela
administracdo de uma unica injecdo intraperitoneal de Triton WR-1339 (400 mg / kg). Os
animais foram divididos em cinco grupos (n = 7): Controle Negativo (CN), animais
saudaveis tratados com salina; Controle Positivo (CP), animais doente que receberam que
foram tratados com solucéo salina; Genfibrozila (GENF-100 mg / kg), animais doentes que
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foram tratados com a droga padréao na dose de 100 mg/kg e os animais que receberam HCA,
foram divididos em dois grupos e tratados com as seguintes doses: 200 e 400 mg / kg, HCA
200 e HCA 400, respectivamente. Os grupos foram tratados em trés momentos diferentes:
uma hora antes, 24 e 48 horas ap06s a administracdo do Triton WR-1339. O HCA extraido
do p6 da carnalba apresentou picos relacionados a estruturas cristalinas. Referente ao
potencial antioxidante apresentou baixa atividade antioxidante pelo método de DPPH
(133.30 £ 4.25), quando comparado a quercetina (5.0 £ 0.18). Em ambas as doses testadas,
o0 HCA apresentou atividades farmacoldgicas promissoras, reduzindo significativamente
(p<0,05) o colesterol total. No presente estudo, HCA mostrou ser um composto promissor
com grandes aplicabilidades cientificas e terapéutica devido a reducdo do colesterol total.

Palavras-chave: Dislipidemia, Hipocolesterolemia, Fitoterapia.

ABSTRACT

Every year the number of individuals with dyslipidemia grows in the world. This pathology
can be acquired by genetic factors, but the vast majority of cases correspond to poor eating
habits and physical inactivity. Long-term pharmacological treatment causes undesirable
side effects, such as changes in lipid profile that encompass lipoproteins. Plants emerge as
sources of bioactive compounds and can be used as models for new hypocholesterolemic
agents. Many species have been used for the treatment of chronic non-transmissible
diseases, such as Copernicia prunifera (carnauba). Chemically, the carnauba powder
consists of a heterogeneous mixture of compounds, among them, the diesters of p-
hydroxycinnamic acid (HCA) can be highlighted. The aim of the present study was to
evaluate the in vitro antioxidant profile of HCA, as well as its structure, and to verify its
therapeutic effect against Triton-induced acute dyslipidemia in an animal model. The
antioxidant capacity of HCA was evaluated by the DPPH method. Acute dyslipidemia was
induced by administration of a single intraperitoneal injection of Triton WR-1339 (400 mg
/ kg). The animals were divided into five groups (n = 7): Negative Control (NC), healthy
animals treated with saline; Positive Control (PC), sick animals that received that were
treated with saline; Gemfibrozil (GEMF-100 mg / kg), sick animals that were treated with
the standard drug at a dose of 100 mg / kg. Animals receiving HCA, sick animals which
were divided into two groups and treated at the following doses: 200 and 400 mg / kg, HCA
200 and HCA 400, respectively. Groups were treated at three different times: one hour
before, 22 and 46 hours after administration of Triton WR-1339. HCA extracted from
carnauba powder showed peaks related to crystalline structures and, regarding antioxidant
potential, HCA showed low antioxidant activity by the DPPH method (133.30 + 4.25) when
compared to quercetin (5.0 £ 0.18). At both doses tested, HCE showed promising
pharmacological activities, significantly reducing total cholesterol. In the present study,
HCA proved to be a promising compound with great scientific and therapeutic applicability
due to the reduction of total cholesterol, a strong component for the aggravation of
dyslipidemia.

Keywords: Carnauba, Dyslipidemia, Hyperlipidemia, Cinnamic acids.
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1 INTRODUCAO

As dislipidemias, também conhecidas como hiperlipidemias, sdo caracterizadas por
um quadro anormal nas concentragdes séricas de lipideos principalmente de colesterol e dos
triglicerideos, e de lipoproteinas, que, por sua vez, sdo particulas que transportam lipidios
apolares em seu nucleo. De acordo com a sua etiologia, as dislipidemias podem ocorrer em
virtude de causas genéticas, uso de medicamentos, habitos de vida inadequados e por outras
doencgas, como a obesidade e o diabetes tipo 2 (SANTOS, 2015).

As alteracdes lipidicas sdo responsaveis por, aproximadamente, 56% das doencas
cardiacas e 18% dos casos de infarto, sendo ainda associadas a um terco dos casos de
mortalidade no mundo. O aumento do colesterol total é considerado o principal fator de
risco para as doencas cardiovasculares, sendo responsaveis por cerca de 4,4 milhdes de
mortes por ano em todo o mundo (LI et al., 2014; WHO, 2017).

Além disso, as dislipidemias sdo classificadas de acordo com os valores de colesterol
total (CT), colesterol de baixa densidade (LDL-c), triglicérides (TG) e colesterol de alta
densidade (HDL-c) (MATSUDO, 2008). De acordo com a Sociedade Brasileira de
Cardiologia, os valores referenciais considerados alterados para adultos maiores de 20 anos
sdo: CT > 240 (alto), LDL-¢c > 190 (muito alto), HDL-c < 40 (baixo), triglicérides > 500
(muito alto). (XAVIER et al., 2013).

A causa mais comum de dislipidemias esta diretamente ligada ao acumulo de
quilomicrons, na corrente sanguinea, decorrente ou de uma diminuicdo da hidrolise dos
triglicérides, mediada pela acdo da lipoproteina lipase (LPL) ou decorrente do aumento da
sintese de VLDL. Algumas variantes genéticas ou apolipoproteinas relacionadas a essas
lipoproteinas podem causar tanto o aumento da sintese de VLDL, como a reducdo da
hidrolise dos triglicérides (VAZ, 2016).

Atualmente, a terapia clinicamente mais aceita para a reducdo do LDL-c é com 0 uso
os inibidores da enzima 3-Hidroxi-3-Metilglutaril Coenzima A redutase (HMG-CoA
redutase), também conhecidos como estatinas. Essa é a classe de medicamentos mais efetiva
para o tratamento das alteracdes lipidicas. Em relacao aos efeitos colaterais das estatinas, 0s
danos musculares sdo 0s mais comuns e podem surgir em semanas ou em até anos apos o
inicio do tratamento (FALUD et al., 2017; BAIGENT et al., 2010; BONFIM et al, 2015).

Diversas sdo as abordagens que podem ser utilizadas para controlar o perfil lipidico
nos individuos. Dentre as recomendacdes ndo farmacologicas estdo a adocao de uma dieta

variada, equilibrada e pobre em gorduras, a préatica regular e continua de exercicio fisico, o
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controle e manutencdo do peso normal, restricdo do consumo excessivo de alcool,
diminuicdo do consumo de sal, suspensdo do consumo de tabaco e o uso de fitoterapicos
(VAZ, 2016).

A fitoterapia é a terapéutica que utiliza substancias provenientes de plantas, como
ingredientes terapéuticos, e inclui a promocéo da salde, prevencao da doencga, o diagnostico
e o tratamento, abrangendo o aconselhamento dietético e a orientacdo sobre estilos de vida.
Portanto, para o tratamento das dislipidemias também surgiram algumas plantas com
potencial no tratamento desta patologia (VAZ, 2016).

Neste contexto, a carnauba (Copernicia prunifera), palmeira nativa do semiarido do
Nordeste brasileiro, € um importante fator de renda para o extrativismo vegetal no Cearé e
possui compostos quimicos promissores para diversas terapias contra doengas crénicas nao-
transmissiveis. Portanto, sua base de utilizacdo se encontra na producdo da cera obtida a
partir das folhas ou palhas. Na cera de carnalba ha a presenca de uma mistura complexa de
acidos graxos de cadeia longa, ésteres, alcoois livres, acidos alifaticos, acidos aromaticos,
triterpenos, proteinas e 4cidos cindmicos. Entre os acidos cindmicos, os diésteres de acido
cinamico equivalem a 80% dos compostos quimicos presentes na cera de carnauba. Deste
percentual, pode se destacar a presenca dos acidos p-hidroxicinamicos, equivalente a 75%,
frente aos 25% correspondentes aos diésteres p-metoxicinamicos (STUDER, 2012).

Os acidos hidroxicinamicos estdo presentes em varios alimentos, como a maca,
ameixa e outras frutas, cruciferas, cereais e em bebidas de origem vegetal, como o café, erva
mate, e possuem atividade oxidante e efeitos farmacoldgicos, relatados na literatura, capazes
de combater doencas crbnicas nao transmissiveis (SPENCER et al., 2008; MORAIS, 2010;
OLIVEIRA, 2011).

Portanto, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos hipocolesterolémico e
antioxidante dos diésteres p-hidroxicindmicos extraidos da Copernicia prunifera, assim

como verificar seu efeito frente a dislipidemia aguda em modelo experimental.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (pd cerifero) extraido da Carnauba (Copernicia prunifera) foi
fornecido pela empresa Pontes Industria de Ceras Ltda. Posteriormente, parte desse material
foi misturado com solventes orgéanicos para eliminar impurezas e isolar os &cidos

hidroxicinamicos (HCA).
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2.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)
A CCD foi realizada eluindo o HCA em cloroformio e foi utilizado cloroférmio e
acetato de etila (1: 1) como fase movel.

2.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH
(2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL-HIDRATO)

A atividade antioxidante do HCA foi realizada de acordo com o método de Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995).

2.4 DIFRACAO DE RAIO-X (DFR)
A DRX foi realizada por difratdmetro de raios X (Rigaku) com faixa de 26, 5-50°,
taxa de '4° / min, com radiagdo de cobre (A = 1,54056A), um tubo de tensdo de 40 kV e uma

corrente de tubo de 30mA.

2.5 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os animais foram mantidos em caixas de polisulfona do Laboratério de
Biotecnologia e Biologia Molecular da Universidade Estadual do Ceara (Fortaleza, Ceara -
Brasil), a 22 £ 2 ° C em ciclos claro / escuro (12h / 12h), recebendo dieta padrdo e agua
libitum. A atividade anti-hiperlipidémica da PCO-C foi realizada em camundongos Swiss
machos, pesando entre 25 e 30 g, obtidos do Viveiro Central da Universidade Federal do
Ceard. Todos os procedimentos experimentais com os animais foram aprovados pelo
Comité de FEtica em Pesquisa da Universidade Estadual do Ceara sob nimero
1492822/2018.

2.6 INDUCAO DE DISLIPIDEMIA POR TRITON WR-1339

A dislipidemia aguda foi induzida pela administragdo de uma U(nica injecao
intraperitoneal de Triton WR-1339 dissolvida em solucdo salina tamponada com fosfato
(pH 7,4) na dose de 400 mg / kg. Os animais foram divididos em cinco grupos (n =7) e
receberam os respectivos nomes e tratamentos: Controle Negativo (CN), animais saudaveis
tratados com salina; Controle Positivo (CP), animais recebendo injecdo de triton e foi
tratado com solugéo salina; Animais do grupo tratados com Gemfibrozil (GEMF-100 mg /
kg). Os animais que receberam HCA foram divididos em dois grupos e tratados com as

seguintes doses: 200 e 400 mg / kg, respectivamente. Os grupos foram tratados em trés
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momentos diferentes: uma hora antes, 22 e 46 horas apds a administracdo do Triton WR-
1339.

2.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=7) e tratados, por via oral. Os grupos

serdo divididos da seguinte forma:

e Grupo controle negativo (CN): camundongos saudaveis que receberdo apenas agua
(veiculo);

e Grupo controle positivo (CP): camundongos dislipidémicos que receberdo apenas
agua (veiculo);

e Grupo hidroxicinamico 200 (HCA200): camundongos dislipidémicos que serdo
tratados com os &cidos hidroxicindmicos dissolvidos em agua na dose de 200
mg/kg;

e Grupo hidroxicinamico 400 (HCA400): camundongos dislipidémicos que serdo
tratados com os acidos hidroxiciamicos dissolvidos em agua na dose de 400 mg/Kg;

e Grupo Genfibrozila 100 (GEMF 100): camundongos dislipidémicos que serdo

tratados com Genfibrozila na dose de 100 mg/kg.

2.8 QUANTIFICACAO DO PERFIL LIPIDICO

Os testes laboratoriais bioquimicos foram realizados em amostras de sangue coletadas
do sinus ocular de camundongos, mantidos em jejum de 8 horas. As amostras passaram por
dois processos de centrifugacdo: trinta minutos ap6s a coleta, a 11000 rpm durante 3 minutos
e todo o sobrenadante sera coletado e sera submetido novamente a outra centrifugacédo a
11000 rpm durante 1 minuto. O sobrenadante (soro) foi separado e analisado via método de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) no aparelho Anthos Multiread 400 da
marca Biochrom®, no comprimento de onda 490nm. O soro foi analisado de acordo com as

orientacBes descritas pelo fabricante dos reagentes (BIOCLIN®).

2.9 PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM). Para analisar
significancia das diferencas entre os animais dos grupos, foi utilizada a ANOVA seguida
do teste de Newman-Keuls, onde o nivel de significancia foi considerado de p<0,05. As
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analises estatisticas foram realizadas no programa Prisma 5.0 para apresentacao dos graficos

e aplicacéo dos testes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A carnauba (Copernicia prunifera) ¢ uma palmeira nativa da regido do nordeste
brasileiro e tem como o seu principal produto comercial a cera de carnadba. Trabalhos
recentes tém investigado efeitos farmacoldgicos promissores, tais como atividades
hipolipemiantes (GUEDES et al., (2011), ARRUDA FILHO, et al., (2017) hipoglicémico
(RODRIGUES, et al., 2014) e antioxidantes (FREITAS et al, 2016).

Quimicamente, o HCA (figura 1) é caracterizado pela presenca de um anel aromético
ligados a ésteres e possui um radical hidroxila (-OH) na posicao p dos anéis aromaticos.

Figura 1. Estrutura quimica dos diésteres p-hidroxicindmicos
H H O o

[ ]
0"'(?92 -C—0 ECHQ)J-—CH_;

3.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH (2,2-DIFENIL-1-
PICRILHIDRAZIL-HIDRATO)

A atividade antioxidante de HCA foi mensurada pelo método de DPPH e apresentou
resultados de 133.30 pg/mL (Tabela 1). Segundo Soares et al., (2014), o resultado obtido
no presente teste € um indicativo de baixo potencial antioxidante de HCA quando
comparado ao resultado obtido no antioxidante padrdo (quercetina).

O método de DPPH é considerado uma importante ferramenta na determinacdo da
atividade antioxidante e compostos quimicos. Além disso, é considerado como um teste
rapido, facil de realizar e confiavel. Contudo, os resultados podem variar de acordo com as

condigdes climaticas, sazonalidade, periodo de coleta armazenamento, entre outros.

Tabela 1. Atividade antioxidante de HCA pelo método de DPPH

Amostra DPPH (ug / mL + DP)
Acido p-hidroxicinamico 133.30 +4.25
Quercetina 5.0+0.18
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3.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Como resultado da separacdo dos compostos através da cromatografia em camada
delgada (CCD), foram obtidos dois compostos bem definidos correspondendo aos diésteres
dos acidos p-hidroxi e p-metoxicindmicos (Figura 2), quando comparados ao extrato bruto
utilizado como padréo (spot 1). Em relacédo a polaridade, pode-se observar que os diésteres
p-hidroxicinamicos, por encontrarem-se na regido inferior da cromatoplaca (segundo spot
da Figura 2), sdo definidos como compostos muito apolares (Vandenburg e Wilder, 1967).
Além disso, a maior intensidade do sinal encontrado correspondente aos diésteres p-
hidroxicinamicos pode ser um indicativo de que o referido composto possa ser majoritario,

em relagéo aos p-metoxicindmicos, conforme descrito na literatura (WOLFMEYER, 2005).

Figura 2. Cromatograma dos diésteres cindmicos presentes na cera de carnauba.

p-methoxycinnamic
HCA

3.3 DIFRACAO DE RAIO-X

Os resultados encontrados por meio da analise de difracdo de raio-X mostraram 3
picos bem definidos, referentes a 12, 15, 17 (figura 3). A leitura desses picos corresponde a
uma estrutura cristalina, semelhantes aos descritos por Villalobos-Hernandez e Miiller-

Goymann (2006) e por Freitas et al., (2016), quando analisaram a cera de carnauba.
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Grafico 1. Difragdo de raio X do p6 da carnatba.
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3.4 DISLIPIDEMIA AGUDA

Os resultados obtidos apds da inducdo com Triton na dose de 400 mg / kg mostraram
gue 0S grupos que receberam esse composto aumentaram significativamente (p< 0,05) o
valor sérico de colesterol total, quando comparados com grupo CN (Tabela 1). Resultados
similares foram encontrados no estudo de Arruda Filho et. al., (2017) que utilizou a mesma
dose de Triton para induzir a hipercolesterolemia em camundongos. Além deste, Modak et
al. (2007) e Mohammadi et al., (2015) também observaram um aumento nos niveis de
colesterol ap6s uma unica aplicacdo do Triton.

Em relacdo ao tratamento com HCA, apds 24 horas, 0 mesmo apresentou um efeito
significativo na reducdo de colesterol total quando comparados ao grupo de controle
positivo (CP). Essa reducéo se manteve tanto no grupo HCA 200, como no grupo HCA 400,
guando comparados aos animais doentes nédo tratados (grupo CP). Posteriormente a 48
horas, 0 HCA em ambas as doses (200 e 400) também apresentou um efeito significativo na
reducéo de colesterol total, diferindo estatisticamente do grupo controle positivo (Tabela 2).

Resultados similares ao encontrado no presente estudo foram relatados por Arruda
Filho et. al., (2017) onde utilizaram um composto quimico analogo ao HCA (PCO-C) e
observou-se uma reducdo do colesterol total plasmético tanto as 24 e 48 h apds a utilizagdo
do Triton. Essa reducdo foi associada a uma diminuicao da fragdo LDL do colesterol total,

que € um dos principais fatores de risco para doencas cardiovasculares e alvo de muitas
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terapias hipocolesterolémicas. Esse achado sugere que a atividade redutora de colesterol
desses extratos parece ser devida ao aumento do catabolismo do LDL-c (McCoy et al.,
2002).

Segundo os achados de Hanses et al., (2005) a grande parte dos derivados dos acido
cinamicos sdo eficazes na diminuicdo sérica dos niveis de lipideos, mediante ao aumento
do seu metabolismo no figado e melhora no estado antioxidante, reduzindo o estresse
oxidativo (PIGNATELLI et al., 2006; ASHRAFUL et al., 2016).

Conforme Lee et al., (2007), a suplementacdo com HCA foi capaz de reduzir as
concentracdes plasmaticas e hepaticas de TG e CT em ratos com disturbios dislipidémicos.
No mesmo estudo também pode ser observado a a¢éo de outros derivados do acido cindmico
como a do acido ferulico na diminuicdo das concentracdes plasmaticas do colesterol em
varios modelos de dislipidemia. (ASHRAFUL et al., 2016).

O efeito do HCA na diminuicdo dos niveis de colesterol no plasma pode ser sugerido
por sua acao na reducéo da atividade da HMG-CoA em animais experimentais (LEE et al.,
2007; KWON et al., 2010; KARTHIKESAN et al., 2010; CHO et al., 2010). Além disso,
diversos estudos publicados na literatura cientifica preconizam que o cido ferdlico atua
reduzindo a acil-coenzima A hepatica e diminuiu a regulacdo dos genes envolvidos no
metabolismo lipidico (KWON et al., 2009; ASHRAFUL et al., 2016).

Referente aos triglicerideos, ap6s o periodo de indugdo com Triton, todos 0s grupos
diferiram estatisticamente apresentando um aumento nos niveis séricos de TG. Com relacdo
aos valores séricos de TG, ap0s 24 e 48 horas, ndo apresentou reducdo significativa (p>0,05)
em relagdo ao grupo CP, mostrando que HCA ndo foi capaz de atuar no referido parametro
(Tabela 2).

Diferindo do que foi encontrado em nosso estudo, os achados de Arruda Filho et. al.,
(2017), mostraram que os niveis de TG foram reduzidos significativamente com o
tratamento. Indicando, dessa forma, que HCA possivelmente ndo é capaz de estimular a
atividade lipolitica da LPL e consequentemente promover a hidrolise do TG plasmatico
(McCQY etal., 2002).

No presente estudo, é desconhecido o motivo pelo qual o HCA néo agiu na diminuicao
dos niveis plasmaticos de TG. Para tanto, é necessario estudos que identifiguem a forma de
interacdo de HCA com componentes lipidicos foi capaz de restaurar o desequilibrio no
metabolismo TG apds a indugdo por Triton.
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Tabela 2. Efeito do HCA na concentragdo sérica de colesterol total e triglicerideos

CN CP HCA 200 HCA 400 GEMF
5 CT 1445 +3.29 649.9 + 48.04° 308.5 + 43.832P 576.5 + 39.45? 771.6 +52.16°
3\ TG 166.4 +5.93 358.2 £ 51.692 809.3 + 42.00%0 729.5 + 61.06%° 860.1 + 38.92°
s CT 148.0 £6.01 451.7 £ 42.942 366.5 + 33.058P 356.7 + 29.518P 487.7 +40.282
< TG 1442 +7.18 266.8 + 34.302 277.2 +18.542 353.9 + 36.902 456.9 + 41,630

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). P 200, acido p-hidroxicinamico
na dose de 200mg/kg; P 400,4cido p-hidroxicindmico na dose de 400mg/kg; GENF, Genfibrozila na dose de
100mg/kg; CT, colesterol total (mg/dL); TG, trigliceridios (mg/dL), onde 2p<0,05 vs CN (Controle Negativo);
b p<0,05 vs CP (Controle Positivo) (ANOVA e teste de Newman-Keuls).

4 CONSIDERAC}@ES FINAIS

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que HCA apresentou atividade
antioxidante (baixa), apresentou espectros correspondentes a uma estrutura cristalina, além
de mostrar uma diminuicdo relevante do colesterol total de camundongos dislipidémicos.
Portanto, novos estudos devem ser elaborados a fim de ratificar os resultados encontrados e

objetivar um possivel desenvolvimento de um produto farmacéutico ou fitoterapico.
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