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RESUMO

A aterosclerose é uma doenca inflamatdria cronica com o0s primeiros estagios
envolvendo modificacBes oxidativas da lipoproteina de baixa densidade (LDL). Além
disso, o diabetes relaciona-se com doenca através da glicagdo da LDL. Tais
modificacGes, oxidativas e glicativas, alteram a estrutura da lipopréteina tornando-a
reconhecida por receptores scavengers, levando a formacgdo das foam cells (células
espumosas), marca da lesdo aterosclerética. Annona crassiflora Mart. € uma planta
muito usada na medicina popular com diversas propriedades clinicas, dentre elas estdo a
protecdo contra o estresse oxidativo, inflamacao e glicacdo. O objetivo do nosso estudo
foi avaliar o efeito do extrato bruto, da fragdo acetato de etila da casca dos frutos da
Annona crassiflora Mart. e do flavondide quercetina na oxidagéo e glicacdo da LDL in
vitro. A LDL foi isolada do plasma com EDTA por ultracentrifugacdo através de
criacdo de um gradiente de concentragdo com KBr. A sua oxidagdo foi monitorada
atraves da formacéo de dienos conjugados a 234nm, producédo das espécies reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), analise da fluorescéncia dos residuos de triptofano e
atraveés das alteracdes estruturais por espectroscopia de infravermelho. Para 0s ensaios
de glicacdo a LDL foi incubada com metilglioxal e diferentes concentragfes do extrato
bruto de da fracdo acetato de etila da Annona crassiflora Mart., quercetina. A
intensidade da fluorescéncia, como medida dos produtos de glicacdo a LDL, foi
analisada a 340nm de excitacdo e a 380nm de emissdo e os resultados foram expressos
em unidades de fluorescéncia. Os resultados mostraram que o extrato da casca do fruto
e sua fragdo retardaram ou inibiram a oxidagdo da LDL induzida por ions Cu*? in vitro.
A Espectroscopia Infravermelha com Transformada de Fourier (FTIR) revelou que
regides especificas da Apolipoproteina B-100 que foram modificadas e os tratamentos
reduziram tais alteracfes. Entretanto, o aumento dos niveis de produtos avancados de
glicacdo observados na LDL glicada por metilglioxal ndo foram revertidos pelo extrato
bruto e nem pela fracdo acetato de etila, somente pela quercetina. Considerando que 0s
tratamentos com os extratos de Annona crassiflora Mart. retardaram ou inibiram a
oxidacdo da LDL in vitro é interessante o estudo em modelos de aterogénese para

avaliarmos os efeitos no desenvolvimento da lesdo ateroscler6tica.
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1 INTRODUCAO

A aterosclerose € uma doenca inflamatdria crénica, progressiva, em resposta a
injuria do endotélio vascular. O seu desenvolvimento é caracterizado por diversos
eventos celulares e moleculares, dentre os quais se destacam o acumulo de lipideos
contidos na lipoproteina de baixa densidade (LDL) e de células como, macrofagos,
linfocitos T, células musculares lisas, que vdo se depositando na tdnica intima das
artérias de médio a longo calibre, ocasionando a formacgdo de placas aterosclerdticas
(HANSSON et al., 2015; ROSS, 1999). A doenga causa infarto do miocéardio, acidente
vascular cerebral, doenca arterial periférica e esta entre as doencas cardiovasculares
com alto indice de morbidade e mortalidade em paises desenvolvidos, industrializados
ou em desenvolvimento (BENJAMIN et al., 2018). Segundo dados epidemioldgicos da
organizagdo mundial da satde (OMS), das 50 milhGes de mortes nas ultimas décadas,
30% foram causadas por doencas cardiovasculares, representando um total de 17
milhdes de mortes. Os fatores de risco modificaveis, associados a doenca envolvem
estilo de vida sedentario, consumo de dietas ricas em colesterol e gorduras saturadas,
tabagismo. Além destes fatores, temos que considerar o historico familiar, hipertensao,
diabetes, idade avancada, que sdo os fatores de risco ndo modificaveis e que precisam
ser cuidados (REIS, 2019; FALK, 2006).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) participam diretamente do processo
da aterogénese, sendo as principais moléculas transportadoras de colesterol do corpo
humano e sua funcdo é fornecer o colesterol para as células, onde o colesterol pode ser
utilizado para a modulacdo da fluidez da membrana, sintese de hormonios esterdides,
vitamina D, sais biliares e regulacdo de vias de sinalizacdo celulares (KOVANEN et al.,
2000). Como mostrado na Figura 1 a Apolipoproteina B100 (Apo-B100) localizada na
superficie da LDL é o componente proteico estrutural permitindo a circulacdo da LDL
na corrente sanguinea e também seu reconhecimento por receptores de membrana para
endocitose e degradacdo das mesmas. A endocitose, pelo receptor de LDL, depende
principalmente da estrutura conformacional adequada da Apo-B100 (PRESSL e
LAGGNER, 2012).
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Figura 1. Composicdo da particula da Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL). Adaptado de Pressl, R. e
Laggner, P. 2012.

A aterogénese se inicia com a injuria endotelial, como mostrado na Figura 2,
que causa infiltracdo e acimulo da LDL no espaco subendotelial onde a LDL se torna
alvo de oxidacdo pelos catalisadores cobre e ferro (WITZTUM e GLASS, 2001).
Amostras de lesbes ateroscleroticas apresentam cobre e ferro, ambos podendo participar
da formacdo de radicais livres e, na auséncia de agentes quelantes, o Cu (1) se liga a
residuos de histidina da apolipoproteina B-100 na molécula da LDL podendo ser
reduzido a Cu (I) induzindo o processo de oxidacdo (GIESEG et al., 1994). A
peroxidacao lipidica ocorre quando Cu () reduz hidroperéxidos lipidicos pré-formados
a radicais alcoxil. Na auséncia dos hidroperoxidos lipidicos, a pré-oxidacdo pode ser
iniciada por radicais hidroxila resultantes da reducdo do oxigénio por Cu (1), ha entdo a
transformacdo de LDL a LDL oxidada (LDL-ox) (WITZTUM e GLASS, 2001). A
lipoproteina modificada aumenta a expressdo de moléculas de adesdo nas células
endoteliais, levando ao recrutamento de leucécitos, dentro do espaco subendotelial
(KETELHUTH e HANSSON, 2011). Com a interacdo de proteinas quimioatraentes,
estas células inflamatorias migram para a intima dos vasos, ha entdo uma diferenciacao

de mondcito a macréfago que expressam receptores sequestradores da LDLox (CD36,



SRA e LOX-1) e internalizam a lipoproteina modificada (MOORE et al., 2006). A
marca da lesdo aterosclerdtica sdo as chamadas células espumosas, devido sua aparéncia

rica em goticulas de gordura e presenca na parede arterial (STEINBERG & WITZTUM,

2002).
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Figura 2. Eventos iniciais no desenvolvimento da estria gordurosa. A LDL penetra no espago
subendotelial (intima) aderindo-se a proteoglicanos da matriz extracelular. Tal aprisionamento aumenta a
susceptibilidade da LDL & oxidacéo por diferentes vias incluindo lipoxigenases, mieloperoxidades, iNOS
e por metais de transicdo. Os mondcitos, aderidos as células endoteliais, migram para o espaco
subendotelial diferenciando-se em macrofagos que expressam receptores scavengers (garis) captando
descontroladamente a LDL maodificada oxidativamente e formando a célula espumosa que caracteriza a
lesdo aterosclerdtica. Adaptado de WITZTUM e GLASS., 2001.

Ha também uma liberacdo de citocinas por mastdcitos, linfocitos T que
migraram para a intima, juntamente com as células espumosas, promovendo inflamacao
e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), este desbalanco a favor do aumento
da producdo de ROS pelos macréfagos, leva a diminuicdo das atividades de enzimas
antioxidantes como superdéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidases (SIES,
1997). Os fatores de crescimento liberados estimulam a migracdo das ceélulas
musculares lisas e a deposicdo de colageno, que leva ao desenvolvimento da placa

aterosclerotica. Portanto, as ROS, induzem a expressao de receptores sequestradores nas
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celulas musculares lisas e sua diferenciacdo em células espumosas, induzem também a
liberacdo de metaloproteinases da matriz e a degradagdo de coladgeno o que resulta na
ruptura da placa (KATTOOR et al., 2017; STEINBERG, 1989; YOSHIDA e KISUGI,
2010).

A inibicdo da producdo de ROS protege as células endoteliais da lesdo causada
pelo acimulo de LDL oxidada e proliferacdo de macrofagos durante o desenvolvimento
da placa aterosclerdtica. Além disso, agentes antioxidantes sdo capazes de reduzir a
oxidacdo da LDL e, consequentemente, a formacédo da lesdo aterosclerética (SKILTON,
2008). Antioxidantes podem atuar, em parte, por inibir a ligacdo do cobre ou ferro a
LDL, ou seja, quelando metais de transicdo e impedindo que esses atuem nos eventos de
peroxidacdo lipidica (GUNATHILAKE et al.., 2014). Com a diminui¢do do sistema
endogeno antioxidante que inclui vitaminas e enzimas antioxidantes, como a superdoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidases que reparam o0 dano oxidativo, novos
estudos estdo surgindo sobre o uso de antioxidantes externos para fins terapéuticos, para
prevenir ou retardar a aterogénese. Dentre 0s compostos antioxidantes podemos citar 0s
polifendlicos, os alcaldides, vitaminas como a vitamina E, C e A que s8o compostos
presentes em produtos naturais de grande poder antioxidante capazes de inibir a
oxidacdo da LDL, reduzirem a producdo de ROS, inibirem a glicacdo da LDL, a
progressao da aterosclerose e contribuir para o descobrimento de drogas mais efetivas
(RICE-EVANS et al., 1995; RICE-EVANS, 1996, dos SANTOS et al., 2018;
BHASKAR; SHALINI; HELEN, 2011; RABBANI et al., 2011).

Outro fator agravante para o desenvolvimento da aterosclerose é a hiperglicemia.
O risco do desenvolvimento de aterosclerose é até 3 vezes maior em pacientes com
diabetes, sendo que a progressao da doenca € acelerada se a resisténcia a insulina esta
associada, o que contribui com a inflamacdo (RABBANI et al., 2011). Algumas
modificacbes nas particulas das lipoproteinas como a glicacdo ndo enzimatica podem
ser demonstradas em tecidos e proteinas circulantes nos diabéticos, como por exemplo a
hemoglobina glicada que reflete na concentracdo de glicose circulante, outros fatores
metabolicos, genéticos e agentes terapéuticos também estdo envolvidos (Gkogkolou;
Bdhm, 2012). A glicacdo € um processo ndo enzimatico que ocorre entre aclcares e
grupos nucleofilicos de biomoléculas ou quando acucares redutores como glicose e
frutose reagem com os grupos nucleofilicos de aminoacidos constituintes de lipideos,

proteinas e &cidos nucléicos, o que gera os produtos de glicacdo avancada (PGA), estes
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sdo capazes de causar modificagdes quimicas e funcionais em diferentes estruturas
biol6gicas, pela geracdo de radicais livres e também podem causar diversas
complicacdes fisiologicas (Nowotny et al.,2015; Florkowski, 2013). Depois de se
ligarem ao seu receptor os PGA trazem complicacBes patologicas, como, estresse
oxidativo, respostas pro-inflamatérias e morte celular (Ott et al., 2014). OS PGA séo
também os principais mediadores patogénicos da diabetes e a hiperglicemia tende a
favorecer a glicacéo proteica onde a glicose e outros compostos reativos como o glioxal
e 0 metilglioxal reagem com o grupamento amino das proteinas levando a formacéo dos
PGA. O metilglioxal é um potente agente glicante e estd aumentado de 2 a 5 vezes nas
concentracOes plasmaticas dos pacientes diabéticos contribuindo para a hiperglicemia
nestes pacientes (RABBANI et al., 2011; LYONS et al., 1986). A glicagdo da LDL por
metilglioxal é direcionada aos residuos de arginina presentes na apoB-100, o que gera a
formac@o do maior produto de glicacdo avancada, conhecido como hidroimidazolona
(MG-H1). (dos SANTOS et al., 2018; TORRES et al., 2018).

A glicacdo e oxidacdo da LDL sdo processos interdependentes e cada vez mais
pesquisadores buscam por compostos que inibam tais eventos de forma efetiva, sem
efeitos adversos para que possam ser uma estratégia para a prevencdo das doencas
cardiovasculares. Diversos trabalhos tém demostrado que as plantas possuem Varios
compostos com propriedades antiglicativas e ou antioxidativas (KIM et al., 2019; WU
et al., 2009; dos SANTOS et al., 2018). Estudos mostram que compostos como 0S
alcaloides, vitaminas e, principalmente, os polifendis podem ser aliados importantes na
prevencdo dos eventos envolvidos no desenvolvimento e progressdo da aterosclerose
através de suas acdes antioxidativas, na quelacdo de metais, sequestro de ROS, inibigédo
da producédo dos PGA e bloqueio de MG. (LAM et al., 2005; ODJAKOVA et al., 2012;
BARTOSZ e BARTOSZ 2015; YEH et al., 2016; KIM e SHIM 2019; CHEN et al.,
2007).

Uma das plantas estudadas no nosso laboratério € a Annona crassiflora Mart.,
uma espécie nativa do Cerrado brasileiro conhecida como Araticum, muito utilizada na
medicina popular para tratamento de cancer, picada de cobras, doencgas sexualmente
transmissiveis, sdo utilizadas como tdnico e adstringente; possui propriedades
antifangicas e antirreumaticas. (VILAR et al., 2011). Estudos mostram também a acédo
antiparasitaria, antibacteriana, nematicida, antimaléarica, antimutagénica e anti-
inflamatéria (MESQUITA et al., 2005; ARRUDA et al., 2018)



As fracdes obtidas da casca do fruto apresentaram ser fonte de compostos
antioxidantes com atividades antiglicantes (JUSTINO et al.,, 2016). A fracdo
enriquecida com polifendis também apresentou moléculas antioxidantes com
propriedades hepatoprotetoras contra o estresse oxidativo e nitrosativo causado pela
inducdo da diabetes em camundongos (JUSTINO et al., 2017) e efeitos protetores
contra dor inflamatdria aguda e persistente (JUSTINO et al., 2019). A casca do fruto
também apresentou uma diversidade de compostos como polifendis, flavonoides e
alcaloides com atividade inibitoria da lipase pancreética, atividade cicatrizante e anti-
inflamatéria (PEREIRA et al., 2017; de Moura 2018), inibicdo de glicacdo e
peroxidacdo lipidica (JUSTINO et al.., 2019), e efeitos antinoceptivos (JUSTINO et al.,
2020).

Diante disso, levantamos a hipotese de que uso dos extratos da casca do fruto do
“Araticum” poderiam ser efetivos contra as modificacdes oxidativas induzidas por

Cu(Il) e glicativas da LDL.



2 OBJETIVOS.

2.1  Objetivo geral

O objetivo geral do nosso trabalho foi avaliar o efeito do extrato bruto e da
fracdo acetato de etila, da casca dos frutos da Annona crassiflora Mart., na oxidacéo e
glicacdo da LDL in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Obtencdo do extrato da casca de Annona crassiflora Mart.

e Isolamento da LDL.

e Avaliacdo da oxidagdo da LDL in vitro com diferentes concentragcdes do
extrato e da fracdo acetato de etila de Annona crassiflora Mart.

e Avaliar a peroxidagdo lipidica da oxidagdo da LDL in vitro pelo método das
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

e Monitorar a fluorescéncia do residuo de triptofano com a oxidagdo da LDL.

e Avaliar a alteracdo molecular da oxidacdo da LDL por Espectroscopia
Infravermelha com Transformacao de Fourier (FTIR).

e Avaliar a glicacdo da LDL com metilglioxal.

3 METODOLOGIA

3.1 Coleta do material

Os frutos de araticum (Annona crassiflora Mart.) foram coletados nos recursos
naturais do Bioma Cerrado na regido norte do estado de Minas Gerais por um
comerciante de frutos nativos do Cerrado localizado em Presidente Olegario, Minas
Gerais, Brasil. As cascas do araticum foram cuidadosamente retiradas do fruto para
serem transportadas, sob protecao da luz, para o Laboratdrio de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal de Uberlandia. As cascas foram armazenadas a -20°

C até o momento das extracoes e analises.



3.2 Obtengéo do extrato de Annona crassiflora Mart.

O extrato etandlico da casca do fruto araticum foi obtido pelo processo de
maceracdo a temperatura ambiente, sob protecdo da luz. Foram utilizados 1,0 kg de
cascas do fruto, triturados e previamente secos em estufa a 50° C durante 24 horas. A
maceracdo foi realizada utilizando 5,0 L de etanol 98% como solvente (proporcéo de
1:5 m.vl). O material vegetal foi deixado em maceragdo durante 6 dias. Apés esse
periodo, a solu¢do com os extrativos foi filtrada e o solvente foi removido em um
evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40° C. O extrato foi congelado e liofilizado
para a remoc¢do da agua. O processo de maceracdo com o material vegetal filtrado foi
repetido até a exaustdo da extracdo. O extrato etandlico foi armazenado a -20° C. Para a
particdo liquido-liquido do extrato etandlico, aproximadamente 20 gramas de extrato
etanolico da casca do araticum foi solubilizado em 200,0 mL de solugcdo metanol:agua
(9:1). Com o auxilio de um funil de separacdo, a particdo liquido-liquido foi realizada
com solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila, n-
butanol e &gua. Para esse processo, foram realizadas quatro extracbes com
aproximadamente 200,0 mL de cada solvente. Os solventes das fracbes foram
totalmente removidos por rotaevaporacdo sob pressdo reduzida a 40° C; as fracOes
foram congeladas e liofilizadas para a remocdo da agua remanescente e, em seguida,

armazenadas a -20° C.

3.3 Isolamento da LDL

Foram coletados 10mL do sangue de individuo saudavel (voluntéario) ndo fumante,
em tubo vacutainer com EDTA 10%, os tubos foram centrifugados a 3,000rpm, 4°C,
por dez minutos. O plasma foi coletado e adicionado 0s conservantes: aprotinina,
benzamidina 2mM, solucéo de azida sodica 5% com EDTA 5% e clorafenicol 0,1% e,
por fim, o PMSF 0,5mM em DMSO. O plasma teve sua densidade elevada para 1,21
(densidade da lipoproteina LDL) com solucdo de Brometo de potéssio (KBr). Trés
mililitros deste plasma foram colocados em tubos de polipropileno, com volume total de
10mL, proprios para ultracentrifuga. Adicionamos sobre o plasma a solucdo de KBr de
densidade 1,006 até completar o volume total do tubo, formando assim o gradiente
descontinuo de densidade de duas camadas. Os tubos devidamente equilibrados foram

colocados para ultracentrifugacao por duas horas a 40,000rpm e 4°C, para separacdo das
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lipoproteinas de alta densidade. Terminada a rodada, foi retirada a camada composta
pela LDL e a amostra foi submetida a diélise em solucdo de tampdo fosfato (PBS) 20
mM, pH 7.4, por um periodo de 72 horas a 20°C com trocas do tampdo a cada 24 horas.
Em seguida, o material foi filtrado e guardado na geladeira, em recipiente protegido da
luz (CHUNG et al., 1986).

3.4 Avaliagdo da oxidagdo da LDL in vitro com diferentes concentragdes do

extrato de Annona crassiflora Mart.

Uma das técnicas mais comuns de oxidacdo da LDL in vitro envolve a
incubacgéo com Cu (I1). A cinética da oxidagdo da LDL induzida por ions cobre pode ser
dividida em trés fases: fase lag, de propagacéo e decomposi¢do (Figura 3). Durante a
fase lag a LDL torna-se progressivamente depletada dos seus antioxidantes, ocorrendo
uma minima peroxidacdo lipidica. Quando a LDL esta depletada dos seus antioxidantes,
a taxa de peroxidacdo aumenta rapidamente e cerca de 70 a 80% dos acidos graxos
poliinsaturados sdo oxidados. O conteudo de peréxidos da LDL comega a cair
caracterizando a fase de decomposicdo onde a formacdo de aldeidos torna-se
predominante. Este parametro é comumente usado como ensaio in vitro para verificar a
susceptibilidade da LDL a oxidacdo (GIESEG e ESTERBAUER, 1994).
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Figura 3. Curva tipica do monitoramento da oxidacdo da LDL pelo método da formacdo de dieno
conjugado a 234 nm. A curva mostra a fase lag (a), (b) representa a fase de propagacéo, (d, ¢) fornecem a

concentracdo maxima da formacéo de dieno conjugado antes da fase de decomposicdo (c,e). Adaptado de
Gieseg et al.., 1994).

Para monitoramento da oxidacdo amostras de LDL (2mg proteina/mL) foram
diluidas a uma concentracdo final de 100 pg de proteina/mL e incubadas em solucgéo
contendo tampéo fosfato (PBS 1X, pH 7,4) com diferentes concentracdes do extrato
bruto, da fracdo acetato de etila e da quercetina (0,5, 1,0 e 2,0 ug/mL) por 2 horas a 37
°C. A oxidacdo foi iniciada com CuCl; (concentragao final de 5 uM) no meio de reagao
e 0 monitoramento foi feito espectrofotometricamente, medindo-se a formacdo de
dienos conjugados a 234nm a cada 2 minutos por 2 horas. Analisamos 0 tempo de
resisténcia a oxidacdo da LDL (t-lag) determinando graficamente o intercepto das
tangentes entre a etapa lenta e a rapida da absorcdo de dienos conjugados (GIESEG e
ESTERBAUER, 1994).

3.4.1 Avaliacéo da peroxidacao lipidica da oxidacdo da LDL in vitro pelo método
das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Os produtos finais da peroxidacdo lipidica podem ser avaliados através da
formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) (OKHAWA et al..,
1979). As aliquotas do meio de reacdo do item 3.4 foram armazenadas em gelo e foi
adicionado em cada aliquota a propor¢do (1:1) de acido tricloroacético (TCA 20%).
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Ap6s a homogeneizacdo das aliquotas foram adicionados HCI 0,5 M e foram separadas
em branco e teste (presenca e auséncia de TBA, 0,75%). Para proteger o material
analisado da oxidacdo foi adicionado também BHT (50 mM) para concentracdo final de
0,1mM. As amostras foram incubadas a 95°C e centrifugadas a 10,0009, 4°C por 6
minutos e apds, foram lidas espectrofotometricamente, a 500 e 600nm. A analise foi
determinada pela formacéo de nmol de malondialdeido (MDA).

3.4.2 Monitoramento da fluorescéncia do residuo de triptofano com a oxidagao
da LDL

A LDL nativa exibe espectro de fluorescéncia aproximadamente na banda de
332 nm, que é atribuido aos residuos de triptofano (Trp) na apoB-100 (GIESSUF et al..,
1995). A perca de fluorescéncia é considerada um marco do dano oxidativo na porgao
protéica da LDL. Para tais analises usamos o0 mesmo procedimento de oxidacdo da LDL
descritas no item 3.4 na auséncia ou presenca de concentracdes do extrato bruto, da
fracdo acetato de etila e da quercetina (0,5, 1,0 e 2,0 pg/mL). A fluorescéncia das
amostras (excitacdo a 282nm e emissao a 331nm) foi avaliada sem adicdo do cobre
(LDL nativa) e ao final do tempo de oxidacdo para cada condigdo experimental. Os

dados foram expressos em intensidade de fluorescéncia ao final da oxidagéo.

3.4.3 Avaliacéo da alteracdo molecular da oxidacao da LDL por Espectroscopia
Infravermelha com Transformada de Fourier (FTIR)

Para analisar as modificacfes induzidas pela oxidacdo da LDL as amostras da
oxidacdo descritas no item 3.4, na auséncia ou presenca do extrato bruto, da fracdo
acetato de etila e da quercetina na concentracdo de 2,0 pg/mL, foram submetidas ao
espectro de FTIR. Analisamos as regides com espectro eletromagnético entre 4000 cm-!
e 400 cm-! (ATR/ FTIR Vertex 70; Bruker, Ettlingen, Germany). Esta técnica permite
identificar com grande acuracia as terminagbes C-H, O-H e N-H de proteinas, a
composicdo lipidica e compostos glicidicos (MAMARELIS et al.., 2010). Para a
aquisicdo do espectro foram utilizados 1 pL de cada amostras com uma secagem de 2

minutos. A aquisicdo dos espectros foi realizada em temperatura controlada (22 £+ 2°C)
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e espectros de referéncia (background) foram removidos de cada amostra, para garantir
a qualidade do espectro em relacdo a variacdo de CO2, vapores de &gua presentes na
andlise e possivel variacdo na linha de base. Cada espectro foi obtido com resolugéo de

4 cmt, por meio de 32 varreduras.

3.5 Ensaio de glicacéo da LDL

A formacdo de produtos avancados de glicacdo foi feita através da glicacdo da
LDL com metilglioxal. A LDL 190 pg proteina/mL mais o metilglioxal (MGO), 5 mM,
foram incubados por 72 horas a 37 °C em meio contendo tampé&o fosfato 20 mM, pH
7.4 e o extrato bruto, fracdo acetato de etila e quercetina na concentragdo 100 pg/mL.
Para o controle positivo e negativo foi utilizada a presenga ou auséncia, de MGO como
agente glicante. Apds o tempo de incubacdo a fluorescéncia das amostras foram
analisadas no espectrofluorimetro. A leitura foi feita a 340 nm de excitagéo e 380 nm de

emissdo. Resultados expressos em unidades de fluorescéncia.

3.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas utilizando o método de anélise de variancia
(ANOVA). Para as analises de multiplas comparagdes foi utilizado o teste de Turkey’s.
O programa GraphPad Prism versdo 8.0 foi utilizado para a confeccdo dos graficos e
analises estatisticas. Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da

média (SEM). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da oxidagdo da LDL in vitro com diferentes concentragdes do

extrato de Annona crassiflora Mart..

O extrato e a fracdo acetato de etila retardam a formacdo de dienos
conjugados na oxidacdo da LDL induzida por Cu(ll), aumentando o tempo de
resisténcia a oxidacdo (T-Lag), de maneira dependente da concentracdo (0,5, 1,0 e 2,0
ug/mL). Como mostrado na (Figura 4A), na concentragdo de 0,5 pug/mL a quercetina
houve maior tempo de resisténcia a oxidacdo comparada ao controle negativo. Ja na
(Figura 4B), na concentracdo de 1,0 pg/mL a fracdo acetato de etila exibiu 0 mesmo
perfil de resisténcia da quercetina comparados ao controle negativo. Por fim na (Figura
4C), ambos os tratamentos mostraram o0 mesmo perfil de resisténcia a oxidagdo quando

comparados ao grupo controle negativo.
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Figura 4. Efeito do extrato bruto e sua fragéo acetato de etila na formacéao de dienos conjugados da LDL
oxidada, (A) representa a concentracdo de 0,5 ug/mL, (C) 1,0 pg/mL e (E) 2,0 ug/mL. Efeito do extrato
bruto e sua fragdo acetato de etila nos valores de fase lag para formacgdo de dienos conjugados, (B)
representa a concentracéo de 0,5 pg/mL, (D) 1,0 pg/mL e (F) 2,0 pg/mL .A LDL (100 pg de proteina/mL)
foi incubada em meio de reacdo com CuCl; (5uM) por 120 minutos a 37 °C. Valores expressos como
média £ desvio padrdo. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas significantes (p < 0,05).
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4.2 Producdo de TBARS

A peroxidacdo lipidica da LDL avaliada pela medida das espécies reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) aumentou com a oxidac¢do da LDL induzida por Cu(ll). O
extrato bruto, a fragcdo acetato de etila e a quercetina, nas concentragdes de (0,5, 1,0 e
2,0 pg/mL), foram eficazes na reducédo da producdo de TBARS, como apresentado na
(Figura 5). O tratamento com o extrato bruto mostrou melhor redugdo da peroxidagéo
lipidica na concentracdo de 2,0 ug/mL (Figura 5A). J& no tratamento com a fracdo
acetato de etila (Figura 5B) as concentragdes ndo mostraram diferencas significativas
entre si. Também foi observado no tratamento com a quercetina (Figura 5C) que as
concentragbes 1,0 e 2,0 ug/mL mostraram menor producdo de TBARS quando

comparadas com a concentragdo de 0,5 pg/mL.
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Figura 5. Efeito do extrato bruto (A), fracdo acetato de etila (B) e da quercetina (C), na producdo de TBARS durante
a oxidagdo induzida por CuClz (5 uM). (A) LDL 100 pg proteina/mL foi incubada por 2 horas a 37 °C na presenga de
CuClz (5 uM) com o extrato bruto. (B) LDL 100 pg proteina/mL foi incubada por 2 horas a 37 °C na presenga de
CuClz (5 uM) com a fragéo acetato de etila. (C) LDL 100 pg proteina/mL foi incubada por 2 horas a 37 °C na
presenca de CuClz (5 M) com quercetina. Valores expressos como média + desvio padrdo. Diferentes letras indicam
diferencas estatisticas significantes (p < 0,05).
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4.3 Fluorescéncia Trp-LDL

Os dados da Figura 6 mostram como o extrato bruto, a fracdo acetato de etilae a
quercetina foram efetivos na reducdo da perda de fluorescéncia do residuo de triptofano
na ApoB-100 da LDL, induzida por CuCl2. No tratamento com o extrato bruto (Figura
6A) as concentracOes de 1,0 e 2,0 ug/mL mostraram melhor efeito contra a perda da
fluorescéncia do Trp-LDL do que a concentracdo de 0,5 ug/mL. Ja no tratamento com a
fracéo acetato de etila (Figura 6B) as diferentes concentragcdes ndo mostram diferencas
entre si, mostrando que todas séo efetivas no combate a perda da fluorescéncia. Por fim,
no tratamento com a quercetina (Figura 6C) as concentragdes de 1,0 e 2,0 pg/mL foram
mais efetivas contra a perda da fluorescéncia do Trp-LDL que a concentragédo 0,5

pug/mL.
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Figura 6. Efeito do extrato bruto, fracdo acetato de etila e quercetina na fluorescéncia do Trp na LDL. (A), (B) e (C)
Valores de oxidagdo para a fluorescéncia do Trp da LDL incubada por 2 horas na presenca e auséncia do extrato
bruto, acetato de etila, quecetina (0,5, 1,0 e 2,0 pg/mL) e CuClz expressos ao final da oxidacéo (t120). Valores

expressos como média + desvio padrdo. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas significantes (p < 0,05).
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44 FTIR

Os picos analisados foram 2925 cm-! (CH, de lipideos); 2850 cm-! (C-H de
lipideos e acidos graxos); 1740 cm-! (lipideos e fosfolipideos); 1650 cm-! (amida I) e

1542 cm-! (amida I1) da concentra¢ido 2,0 pg/mL submetida ao FTIR. A oxidagdo da

LDL diminuiu tanto a intensidade dos picos de lipideos, quanto os de proteinas em

relacdo a LDL nativa, havendo alguma perda desses compostos na estrutura da LDL

decorrente da oxidacdo (Figura 7A). O extrato bruto ndo foi eficiente em reverter estes

pardmetros (Figura 7B). Em contrapartida, a fracdo acetato de etila do extrato

aumentou estes picos analisados em comparacdo com a LDL oxidada (Figura 7C),

indicando acdo de protecdo contra o processo oxidativo da LDL. J& a quercetina

aumentou levemente a intesidade de 2925cm-! e 1650cm-* (Figura 7D).
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Figura 7. Espectro FTIR de (A) LDL nativa vs LDL oxidada. (B), (C) e (D) LDL nativa, LDL incubada
com CuCl; (5 uM) extrato bruto, acetato de etila e quecetina, respectivamente a 2,0 pg/mL.
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4.5 Formacéao de produtos avancados de glicagdo

A exposicdo da LDL com metilglioxal por 72 horas resultou no aumento dos
niveis de fluorescéncia de produtos avancados de glicacdo. Os tratamentos nao foram
efetivos em reduzir os niveis de produtos avancados de glicacdo da LDL, somente a

quercetina mostrou efeito significativo com potencial anti-glicante (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do extrato bruto, fracdo acetato de etila e quercetina na formagao de produtos avancados
de glicagdo da LDL. Valores de glicacdo da LDL incubada por 4 dias, a 37 °C na presenca e auséncia do
extrato bruto, acetato de etila, quecetina (100 pug/ml) e CuCl, expressos em valores de glicacdo. Valores
expressos como média + desvio padrdo. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas significantes (p <

0,05).
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5 DISCUSSAO

A LDL e suas modifica¢Oes tém sido amplamente associadas ao desenvolvimento
da patogénese da aterosclerose (WITZTUM, 1994; PARTHASARATHY et al., 2010;
JEON & BLACKLOW., 2005). E importante ressaltar que as modificagdes oxidativas e
glicativas influenciam fortemente na susceptibilidade da LDL aos eventos da
aterosclerose (TORRES et al., 2018).

Para estudar os eventos que podem ocorrer na aterogénese o uso dos ions cobre
para induzir a peroxidagdo da LDL in vitro é um método valido sendo a formacédo de
dienos conjugados o mais utilizado para monitorar a oxidacdo da LDL in vitro
(GIESEG e ESTERBAUER, 1994). A formacdo de dienos conjugados é considerada o
primeiro evento da cadeia de reacdo, pois ap0s o inicio da peroxidacao lipidica ocorre
um rearranjo nas ligagdes duplas dos lipideos, levando a formacgdo dos dienos
conjugados (ESTERBAUER et al., 1992). Nos resultados obtidos mostramos que 0
extrato e a fracdo foram efetivos em retardar a formacéo de dienos conjugados durante a
oxidacdo da LDL com efeito dose dependente, claramente observado na anélise do
aumento da t-Lag, indicando a resisténcia da LDL a oxidacdo. Entretanto o tempo de 2
horas de incubacéo foi insuficiente para definir o tempo de resisténcia a oxidacdo dos

tratamentos, sendo estes, possivelmente maiores que 2 horas.

A producdo das espécies reativas ao acido tiobarbiturico € uma ferramenta muito
atil para dosar os niveis de malondialdeido (MDA) um produto final da cadeia de reacao
da peroxidacéo lipidica (OKHAWA et al., 1979). O extrato e sua fracdo também foram
efetivos na inibicdo da formacdo de MDA, a fracdo mostrou que as diferentes

concentracgdes tiveram efeito semelhante sobre a formacéo de MDA.

Também foram estudados o efeito do extrato e sua fracdo na oxidacdo da fracéo
proteica da LDL pela perda de fluorescéncia do residuo de triptofano. O espectro de
fluorescéncia da LDL nativa é centrado em 332nm, que € atribuido aos residuos de Trp
presentes na apo-B100, entdo a perda de fluorescéncia do Trp € considerada um
marcador de dano oxidativo da LDL (REYFTMANN et al., 1990). O extrato e sua
fracdo preveniram a reducdo da fluorescéncia do Trp, causando um aumento no tempo
de requerimento para o decréscimo da fluorescéncia do Trp para 0 maximo (tiz). Os
testes mostraram que o extrato e sua fracdo protegerem o ndcleo lipidico e proteico da

LDL da oxidag&o induzida por Cu(ll).
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Para identificar as regifes especificas da apo-B100 afetadas pela oxidacdo da
LDL com Cu(ll) realizamos a andlise de FTIR da LDL nativa e da LDLox na presenca
ou auséncia do extrato bruto e da fracdo acetato de etila da Annona crassiflora Mart. As
andlises foram realizadas nas regides com modificagdes de 3500 a 3200 cm™
correspondente a vibracdo dos grupos hidroxila vOH (MAMARELIS et al., 2010). Os
resultados mostrados no nosso estudo indicaram a presenca de HOe< em todos o0s
cromatogramas, foi observado no tratamento com a fragdo, uma acéo de protegéo contra
0 processo oxidativo na banda HOe. Como mostrado por ROBERFROID e BUC
CALDERON, 1995, sabe-se que o Cu(ll) catalisa a produ¢do de HO« através da reagdo
de Haber-Weiss, entdao ha uma relacdo do aumento de HO« e as alteragOes nas absorgdes
nas regides 1660 a 1500 cm-!. E possivel observar nessas regides as vibracdes de
alongamento C = O (1652 cm-%, banda amida I) e flexdo N-H (1550 cm-!, banda amida
I1) do grupo peptideo em apo-B100. Somente a fracdo acetato de etila foi eficaz e
aumentou estes picos em comparacdo a LDL oxidada, ja a quercetina aumentou
levemente a intensidade dos picos 2925cm-! (lipideos) e 1650cm-! (amida 1). Na
LDLox houve uma diminuicdo notavel na regido entre 2925 cm-! e 2850 cm-! de
lipideos e 1660 e 1500 cm-! de amidas, o0 extrato entretanto ndo mostrou grande

reversao da intensidade das bandas.

Como mostrado por WU et al., 2009 a hiperglicemia aumenta a producao dos
produtos avancados de glicacdo a partir da oxidacao e a glicacdo da LDL. Um trabalho
realizado por GHAFFARI e MOJAB, 2006 mostrou que a quercetina é um 6timo agente
antiglicante e que outros flavondides também podem ser usados para inibir a formacéo
de produtos avancados de glicacdo e, consequentemente, prevenir o dano a LDL
causado pela hiperglicemia. A glicacdo proteica mediada por glicose pode ocorrer tanto
em condicdes oxidativas quanto em ndo oxidativas (JAIRAJPURI et al., 2015). O
metilglioxal induz reacdes de glicacdo ndo oxidativa, apresentando uma vantagem em
relacdo a glicacdo induzida por glicose, 0 que permite identificar agentes antiglicantes
que atuam independente do seu potencial antioxidante (RABBANI et al., 2011). Este
fato demonstrou que o papel protetivo do extrato bruto e a fracdo acetato de etila sobre a

LDL néo envolviam atividades antiglicantes.

Estudos mostram que o0 uso dos antioxidantes naturais sdo uma terapia
alternativa para a aterogénese e demonstram também que estes inibem a formacdo de
LDL oxidada e a progressao da aterosclerose (KIOKIAS et al., 2018; TSUI et al., 2018).
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Além disso, diversos estudos in vitro com diferentes plantas mostram que o principal
grupo de compostos naturais que retardam a oxidacdo da LDL s&o os polifenois
(PATEL et al., 2018; FANG et al., 2014; dos SANTOS et al., 2018). Desta forma os
compostos polifendlicos tém sido escolhidos por suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorios e anti-aterogénicos (FUHRMAN e AVIRAM., 2001; TASNEEM et al.,
2018). Dentre polifendis mais estudados com potencial antiaterogénico estdo 0s
flavonoides, os acidos fendlicos as lignanas e os estilbenos, estes exibem grande
potencial de inibicdo glicativa e oxidativa da LDL (LUTZ et al.,, 2019). Como
demonstrado por ALISSON et al., 2016 o extrato etandlico e a fracdo acetato de etila da
casca do fruto do Araticum apresentam altas concentragdes de flavonoides (kaempferol
e quercetina) e proantocianidinas; tais compostos podem explicar os excelentes

resultados obtidos no presente estudo.

6 CONCLUSAO

O extrato bruto e a fracdo acetato de etila da casca do fruto da Annona crassiflora
Mart., inibiram a susceptibilidade da oxidacdo da LDL in vitro ndo tendo efeito na
inibicdo da glicacdo. Tais dados reforcam a capacidade antioxidante do extrato e da
fracdo acetato de etila e o potencial efeito na inibicdo da aterosclerose. Estudos
complementares sdo necessarios para avaliar os efeitos do extrato e da fracdo sobre a
internalizacdo da LDL oxidada por Macréfagos in vitro e formacdo da lesdo

aterosclerética in vivo.
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