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RESUMO

A dislipidemia e o estresse oxidativo tém relacdo direta na patogénese das doengas
cardiovasculares. Annona crassiflora Mart. (ACM) tem sido utilizada pela medicina popular
no tratamento de inflamagdes e dores, sendo esta planta uma fonte de polifendis com alta
capacidade antioxidante. No presente estudo, as propriedades antioxidantes da ACM foram
elucidadas em modelo de camundongos hiperlipidémicos (HLc) induzidos por injecao
intraperitoneal de Triton WR-1339 sob administragdo oral de extrato bruto ou fracao
enriquecida de polifenois da casca de frutos ACM. A andlise de componentes principais e a
correlacdo de Pearson revelaram associagdes positivas entre dados bioquimicos fecais e
sanguineos com biomarcadores de estresse oxidativo cardiaco. Aqui, o extrato bruto (CEAc)
foi capaz de aumentar o teor de glutationa reduzida (GSH) e reduzir a atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase, quando comparado ao
grupo veiculo sem tratamento. A fracdo rica em polifendis do CEAc foi capaz de aumentar a
capacidade antioxidante total, os niveis de GSH e a atividade das enzimas SOD e CAT, em
comparagdo ao grupo veiculo. Além disso, esta fracdo diminuiu o teor de carbonilas, a
peroxidagdo lipidica e a atividade das enzimas glutationa redutase e glicose-6-fosfato
desidrogenase em relagdao ao grupo veiculo. A casca do fruto ACM apresentou melhora no
sistema glutationa, principalmente quando utilizada a fragdo enriquecida com polifendis,

indicando um potencial uso antioxidante cardioprotetor deste extrato vegetal.

Palavras-chave: Dislipidemia. Araticum. Estresse oxidativo



ABSTRACT

Dyslipidemia and oxidative stress have a straight relation in pathogenesis of cardiovascular
diseases. Annona crassiflora Mart. (ACM) has been used to treat inflammation and pain in folk
medicine, being this plant a source of polyphenols presenting a high antioxidant capacity. In
the present study, the antioxidant properties of ACM were elucidated in hyperlipidemic (HLc)
mice model induced by intraperitoneal injection of Triton WR-1339 under oral administration
of crude extract (CEAc) or polyphenol enriched fraction of ACM fruit peel. Principal
component analysis and Pearson's correlation revealed positive asociations between blood and
fecal biochemical data with cardiac oxidative stress biomarkers. Here, CEAc was able to
increase the reduced glutathione content (GSH) and reduce the enzimatic activities of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase, when compared to
the vehicle group without treatment. The polyphenols-rich fraction from CEAc was able to
enhance the total antioxidant capacity, the GSH content, SOD and CAT enzimatic activities,
comparing to vehicle group. Moreover, this fraction decreased carbonyl content, lipid
peroxidation and glutathione reductase and glucose-6-phosphate dehydrogenase enzimatic
activities, also comparing to vehicle group. ACM fruit peel showed improvement in glutathione
system, mainly when used polyphenol enriched fraction, indicating a potential cardioprotective

antioxidant usage of this plant extract.

Keywords: Dyslipidemia. Araticum. Oxidative stress
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1. Introducao

Doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) abrangem doencas cardiovasculares
(DCV), sindrome metabodlica (SM), doengas neuroldgicas, desordens respiratorias e cancer, as
quais vem aumentando em todo o mundo devido ao estilo de vida sedentario associado a varios
outros fatores, como dieta rica em gordura e glicose, comidas industrializadas e tabagismo

(RANA et al., 2022; VIVARELLI et al., 2022).

Aterosclerose, diabetes tipo 2 e obesidade frequentemente coexistem na SM, incluindo
varios sinais clinicos, como obesidade central (abdominal), pressao arterial elevada e distirbios
no metabolismo de carboidratos ¢ dislipidemia - ndo sendo uma entidade médica distinta - esta
associada a outros fatores de risco para outras DCNT (KANIA-DOBROWOLSKA;
BARANIAK, 2022).

Essas entidades sdao consideradas fatores de risco por induzirem um estado pro-
inflamatorio, sobrecarga oxidativa, disfuncdo mitocondrial, deple¢do de antioxidantes
endogenos, disfungdo hemodindmica e isquemia, que se sobrepdem em pacientes
“dismetabolicos”, causando alteragdes pos-traducionais de proteinas, lipideos e 4cido
desoxirribonucleico (DNA), levando ao consequente e crescente estresse oxidativo (ROSSI et

al., 2021).

Dada a sua natureza insidiosa com desfecho letal, as DCNT representam um transtorno
social e econdmico crescente, o que torna urgente a necessidade de melhorar as estratégias
preventivas existentes e de encontrar novas abordagens terapéuticas (KASPER et al., 2017,
VIVARELLI et al., 2022,). A era das doencas degenerativas e de doencas provocadas pelo
homem caracteriza-se pela alta taxa de mortalidade por DCNT — principalmente DCV —

superando a mortalidade causada por desnutri¢do e doengas infecciosas (KASPER et al., 2017).

Evidéncias da literatura cientifica apoiam o uso de polifenois a base de plantas como
agentes terapéuticos que podem amenizar os danos causados pelas DCNT, devido a suas
propriedades anti-inflamatorios e antioxidantes. Os polifenois apresentam efeitos benéficos,
incluindo a reducao do acimulo de gordura no figado, e da dislipidemia, € melhora da pressao

arterial (ZHANG et al., 2021; RANA et al., 2022).
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Nesse contexto, além de estratégias de adesdo a um estilo de vida saudéavel e ingesta
balanceada de macronutrientes, as plantas medicinais podem ser grandes aliadas no manejo
clinico da SM, por aumentarem a capacidade antioxidante endogena e capacidade de sequestro
de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo auxiliar na reversdao dos efeitos deletérios

provocados pelo excesso de radicais livres (LIU, 2019).

A Annona crassiflora Mart (ACM), popularmente conhecida como araticum, ¢ uma
planta nativa do Cerrado, rica em compostos bioativos (LAGE et al., 2014; PIMENTA et al.,
2014; JUSTINO et al., 2016). Embora seja pouco explorada, os estudos t€ém evidenciado que o
araticum apresenta polifendis com caracteristicas relevantes na modulacao do perfil lipidico,
acdo anti-aterosclerotica, anti-inflamatéria, antinociceptiva, antihepatotoxica, antiglicante e
antioxidante (ROCHA et al., 2015; JUSTINO et al., 2016; JUSTINO et al., 2017; OLIVEIRA
etal., 2018; RAMOS et al., 2021).

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos
antioxidantes da casca do fruto da ACM com o uso de amostras do extrato bruto etandlico
(CEAc) e da fragdo enriquecida de polifenois por acetato de etila (PFAc) em modelos de
camundongos machos com hiperlipidemia induzida por tyloxapol (Triton WR-1339). O coragao
foi o0 6rgdo de escolha para analise dos parametros de estresse oxidativo por ser alvo de desfecho
clinico das DCV (MAKHMUDOVA et al., 2021), que ocorre, predominantemente, por doenca
arterial coronariana associada e consequente aos fatores de risco previamente citados, como
estilo de vida sedentdrio, estresse oxidativo e dentro da SM, a propria dislipidemia (D'ORIA,

2020; MAKHMUDOVA et al., 2021; ROSSI et al., 2021).

2. Revisao de literatura

2.1 Doengas cardiovasculares

Dentre as DCNT, vamos abordar mais detalhadamente as DCV, que de acordo com a
Organizag¢ao Mundial de Saude, sdo um grupo de doencgas do coracao e dos vasos sanguineos e
incluem: doenga coronariana (doenga dos vasos sanguineos que irrigam o musculo cardiaco),
doenca cerebrovascular (doenca dos vasos sanguineos que irrigam o cérebro), doenca arterial
periférica (doenga dos vasos sanguineos que irrigam os membros superiores € inferiores),

doenca cardiaca reumatica (danos no musculo do coracao e valvulas cardiacas devido a febre
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reumatica, causada por bactérias estreptococicas), cardiopatia congénita (malformagdes na
estrutura do coragdo existentes desde o momento do nascimento), trombose venosa profunda e
embolia pulmonar (coagulos sanguineos nas veias das pernas, que podem se desalojar e se

mover para o coragao e pulmoes) (OPAS/OMS; 2022).

Ataques cardiacos e acidentes vasculares encefalicos (AVEs), geralmente sdo eventos
agudos causados principalmente por um bloqueio que impede que o sangue flua para o coragao
ou para o cérebro. A razado mais comum para isso ¢ o acumulo de depdsitos de gordura nas
paredes internas dos vasos sanguineos por aterosclerose. Os AVEs também podem ser causados
por uma hemorragia em vasos sanguineos do cérebro ou a partir de coagulos de sangue. A causa
de ataques cardiacos e AVEs geralmente ¢ uma combinagao de fatores de risco, como o uso de
tabaco, dietas inadequadas, obesidade, sedentarismo, uso do dalcool, hipertensdo arterial,
diabetes mellitus e hiperlipidemia. A maioria das DCV pode ser prevenida por meio da mudanca

de fatores comportamentais de risco (OPAS/OMS; 2022)

2.2 Epidemiologia

DCVs sdo atualmente as principais causas de morte em todo o mundo. Antes de 1990,
como mencionado previamente, as doengas infecciosas € a desnutri¢do eram as causas mais
comuns, e as DCVs eram responsaveis por menos de 10% de todos os 6bitos. Em 2010, as
DCVs foram responsaveis por aproximadamente 16 milhdes de mortes no planeta (30%),
incluindo quase 40% das mortes nos paises desenvolvidos e cerca de 28% nos paises com
rendas baixa e média (KASPER et al., 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as DCNT foram responsaveis por 41
milhdes de mortes no ano de 2019, equivalente a 71% de todas as mortes no mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022). Em 2016, 17,9 milhdes de pessoas morreram em
decorréncia de DCV, representando 31% de todas as mortes globais. Destes, 85% das mortes
foram causadas por ataques cardiacos ¢ AVEs. Globalmente, um terco das doengas isquémicas
do coragdo ocorrem associados a elevados niveis de colesterol. No total, estima-se que o
colesterol elevado cause 2,6 milhdes de mortes por ano (4,5% do total de 6bitos). Sendo que,
em 2008, um total de 39% dos adultos (37% dos homens e 40% das mulheres) apresentaram

colesterol total (CT) elevado (DOLZHENKO et al., 2020).
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Dentre a mortalidade por DCV, prevalecem a doenga arterial coronariana (DAC) e o

AVE, sendo que, a taxa de mortes por DAC excede a taxa de mortalidade por AVE em uma

razdo de 2:1 a 3:1 (KASPER et al., 2017; ROTH et al., 2018), podendo ser observado no grafico

abaixo (Figura 1), a taxa de mortalidade entre homens e mulheres, causa de morte e

estratificacdo por idade.
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Figura 1: Mortalidade global, causa de morte e diferenga da distribui¢do da causa de morte por

idade e sexo. FONTE: Modificado de ROTH et al. (2018).
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O projeto Global Burden of Disease, Injuries, and Risk Factors Study (GBD 2017)
(ROTH et al., 2018) identificou e compilou dados de mortalidade e morbidade de 195 paises
entre 1980 e 2017, associado a quatro fatores de risco metabolicos principais para DCV—niveis
de lipideos, hipertensao arterial, obesidade e diabetes mellitus (KASPER et al., 2017; ROTH et
al., 2018).

No Brasil, no levantamento do DATASUS, entre os anos 2013 e 2018, identificou-se
que as DCV sdo causadoras de 29,4% dos 6bitos em um ano e mais de 308 mil individuos
morrem por ano, sobretudo de infarto e AVE. O constante problema insere o Brasil entre os 10
paises com maior taxa de obitos cardiovasculares (OLIVEIRA et al., 2020). Esta dissertacao

ird abordar principalmente as alteragdes lipidicas, as quais serdo detalhadas a seguir.

2.3 Dislipidemia

As dislipidemias representam alteragdes metabolicas lipidicas decorrentes de distirbios
em qualquer fase do metabolismo de lipideos, ocasionando niveis anormais dessas
biomoléculas no sangue (NATESAN; KIM, 2021). Essa disfuncdo ¢ causada por disturbios
alimentares, obesidade e doengas genéticas, aumentando em cerca de duas vezes as chances de

desenvolver DCV (YAO; LI; ZENG, 2020).

A preocupagdo da comunidade cientifica em compreender os parametros bioquimicos
na hiperlipidemia ¢ decorrente da correlacdao positiva entre a alteracdo do perfil lipidico e a
aterosclerose (WANG et al., 2022). Sabe-se que um fator chave para o inicio e a progressao da
aterogénese ¢ o colesterol plasmatico elevado, principalmente quando hd uma exposi¢ao
continua e cumulativa da lipoproteina de baixa densidade (LDL) ao tecido arterial, como um

potencial fator determinante para o inicio da aterosclerose (SCIPIONE; CYBULSKY, 2022).
2.3.1 Classificacao de dislipidemia

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2017), as dislipidemias podem ser
classificadas laboratorialmente, em quatro grupos, considerando os valores de CT, das fracdes
de lipoproteinas LDL e lipoproteina de alta densidade (HDL); e triglicerideos (TG):
hipercolesterolemia isolada, hipertrigliceridemia isolada, hiperlipidemia mista e HDL baixo
(FALUDI et al., 2017):

e Hipercolesterolemia isolada: aumento isolado do LDL (LDL > 160 mg/dL).
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e Hipertrigliceridemia isolada: aumento isolado dos TG (TG > 150 mg/dL ou > 175
mg/dL, se a amostra for obtida sem jejum).

e Hiperlipidemia mista: aumento do LDL (LDL > 160 mg/dL) e dos TG (TG > 150 mg/dL
ou> 175 mg/ dL, se a amostra for obtida sem jejum). Se TG > 400 mg/dL, o célculo do
LDL pela férmula de Friedewald é inadequado, devendo-se considerar a hiperlipidemia
mista quando o ndo HDL-c > 190 mg/dL.

e HDL baixo: redu¢ao do HDL (homens < 40 mg/dL e mulheres < 50 mg/dL) isolada ou

em associagdo ao aumento de LDL ou de TG.

2.4 Metabolismo de lipideos

Os lipideos sdo biomoléculas de estrutura diversificada, insoliveis em dgua e com
inimeras funcdes bioldgicas, que atuam principalmente como sinalizadores intracelulares,
isolantes térmicos, armazenadores de energia e apresentam papel fundamental na construgao de
moléculas mais complexas (NELSON; COX, 2012; KASPER et al., 2017). O colesterol ¢ um
constituinte essencial da maioria das membranas bioldgicas, além de atuar como precursor para
a sintese de acidos e sais biliares, hormodnios esteroidais e vitamina D, podendo ser sintetizado
na maioria das células dos tecidos (NELSON; COX, 2012). Do ponto de vista clinico, o
colesterol e os TG sao os lipideos mais relevantes (KASPER et al., 2017).

De forma geral, o colesterol, os 4cidos graxos e as vitaminas lipossoluveis da dieta sdo
absorvidas na parte proximal do intestino delgado (KASPER et al., 2017). A partir da absorgao,
esses elementos sdo transportados pelas lipoproteinas, que sdo grandes complexos
macromoleculares, compostas de lipideos e proteinas (NELSON; COX, 2012; KASPER et al.,
2017). Esse papel das lipoproteinas ¢ de suma importancia, carreando os lipideos da dieta do
intestino para os tecidos que necessitam de acidos graxos para a energia ou para o
armazenamento, por meio dos liquidos corporais (plasma, liquido intersticial e linfa) para os

tecidos e a partir deles (NELSON; COX, 2012; KASPER et al., 2017).

Os TG sao formados a partir de trés acidos graxos ligados a uma molécula de glicerol e
constituem uma das formas de armazenamento energético mais importante no organismo
(NELSON; COX, 2012). Os acidos graxos dos TG fornecem uma grande fracdo da energia
oxidativa nos animais, sendo encontrados nos tecidos adiposo, muscular e hepatico (NELSON;

COX, 2012).
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2.5 Digestao, mobilizacio e transporte de gorduras

Os TG da dieta sdo emulsificados no intestino delgado por sais biliares, hidrolisados
pelas lipases intestinais, absorvidos pelas células epiteliais intestinais, reconvertidos em TG, e
entdo transformados em quilomicrons pela combinagdo com apolipoproteinas especificas
(NELSON; COX, 2012). Os acidos graxos de cadeia mais longa (> 12 carbonos) sao
incorporados em TG e acondicionados com apolipoproteina B-48, ésteres de colesteril, ésteres
de retinil, fosfolipideos e colesterol para formar quilomicrons (NELSON; COX, 2012).

Os quilomicrons nascentes sao secretados na linfa intestinal e transportados pelo ducto
toracico diretamente para a circulagdo sistémica, onde sofrem extenso processamento pelos
tecidos periféricos antes de alcancar o figado. As particulas entram em contato com a
lipoproteina lipase (LPL), a qual est4 ancorada a uma proteina de ligagdo a lipoproteina de alta
densidade ancorada ao glicosilfosfatidilinositol, GPIHBP1, que esta ligada as superficies
endoteliais dos capilares no tecido adiposo, no coracao e no musculo esquelético (NELSON;
COX, 2012; KASPER et al., 2017).

Os TG dos quilomicrons sao hidrolisados pela LPL e os acidos graxos livres (AGL) sdo
liberados (KASPER et al., 2017). Os AGL sdo captados por miocitos ou adipdcitos adjacentes
e sdo oxidados para produzir energia ou reesterificados e armazenados na forma de TG
(NELSON; COX, 2012; KASPER et al., 2017). Uma vez dentro das células, os acidos graxos
sdo ativados na membrana mitocondrial externa pela conversdo em tioésteres de acil-CoA
graxos, que serao oxidadas na matriz mitocondrial apos passar pelo ciclo da carnitina
(NELSON; COX, 2012).

Alguns dos AGL ligam-se a albumina antes de penetrar nas células e sao transportados
para outros tecidos, em especial para o figado (NELSON; COX, 2012; KASPER et al., 2017).
A particula de quilomicron diminui progressivamente de tamanho a medida que o cerne
hidrofébico ¢ hidrolisado e os lipideos hidrofilicos (colesterol e fosfolipideos) e as
apolipoproteinas sobre a superficie da particula sdo transferidos para as HDLs, criando os
remanescentes de quilomicrons (KASPER et al., 2017).

Os remanescentes de quilomicrons sao rapidamente removidos da circulacao pelo
figado por meio de um processo que requer a apolipoproteina E como ligante para os receptores

no figado (NELSON; COX, 2012; KASPER et al., 2017).



27

Em consequéncia, poucos quilomicrons ou remanescentes de quilomicrons, ou até
mesmo nenhum, em geral estdo presentes no sangue depois de um jejum de 12 horas, exceto

em pacientes com certos disturbios do metabolismo das lipoproteinas (KASPER et al., 2017).

As lipoproteinas sdo os principais carreadores de lipideos no sangue, apresentam
particulas complexas com um nucleo central de ésteres de colesterol e TG cercados por
colesterol livre, fosfolipideos e apolipoproteinas. As lipoproteinas plasmaticas sao
normalmente divididas em 7 classes, de acordo com seu tamanho, composi¢des lipidicas e
apolipoproteinas, que sdo quilomicrons, remanescentes de quilomicrons, lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), LDL, HDL e
lipoproteina A (LpA) (AFONSO; SPICKETT, 2019).

Os quilomicrons sdo responsaveis pelo transporte de lipideos da dieta do intestino para
os tecidos metabolizadores de lipideos, musculo e adiposo, € os remanescentes de quilomicrons
resultantes entregam os lipideos remanescentes ao figado. VLDL, IDL, LDL estdo envolvidos
na segunda fase da entrega de TG e colesterol do figado para os tecidos periféricos, enquanto
as particulas de HDL sdo responsaveis pelo transporte reverso do colesterol das células nos
tecidos periféricos para o figado para as lipoproteinas da via endogena (PARTHASARATHY;
STEINBERG; WITZTUM, 1992; AFONSO; SPICKETT, 2019).

As lipoproteinas desempenham um papel na adsorcao e transporte de lipideos dietéticos
do intestino e lipideos enddgenos do figado, podendo ser observado esquematicamente na Fig.
2. HDL estao envolvidas no chamado transporte reverso de colesterol dos tecidos periféricos
para o figado e intestino, exercendo assim um papel protetor. JA a LDL ¢é a principal
transportadora de colesterol para as células, sendo considerada um fator de risco cardiovascular
bem estabelecido. Esta classe de lipoproteinas € responsavel pelo desenvolvimento da
aterosclerose como consequéncia de sua modificacdo (oxidacdo, acetilagdo e agregagdo) no
espaco subendotelial. Apos essas modificagdes, a LDL provoca lesdao endotelial, promove a
adesdo das células inflamatdrias e sua diferenciagdo aos macrofagos (PARTHASARATHY;

STEINBERG; WITZTUM, 1992).
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Figura 2: Vias metabdlicas exdgena e endogena das lipoproteinas. A via exodgena transporta
lipideos da dieta para a periferia e o figado. A via endogena transporta lipideos hepaticos para
a periferia. Legenda: AGL, acidos graxos livres; Apo, apolipoproteina; HL, lipase hepatica;
IDL, lipoproteina de densidade intermediaria; LDL, lipoproteina de baixa densidade; LDLR,
receptor de lipoproteina de baixa densidade; LPL, lipoproteina lipase; VLL, lipoproteina de
densidade muito baixa. FONTE: KASPER et al., 2017.

2.6 Disturbios no metabolismo de lipideos

Disturbios do colesterol e TG elevados: embora literalmente centenas de proteinas
influenciem o metabolismo das lipoproteinas e possam interagir, produzindo dislipidemia no
individuo, existe um nimero limitado de “pontos centrais” distintos que regulam o metabolismo
das lipoproteinas que interagem entre si € influenciam uns aos outros, podendo ser observado

na Fig. 3 (KOLOVOU, 2005; KASPER et al., 2017):

e Aumento dos acidos graxos livres: O defeito primario ¢ provavelmente focado na
incapacidade de incorporar os AGL aos TGs pelo tecido adiposo (esterificagdo

inadequada). Isso resulta em reducdo da captura de acidos graxos e consequente
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retencao pelo tecido adiposo. A resisténcia a insulina também causa reducao da retengdo
de AGL pelos adipocitos. Ambas as anormalidades levam ao aumento do fluxo de AGL

de volta ao figado (KOLOVOU, 2005).

Aumento de TGs: O aumento do fluxo de AGL da periferia para o figado no estado
resistente a insulina estimula a sintese hepatica de TG. A reducdo substancial nas taxas
de depuragao de VLDL aparece a medida que o TG plasmatico aumenta levando ao
acimulo de grandes particulas de VLDL. Estas quedas de taxas de depuragdo
provavelmente refletem nas taxas de lipolise e podem ser atribuidas a uma mudanca na
atividade da LPL (reduzida no estado de resisténcia a insulina) e outros fatores como o
teor de apoC-II ou a razao apoCII/CIII (moduladores da atividade da LPL) em VLDL
(KOLOVOU, 2005).

LDL pequeno e denso: Na resisténcia insulinica, os niveis da LDL sdo geralmente
dentro dos limites normais ou apenas levemente aumentado; porém a LDL ¢ muitas
vezes de composi¢ao anormal (LDL pequena e densa). A anormalidade subjacente que
causa a LDL pequena e densa ¢ a hipertrigliceridemia. Nestas condi¢des, VLDL ricas
em TG (VLDL1) se acumulam. Quando a VLDLI1 ¢ quebrada pela LPL, uma populagao
de particulas de LDL com Apo B alterada ¢ produzida. Essas particulas nao se ligam
eficientemente aos receptores de LDL e, portanto, t€m uma permanéncia prolongada na

circulacao (KOLOVOU, 2005).

Niveis baixos de colesterol HDL: O colesterol HDL baixo em pacientes com SM ¢
frequentemente considerado como secundario ao TG elevado. Na presenga de aumento
dos niveis plasmaticos de TG, ocorre a formagao de HDL rica em TG. Estas HDLs ricas
em TGs sdo mais propensas a serem catabolizadas, sofrem hidrélise e dissociacao de

seu componente proteico, apo A (a principal proteina da HDL) (KOLOVOU, 2005).
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Figura 3: Representacao esquematica de dislipidemia em sindrome metabdlica. Legenda: AGL,
acidos graxos livres; TG, triglicerideos; LPL, lipoproteina lipase; CIII, apolipoproteina CIII;
apo, apolipoproteina; HDL, lipoproteina de alta densidade; CETP, proteina de transferéncia de
colesteril éster; CE, colesteril éster; VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade; LDL,
lipoproteina de baixa densidade,; HL, lipase hepatica. FONTE: Modificado de Kolovou (2005).

Além dos distirbios no metabolismo de lipideos, o acometimento do sistema cardiovascular

estd vinculado a inflamagao e estresse oxidativo, que serdo abordados a seguir.
2.7 Dislipidemia, intestino, sistema imune e inflamacao

Alguns nutrientes estdo mais fortemente relacionados a uma resposta pro-inflamatoria
do que outros, por exemplo, como acido graxos saturados (SAT), a quantidade e a qualidade
consumida sdo consideradas um dos principais determinantes da magnitude da inflamagao pos-
prandial (MALESZA et al., 2021). Em 2021, foi publicado um posicionamento sobre o
consumo de gorduras e satide cardiovascular pelo Departamento de Aterosclerose da Sociedade

Brasileira de Cardiologia (IZAR et al., 2021). Nesse documento, os autores afirmam que a
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nutricdo tem papel importante na génese das DCNT, consideradas um dos mais importantes
problemas de satde publica da atualidade no mundo e no nosso pais. Além da quantidade, a
qualidade dos alimentos que consumimos (em particular aqueles que sao de fonte de gorduras)

participa tanto da patogénese das DCV, quanto na sua prevencao (IZAR et al., 2021).

Recomendagdes cléassicas sobre o consumo de gorduras: O primeiro trabalho, publicado
na década de 50, mostraram que o aumento do consumo de gorduras se associava
significativamente com a maior prevaléncia da aterosclerose (PAGE et al., 1957). O estudo
baseou-se na analise de dados populacionais a partir da utilizagdo de inquérito alimentar, em
que se avaliava o efeito da quantidade e dos tipos de SAT e acidos graxos insaturados (INSAT)
sobre a mortalidade e a DCV (PAGE et al., 1957).

Assim, a primeira recomendagdo quanto ao consumo de gorduras estabeleceu limite
maximo de 30% do valor caldrico total da dieta na forma de gorduras e recomendou reducao
no consumo de SAT (PAGE et al., 1957). As diretrizes subsequentes publicadas pela American
Heart Association e as orientagdes do Dietary Guidelines for Americans 2015-2020
mantiveram a mesma linha para a preven¢ao cardiovascular, recomendando limite méximo de
35% do valor caldrico total da dieta, podendo variar conforme o perfil lipidico de cada individuo
(IZAR et al., 2021). Além disso, recomendam-se ingestdo de no méaximo 10% do valor total da
dieta para SAT, estimulo ao consumo de INSAT e auséncia de 4cidos graxos trans na dieta
(IZAR et al., 2021).

Os SAT podem exercer um efeito molecular semelhante ao lipopolissacarideo (LPS) e
ativar o receptor do tipo foll 4 (TLR), levando a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, ao
comprometimento da fun¢do da barreira intestinal e a interrup¢do do metabolismo celular
(MALESZA et al., 2021). Os SAT sdao componentes essenciais do lipide A, presente na parede
celular de bactérias gram-negativas — € a por¢ao endotdxica do LPS (IZAR et al., 2021). Ja é
claro na literatura cientifica que os SAT disparam a sinaliza¢dao inflamatoria, pois modulam
tanto a via do fator nuclear kappa B (NF-kB), por meio da estrutura dos receptores TLR4, como
a via do TLR2 (CHEN et al,, 2017; IZAR et al., 2021).

No nivel sist€émico, o consumo excessivo de gordura desencadeia [-oxidacao
mitocondrial de AGL, aumentando posteriormente a produ¢ao de EROs, o que pode causar uma
resposta pro-inflamatdria, mediado, por exemplo, ativando NF-kB e causando a expressdo de
citocinas pro-inflamatdrias como interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-

a) e Oxido nitrico-sintase induzida (iNOS) (MALESZA et al., 2021).
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Outra estratégia de intensificagdo do processo inflamatoério induzido pelo consumo de
SAT ¢ a ativagdo intracelular da proteina inflamassomal com dominio de ligagdo e
oligomerizagdo de nucleotideos contendo dominio ricos em leucina e dominio pirina tipo 3
(NLRP3) (WEN et. al., 2011). Quando o inflamassomo encontra-se ativo, tornam maduras as
interleucinas (IL)1PB e IL-18, induzidas pelo NF- kB (IZAR et al., 2021). Além de ter sido
demonstrado que a gordura SAT oriunda da dieta foi capaz de ativar esse mecanismo através
do receptor TLR4, as prostaglandinas E2 (PGE2) derivadas do acido araquidonico também o
fazem, trazendo implica¢des importantes a doenga coronariana e a comorbidades associadas ao
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), como a retinopatia diabética (WEN et al., 2011; CHEN et al.,
2017; IZAR et al., 2021).

Um dos mecanismos possiveis pelos quais a dieta hiperlipidica (HFD) pode exercer seu
efeito pro-inflamatorio € a estimulacao do estresse oxidativo. HFD induziu a expressdo de genes
considerados marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico que estdo intimamente
relacionados com o estresse oxidativo (MALESZA et al., 2021).

Além disso, a HFD promove alteragdes no intestino e em sua microbiota, resultando em
disbiose, disfuncao da barreira intestinal, aumento da permeabilidade intestinal e vazamento de
metabolitos bacterianos toxicos na circulacdo, todos os quais contribuem para o
desenvolvimento de inflamagao sistémica de baixo grau, ilustrada na Fig. 4 (MALESZA et al.,

2021).
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Figura 4: Dieta de estilo ocidental rica em gorduras induzindo inflamagao e disbiose, associados
a patogénese de dislipidemia, resisténcia periférica a insulina. FONTE: Modificado de
MALESZA et al. (2021).

2.8 Sindrome metabolica, satide intestinal e doenca cardiovascular

Os quilomicrons ricos em TG pds-prandiais constituem um fator de risco independente
para aterosclerose, principalmente na inducdo de resisténcia insulinica. Um epitélio intestinal
hiperpermeavel apos refeicdes gordurosas, ver figura 5, pode ser o gatilho para resisténcia
generalizada a insulina. Isso sugere um papel fundamental para o intestino também na doenga
vascular, j4 que a resisténcia a insulina no tecido adiposo resulta na desinibi¢do da LPL
dependente de hormonios, resultando em uma liberag@o continua de AGL que atuam como um
substrato para a liberagdo hepatica de VLDL. Altos niveis de VLDL circulante pds-prandial
aumentam a taxa de interacdo com a liberagdo induzida pela refeicdo de quilomicrons de
apolipoproteina B-48, resultando na formacao de restos de lipoproteinas enriquecidos com éster

de colesterol, alguns dos quais sio altamente aterogénicos (FANDRIKS, 2016).
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Figura 5: Uma dieta rica em gordura e hiperpermeabilidade intestinal. Dieta rica em gordura e
carboidratos faz com que o epitélio intestinal se torne mais permedvel as macromoléculas
microbianas (endotoxina) e inicia uma reac¢ao pro-inflamatoria em cascata. A mucosa intestinal
hiperpermeavel pode, assim, fornecer uma ligacdo entre a dieta e o estado inflamatorio
sistémico de baixo grau que impulsiona a resisténcia a insulina periférica. FONTE: Modificado
de FANDRIKS (2016).

Além disso, apds a refei¢do com alto consumo de gordura, um actimulo de quilomicrons
no espago intercelular da mucosa intestinal pode aumentar a pressdo local, resultando em
afrouxamento da jun¢do de oclusdo (TJ) entre os enterdcitos ou mesmo perfuracdo de
membrana basal. A barreira intestinal comprometida, a torna mais permeavel para a
translocagdo de LPS, favorecendo a inflamacdo. Estudo em ratos, demonstrou que a absorc¢ao
de gordura ativa os mastdcitos na mucosa intestinal, resultando na liberagdo aumentada de
mediadores de mastécitos, incluindo histamina ou PGE2. Este processo esta correlacionado
com o aumento da permeabilidade intestinal transcelular e paracelular (MALESZA et al.,

2021).

Uma caracteristica fisiologica notavel ¢ que a alta concentragao de glicose intramucosa

intestinal associada a refeigdo parece ser um forte sinal para a liberacao de gordura armazenada
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nos enterdcitos. Isso significa que a lipemia pds-prandial reflete os lipideos ingeridos varias

horas antes, reforcando a importancia das cargas de glicemia e glicose intraluminal, ver Fig. 6

(FANDRIKS, 2016).

Central obesity
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natriurese
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Figura 6: Proposta de mecanismos fisiologicos de importancia para a sindrome metabolica.
Legenda: GI, gastrointestinal. FONTE: Modificado de FANDRIKS (2016).

O termo “obesidade central” ¢ usado, indicando que a distribuicdo de gordura,
particularmente a adiposidade abdominal, ¢ fundamental e ndo o peso corporal em si. A
circunferéncia da cintura, particularmente, tem sido promovida como um melhor indicador
individual como preditor para SM do que o indice de massa corporal (IMC) relacionado a altura
do corpo (ASHWELL; GUNN; GIBSON, 2011). A razio pela qual a adiposidade abdominal,
em vez da subcutinea, estd mais intimamente associada a doenca metabolica pode estar
relacionada com a liberacdo de adipocinas pro-inflamatorias a partir dos adipodcitos de
localizagdo visceral, contribuindo para o inicio da resisténcia insulinica periférica

(TCHERNOF; DESPRES, 2013).

7

O tecido adiposo € composto por adipdcitos, pré-adipdcitos, células imunes,
fibroblastos, noédulos linfaticos e tecido nervoso (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). O
adipdcito ¢ a unica célula capaz de armazenar gordura sem comprometer sua funcionalidade, e
sua funcdo primaria ¢ promover lipogénese e lipolise (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). O
tecido adiposo ainda € capaz de secretar diversas substancias bioativas, como leptina, citocinas

(TNF, IL6, MCPI1, IL1B) e outras adipocinas, desempenhando fun¢do autdcrina, paracrina e
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endocrina (PRADO et al., 2009). Tais agdes podem ser moduladas por diferentes acidos graxos

provenientes da alimentagao (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Entretanto quando ha um excesso de lipideos no tecido adiposo, um processo de
remodelagdo ¢ acionado, caracterizado pela hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos e secrecao
de citocinas em concentragdes elevadas, que as caracterizam como pro-inflamatorias na
tentativa de restabelecer a homeostase (IZAR et al., 2021). Todavia, cronicamente, a secre¢ao
de TNF-a, IL6, iNOS e proteina quimiotatica de monocitos 1 (MCP1), e o recrutamento de
células inflamatdrias como neutrofilos, células T e macrofagos, promovem inflamagao, fibrose
e resisténcia a insulina no proprio tecido adiposo, o qual exerce papel fundamental no

desarranjo metabolico caracteristico da obesidade e SM (IZAR et al., 2021).

A sinaliza¢ao celular mediada pelos receptores de TNF-a culmina com ativagdo do NF-
kB, que incrementa a secrecdo de citocinas e caracteriza a inflamacao local (CHEN et al.,
2017). Nessa condi¢do, o adipodcito apresenta intensificagdo da lipdlise com aumento da
liberagdo de AGL (IZAR et al., 2021). Os SAT provenientes da lip6lise dos adipocitos ativam
os receptores TLR4 de macrofagos residentes no tecido, agravando a resposta inflamatéria

local, estabelecendo um circulo vicioso, ver Fig. 7 (CHEN et al., 2017; IZAR et al., 2021).

Concomitante a essas agdes, ocorre gradativamente a polarizagdo de macréfago da
subpopulagdao M2 (anti-inflamatorio, ligado a resolugdao da lesdo) para M1 (via classica de
ativacdo, associada a resposta Thl) (IZAR et al., 2021). Com isso, ocorre intensificagdo do
estado inflamatoério e indugdo de resisténcia a insulina no tecido adiposo (CHEN et al., 2017;
IZAR et al., 2021). Além disso, na obesidade, outros fatores como hipoxia do tecido adiposo,
EROs e endotoxemia contribuem para manutencao da inflamagao no tecido adiposo (IZAR et

al., 2021).

Ademais, a insulina exerce importante efeito no tecido adiposo, pois inibe a lipdlise e
estimula a lipogénese e a captagdo de glicose e AGL (CHEN et al., 2017). A ativacao de vias
inflamatorias antagoniza a acdo da insulina ao induzir resisténcia ao hormonio e favorece o
surgimento de doencas associadas ao risco cardiometabdlico (IZAR et al., 2021). Ainda vale
notar que a propria presenca de acidos graxos poli-insaturados nas membranas celulares faz

com que essas sejam potentes geradoras de radicais livres (BARBOSA et al., 2010).
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Figura 7. Patofisiologia associadas a dieta ocidental, satde intestinal e estresse oxidativo.
Legenda: SCFA, 4cidos graxos de cadeia curta; LPS, lipopoliscarideo; TJ, juncdes apertadas;
TLRA4, toll like receptor 4; NF-xB, fator nuclear kappa-light chain-enhancer de células B
ativadas; IL-6, interleucina 6; TNF-a, fator de necrose tumoral-alfa; RNS, espécies reativas de
nitrogénio; EROs, espécies reativas de oxigénio; RE, reticulo endoplasmatico; SFA, acidos
graxos saturados. FONTE: Modificado de MALESZA et al. (2021).

Na ultima década, estudos tem direcionado a atencdo para a interagdo entre a ingestao
de nutrientes, o metabolismo da microbiota intestinal e o risco de desenvolver DCVs. Padrdes
moleculares associados a microbiota sdo ligados a receptores de reconhecimento de padrdes de
hospedeiro e tém sido sugeridos como vias de sinaliza¢ao para a patogénese das DCVs. Além
disso, a microbiota hospedeira produz varios metabolitos, como N-6xido de trimetilamina
(TMAO), que estdo associados a patogénese de DCVs. Em contrapartida, os 4cidos graxos de
cadeia curta (SCFAs) e acidos biliares secundarios liberados por uma microbiota salutogénica,

podem desviar a rota de adoecimento (BROWN; HAZEN, 2018).

Sabe-se que, com o maior consumo de dietas ricas em SAT aumenta-se a
permeabilidade paracelular intestinal, por interferir em proteinas do complexo das TJ, e com

1sso elevam as concentragdes plasmaticas de LPS. Alteragdes na permeabilidade intestinal estao
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relacionadas com a regulacao das TJ, complexo proteico que mantém as jungdes célula-célula
no epitélio intestinal, formando uma barreira contra a passagem de macromoléculas (IZAR et
al.,2021).

Além disso, varios estudos em animais humanos e ndo humanos identificaram o TMAO,
metabolito da trimetilamina derivada de microbio intestinal, como um potencial promotor de
doengas cronicas, incluindo aterosclerose. Em humanos, TMAO e seus precursores tém sido
associados com carga aterosclerdtica, aumento do risco para DCVs graves e morte. Nos
modelos pré-clinicos, o0 TMAO acelerou o desenvolvimento da aterosclerose, e induziu
trombose, apoiando um papel para a microbiota intestinal na patogénese e complicagdes
associadas das DCVs (RONCAL et al., 2019). Ainda, TMAO impede o transporte reverso do
colesterol, o que pode contribuir para a patogénese da DCV, promovendo acumulo de colesterol
nos macréofagos (IZAR et al., 2021).

Os SCFAs sao os principais produtos finais da degradacao microbiana de carboidratos
e proteinas no intestino, os quais apresentam intimeros efeitos em todo o corpo, como transporte
e o metabolismo das células epiteliais, controle de metabdlitos de lipideos e carboidratos em
hepatocitos e fornecimento de energia. Por exemplo, propionatos poderiam reduzir a expressao
induzida por citocina de moléculas de adesao induzida por citocinas, como VCAM-1 (molécula
de adesao celular vascular 1) e a ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular 1) em células
endoteliais, inibindo o NF-«xB, reduzindo a glicemia e o colesterol, atuando no metabolismo
lipidico, inibindo a sintese de colesterol nos hepatdcitos e reduzindo fatores de risco de DCVss
(CHEN et al., 2018).

A microbiota intestinal pode afetar o metabolismo lipidico e do colesterol através de
sais biliares e o receptor de sal biliar (também conhecido como receptor farneséide X, FXR). O
FXR foi identificado na modulagdo do metabolismo lipidico e da glicose. Os sais biliares sao
importantes para a absor¢ao de lipideos dietéticos e vitaminas lipossoluveis, pois participam na
solubilizacdo de gorduras (HU et al., 2015; KASPER et al., 2017). Os sais biliares sdo
sintetizados a partir do colesterol no figado, armazenados na vesicula biliar e liberados no
intestino apds a ingestdo de uma refeicao (HU et al., 2015).

Esses sais biliares também podem atuar como moléculas de sinalizagdo que se ligam ao
FXR, um receptor nuclear que regula varios processos fisiologicos, como glicose e
metabolismo lipidico. No figado, a ativagdo mediada por &cido biliar do FXR regula o

metabolismo de TG, especialmente a producdo de VLDL e lipogénese de novo. A sinalizagao
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FXR no intestino delgado também foi demonstrada na regulagdo da esteatose e a obesidade
(HU et al., 2015). Em camundongos propensos a aterosclerose, a ativagdo do FXR mostrou

efeitos protetores na formagio de lesdes ateroscleréticas (ZHANG; GERARD, 2022).

2.9 Dislipidemia, inflamacao e aterosclerose

A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatoria cronica, com atuacdo de macrofagos e
linfécitos no processo de formagao de placas de ateroma, capazes de provocar o espessamento
da parede média e intima das artérias em decorréncia do acumulo de gordura, com nucleo
lipidico formado por colesterol e ésteres de colesterol, linfocitos e restos necréticos, além de
material fibroso formado por coldgeno produzido por fibras musculares lisas que migraram para
a camada intima dos vasos sanguineos (SANTOS et al., 2021).

Com o avango da doenga aterosclerotica, as artérias vao perdendo elasticidade ao passo
que formam placas, ou melhor, ateromas capazes de impedir o fluxo sanguineo e levar a
isquemia do tecido (LIBBY et al., 2019). Podendo contribuir para a incidéncia de AVE
isquémico, resultante de oclusdo de artérias cerebrais devido a - trombose, cardioembolia,
aterosclerose ou tampao plaquetario focal — ou entdo, uma isquemia consequente a uma redugao

completa do fluxo sanguineo para o cérebro, como na parada cardiaca (WHITE ez al., 2000).

A LPL ao longo da superficie capilar do limen hidrolisa VLDL, resultando em restos
de VLDL/particulas IDL e produtos de lipolise. As particulas de lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL) sdo ainda catabolizadas em LDL por lipase hepatica (HL). LPL também
hidrolisa quilomicrons, produzindo restos ou remanescentes de quilomicrons (Figura 8). As
lipoproteinas ricas em TG e seus remanescentes penetram prontamente na parede arterial e
podem ser absorvidos por macrofagos levando a formacdo de células espumosas e ao

desenvolvimento de placas aterosclerdticas (WANG et al., 2022).
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Figura 8: Formagdo de aterosclerose. Legenda: TRLs, lipoproteinas ricas em triglicerideos;
LPL, lipoproteina lipase; LH, lipase hepatica; VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa;
IDL, lipoproteina de densidade intermediaria; LDL, lipoproteina de baixa densidade; RC,
colesterol remanescente. FONTE: Modificado de WANG et al. (2022).

Viarios fatores de risco, como o aumento da pressao arterial, fazem com que o endotélio
se deteriore e dé inicio & formacdo de placa aterosclerdtica. Sabe-se que o inicio do
desenvolvimento dessa placa comeca com o endotélio vascular sendo danificado por muitos
fatores de risco, como a elevada concentracdo de LDL, como mencionado previamente
(SCIPIONE; CYBULSKY, 2022). Sendo assim, condigdes em que a LDL sofre oxidagao,
principalmente nos estados de hiperlipidemia e a hiperglicemia, desencadeiam uma sinalizagao
inflamatoria do endotélio vascular para um perfil pro-aterogénico (CATANIA; BARROS;
FERREIRA, 2009).

Entdo quando a LDL sofre oxidagdo, acetilagdo e agregacao no espago subendotelial,
provoca lesdo endotelial, promove adesdo de células inflamatdrias e a diferenciacdo para
macrofagos proé-inflamatorios. Além disso, uma infinidade de efeitos, relevantes para a

progressdo da doenga, sdo induzidos, como disfungdo endotelial, inibigdo endotelial de iNOS,
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liberagdo de citocinas inflamatorias e agregacao plaquetaria (GIANAZZA et al., 2019). Esse
processo de oxidacdao das lipoproteinas serd abordado com mais detalhes, na secdo 2.11
Peroxidagao lipidica, logo adiante, pois, a LDL oxidada na intima pode levar ao aumento na
formagao de células espumosas na lesdo local e formacao de placa aterosclerética. Juntamente
com a resisténcia a insulina, comumente presente em quadros de dislipidemia, podem interferir
no metabolismo da glicose, levando a hiperglicemia prolongada, a qual desencadeia o estresse
oxidativo e reagdes inflamatérias causando danos celulares. Além disso, a LDL exposta a altos
niveis de glicose circulante resulta LDL glicada. A ligacao do agticar com a fita proteica (Apo
B) ¢ chamada de glicacdo de LDL, modificagdo da Apo B pelos radicais livres conhecida como

oxidacdo de LDL (Figura 9) (MANZOOR et al., 2022).

L

Figura 9: Glicagao e oxidacao de LDL. Ligacao de carboidrato com a fita de apolipoproteina B
(Apo B) é chamada de glicagdo de LDL. Modificacdo de Apo B por radicais livres é chamada
de oxidagdo de LDL. Legenda: LDL, lipoproteina de baixa densidade; ROS, espécies reativas
de oxigénio. FONTE: Modificado de Manzoor ef al. (2022).

A permeabilidade da tinica intima as lipoproteinas plasmaticas ¢ aumentada pela
disfungdo endotelial, favorecendo sua reten¢do na regido subendotelial e maior estresse
oxidativo (SANTOS et al., 2021; SCIPIONE; CYBULSKY, 2022). LDL oxidadas se ligam
aos receptores de macrofagos, resultando em aciimulo de ésteres de colesterol e formagao de
células espumosas, potencializando a inflamacao (SANTOS et al., 2021). Além da oxidagdo da
LDL, o estresse oxidativo desencadeia a producdo de fatores pro-tromboticos e citocinas
inflamatoérias, que causam disfun¢do endotelial e lesdes vasculares aterosclerdticas (WANG et

al., 2022).
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O conceito de produgdo cronica ou prolongada de EROs ¢ considerado central para a
progressao da doenga inflamatoria (KNAUS, 2020). Vimos previamente a fisiopatologia da
inflamagao na aterosclerose ¢ iremos abordar o conceito de estresse oxidativo com mais detalhe

na sec¢ao seguinte.

2.10 Estresse oxidativo

As EROs sdo classicamente definidas como metabolitos parcialmente reduzidos de
oxigénio (O2) que possuem forte capacidade oxidante. Eles sdo deletérios para as células em
altas concentragdes, mas em "concentracdes fisioldgicas” (concentragdes exatas ainda a serem
definidas), apresentam fun¢des de sinalizagdo complexa, como moléculas sinalizadoras que
regulam o crescimento celular, a adesdo das células a outras células, a diferenciagdo, a
senescéncia e a apoptose (KNAUS, 2020).

Além disso, a capacidade de um organismo de produzir EROs como subproduto do
metabolismo do O, nas quantidades ideais, permite que ele realize tarefas vitais como
fertilizacdo de 6vulos, ativagdo de genes e ativacdo de mecanismos de defesa durante uma
infeccdo, bem como a geragdo de energia através da cadeia de transporte de elétrons
(BARBOSA et al., 2010).

Atomos, ions ou moléculas contendo oxigénio (O2) com um elétron desemparelhado em
sua oOrbita externa sdo conhecidos como EROs (ANDRADE et al,, 2010). Eles exibem extrema
instabilidade e alta reatividade, e tém uma propensao a ligar o elétron desemparelhado com
outros encontrados em estruturas proximas, agindo como receptores de elétrons (oxidantes) ou
doadores (redutores) (ANDRADE et al., 2010; REIS et al., 2008). Quando em desbalango
redox, as EROs sdo prejudiciais, podendo oxidar proteinas, lipideos e danificar o DNA
(KNAUS, 2020).

A agua € criada nas mitocondrias quando o O: passa por reducao tetravalente, aceitando
quatro elétrons (BARBOSA et al., 2010). A citocromo oxidase, uma enzima que controla a
producdo de EROs e previne o excesso, catalisa esse processo (BARBOSA et al., 2010).
Entretanto, entre 2% e 5% do O: oxidado nas mitocondrias € redirecionado para uma via
metabolica alternativa e reduzido univalentemente, produzindo radicais livres (BARBOSA et
al., 2010).

Anion superdxido (+O2") peréxido de hidrogénio (H:0:), radical hidroxila (OHs) e

peroxinitrito (ONOO-) sdo as EROs primarias que funcionam como sinais moleculares
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vasculares (ZHOU et al., 2019). A biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) ¢ diminuida como
resultado do ONOO-, um oxidante poderoso e duradouro que produz EROs ¢ espécies reativas
de nitrogénio (ERNs) (SIGNORI et al., 2007) e sua biodisponibilidade ¢ um componente-chave
da fun¢ao vascular (ZHOU et al., 2019; SIGNORI et al., 2007).

O radical OHe, que ¢ produzido pela interacao entre os radicais *O.- ¢ H20-, amplifica
os efeitos do estresse oxidativo, pois € extremamente instavel e aproximadamente 1 milhdo de
vezes mais reativo que seus antecedentes (meia-vida de 9-10 segundos) (PERCARIO, 2010;
BARBOSA et al., 2010). A peroxidacao lipidica ¢ facilitada pelos radicais *O-- e seus produtos
de redugdo, H-O: e, particularmente, o radical OHe- (PERCARIO, 2010). Isso causa danos as
mitocondrias, lisossomos e a propria membrana celular, o que resulta em morte celular
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A exposicao prolongada aos radicais livres, mesmo
em baixas concentracdes, pode danificar moléculas biologicamente significativas,
comprometer a sobrevivéncia de células e levar a dano tecidual e adoecimento (FANG; YANG;
WU, 2002; PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007).

Proteinas, lipoproteinas, DNA e acido ribonucleico (RNA) sdo os principais alvos dos
radicais livres e a sua producdo excessiva causa lesdes nas cé€lulas, alterando sua integridade
estrutural e, consequentemente, sua funcionalidade (OLIVEIRA; KOURY; DONANGELO,
2007). Mesmo que, todos os componentes celulares estejam suscetiveis a agdo das EROs, as
membranas celulares sdo as estruturas mais vulneraveis a peroxidagdo lipidica (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Essas alteragdes em sua estrutura e permeabilidade resultam em perdas
de seletividade i0nica, liberacdo de compostos citoplasmaticos e formagao de produtos toxicos
(BATISTA; COSTA; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007).

O malondialdeido (MDA), que ¢ produzido pela oxidagdo da LDL e cujos niveis estdo
elevados em associagdo com fatores de risco cardiovascular como hipertensdo, hiperlipidemia
e diabetes, ¢ um dos compostos carbonilicos reativos produzidos quando os peroxidos lipidicos
derivados de 4cidos graxos poli-insaturados se decompdem (GROTTO et al, 2008). As
concentragdes de espécies reativas podem elevar-se acima da capacidade do organismo de
eliminé-las como resultado do aumento da tensdo intracelular e/ou de mecanismos de defesa
antioxidante ineficazes, condigdo conhecida como estresse oxidativo que inclina a balanca em

favor da produgdo de radicais livres de O- (BARBOSA et al.,, 2010).
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2.11 Sistema antioxidante celular

Antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que ¢ capaz de retardar ou deter
efetivamente o processo de oxida¢do, mesmo que presente em menores concentragdes que o
substrato oxidavel (BARBOSA et al., 2010), podendo agir diretamente, impedindo a formagao
ou neutralizando a acdo dos radicais livres e espécies ndo-radicais, inibindo o inicio da
peroxidacao lipidica, sequestrando radicais livres e/ou quelando ions metalicos, favorecendo o
reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas lesadas, ou ainda participando de sistemas
enzimaticos de perfil antioxidante, mesmo que indiretamente (CATANIA; BARROS;
FERREIRA, 2009; BARBOSA et al., 2010; OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010)

A reagdo em cadeia induzida por EROs ocorre em trés etapas: "iniciagdo", caracterizada
pela formagdo de moléculas altamente reativas como resultado do metabolismo do O;

"propagacao”, que acontece quando as EROs reagem com um substrato; e "cessacao", que ¢ a

parada da reagdo em cadeia (POLISAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

Como resultado, a forma mais eficaz de combater os radicais livres e, por extensao,
proteger contra lesdes oxidativas celulares e genéticas que contribuem para o surgimento de
DCNT, ¢ intervir com a cessacdo da reagdo, uma vez que as EROs sdo inevitavelmente
produzidas pelo corpo humano como metabolitos fisiologicos (GOMES, 2007). Sabe-se que
importantes sistemas de defesa enddgenos estdo presentes em células, tecidos e fluidos
corporais (POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013) e sdo capazes de eliminar inimeras espécies
reativas e minimizar os danos oxidativos causados pelos radicais livres (POLJSAK; SUPUT;
MILISAV, 2013). Esses mecanismos de defesa antioxidante endogenos compreendem as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e

glutationa redutase (GR) (CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).

O papel das enzimas antioxidantes estd bem estabelecido, com SOD atuando por
dismutacao do radical *O2- no composto mais estavel, H:O> (CHIN et al., 2011). As enzimas
CAT e GPx, por outro lado, atuam de maneira integrada para evitar o acimulo de H-O-, uma
vez que este, mediante a participagcdo dos metais ferro e cobre, culmina na geracdo do radical
OHe, contra o qual ndo hé sistema enzimatico de defesa. Dada a potencialidade do radical OHe
e a falta de defesa enzimatica especializada, a manutengdo da integridade da célula depende

criticamente do equilibrio perfeito das enzimas antioxidantes (BARBOSA et al., 2010).
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Nesse sentido, a glutationa desempenha um papel fundamental na neutralizacao de H.O-
e na protecdo celular contra o estresse oxidativo. O sistema enzimatico representa a primeira
defesa antioxidante enddgena contra as EROs; porém, para impedir os danos celulares
decorrentes do estresse oxidativo persistente, o aporte de substancias da dieta com potencial

antioxidante ¢ de fundamental importancia (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009).

2.12 Dislipidemia, estresse oxidativo e disfuncio miocardica

A dislipidemia ¢ uma doenga complexa que afeta a estrutura e a fungao cardiaca mesmo
antes da aterosclerose ocorrer. Por muito tempo, os efeitos diretos dos lipideos séricos na fungao
cardiaca independente da aterosclerose ndo eram conhecidos. Estudos recentes indicam que
lipideos séricos podem se acumular no coragdo, induzir estresse oxidativo, fibrose cardiaca
inflamatoria, diminuir a autofagia e a densidade microvascular e alterar a fungdo mitocondrial
dos cardiomiocitos, tornando o miocardio vulneravel aos danos e levando a disfung¢ao cardiaca
(YAO; LI; ZENG, 2020).

No coracdo, as EROs desempenham um papel importante na homeostase celular,
modulando a proliferacdo celular, a diferenciagdo e o acoplamento excitagdo-contragdo. O
estresse oxidativo ocorre quando a produgdo de EROs excede a capacidade de tampao dos
sistemas de defesa antioxidantes, levando a anormalidades celulares e moleculares, resultando
em disfun¢do cardiaca. As EROs representam importantes mensageiros secundarios dentro do
coragdo, uma vez que estdo envolvidos em multiplos processos fisiologicos, incluindo
diferenciagdo, prolifera¢do e acoplamento excitagdo-contracdao (D’ORIA et al., 2020).

Estudos clinicos tém mostrado que a hiperlipidemia aumenta o risco de insuficiéncia
cardiaca nao isquémica (Figura 10), enquanto que a redu¢do de lipideos plasmaticos pode
reverter a disfungdo cardiaca. Além de afetar indiretamente a fungdo do coragdo ao promover
o desenvolvimento da aterosclerose, a hiperlipidemia também afeta diretamente a funcao
sistolica e a resposta eletrofisioldgica cardiaca, o que pode estar relacionado ao acimulo gradual
de lipideos cardiacos e consequente estresse oxidativo sistémico, estado pro-inflamatorio e

disfungdo mitocondrial (YAO; LI; ZENG, 2020).
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Além disso, a hipercolesterolemia pode resultar em alteragcdes da ultraestrutura do
miocardio através de varios mecanismos. Em primeiro lugar, a presenca de altos niveis de CT
e AGL, promove ativagdo e degranulacao de mastécitos desencadeando inflamacao e liberagao
de mediadores pro-fibrose, resultando em fibrose tecidual. Em segundo Ilugar, a
hipercolesterolemia interrompe o sistema imunolédgico e induz a produgdo de autoanticorpos,
aumentando a vulnerabilidade do miocérdio e agravando os danos cardiacos. Em terceiro lugar,

a autofagia insuficiente resulta em apoptose e lesdo cardiaca (YAO; LI; ZENG, 2020).
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Figura 10: Os lipideos, com papel relevante no aparecimento de doengas cardiovasculares e
suscetiveis a oxidagdo. Os lipideos podem ser originados de diversas fontes, tanto na corrente
sanguinea quanto nos tecidos. Relevincia dos lipideos circulantes e teciduais no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Legenda: VLDL, lipoproteina de muito baixa
densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade;, HDL, lipoproteina de alta densidade; Lp(a),
lipoproteina(a); LPL, lipoproteina lipase; AGL, acidos graxos livres; NO, o6xido nitrico.
FONTE: Modificado de Gianazza et al. (2019).
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2.13 Peroxidacio lipidica

A peroxidagdo lipidica € uma reagao em cadeia enddgena que consiste na degradacao
oxidativa de lipideos, radicais livres ou espécies ndo radicais livre que atacam lipideos contendo
ligagdes duplas carbono-carbono, com a abstracdo de hidrogénio de uma insercao de carbono e
O: que resulta em radicais peroxila lipidicos e H.O2 (SHIBATA et al., 2017).

Esse processo gera uma gama de produtos que podem ser identificados e quantificados,
como oxiester6is, 4-hidroxi-2-nonenal, MDA, acroleina, isoprostanos ¢ isolevuglandinas,
fosfolipideos oxidados e alguns outros produtos derivados da peroxidagdo lipidica
(GIANAZZA et al., 2019). Mitocondria, membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico e
peroxissoma sao as principais fontes de EROs. O radical OHs e HOO- sdo as principais EROs
que afetam os lipideos, sendo que a reacdo em cadeia da peroxidagdo lipidica, geralmente
termina quando uma molécula antioxidante reage com o radical peroxido lipidico
(GIANAZZA et al., 2019).

Muitos dos lipideos presentes nas lipoprotéinas sao suscetiveis a danos oxidativos
por peroxidacdo lipidica, dando origem aos produtos reativos de peroxidagdo lipidica
(rLPPs). Tendo em vista a proximidade das porcdes proteica e lipidica dentro das lipoproteinas,
¢ alta a probabilidade de formacdo de adutos entre rLPPs e residuos de aminoacidos das

proteinas, em um processo chamado lipoxida¢ao (AFONSO; SPICKETT, 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipid-peroxidation
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Figura 11: Efeitos fisioldgicos das lipoproteinas lipoxidadas, com consequéncias no sistema
imune, inflamagao, apoptose e fungdo do HDL. Legenda: (1) LDL oxidado estimula a produgao
de anticorpos contra si proprio e fosfolipidios oxidados, que podem ser reconhecidos pelo
sistema imunologico; (2) oxLDL e MDA-LDL se ligam a receptores necrofagos, levando a sua
internalizacao e formagao de células espumosas; a 0xPC-Lp(a) promove a expressao de I1L-8
por macréfagos, aumentando inflamagao; (3) HNE-LDL leva a apoptose tanto pela inibigao da
via do proteassoma da ubiquitina quanto pela modifica¢do dos receptores da tirosina quinase,
levando a sua inibigdo; (4) A acroleina-HDL inibe o aumento de HDL causado por 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) e a captacdo e desmontagem de HDL devido a
diminuic¢do da ligacdo ao receptor de LDL. Legenda: HDL, lipoproteina de alta densidade;
LDL, lipoproteina de baixa densidade; MDA: malondialdeido; oxPC-LP(a), fosfatidilcolina
oxidada ligada a lipoproteina A; IL, interleucina; HNE, 4-hidroxinonenal; DAMP, padrdes
moleculares associados a danos; OxLDL, lipoproteina de baixa densidade oxidada. (AFONSO;
SPICKETT, 2019).
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Desde a descoberta do papel da LDL oxidada em patologias como a aterosclerose, algum
esfor¢o tem sido colocado na compreensao dos efeitos biologicos que esta lipoproteina pode
ter, especialmente na patologia (Figura 11). Muitas revisdes foram publicadas sobre o assunto,
desde seu papel na aterosclerose, apoptose e inflamacdo promovendo disfuncido endotelial e
envelhecimento, entre outros. Embora para a HDL oxidada ndo tenha sido feita tanta pesquisa,
alguns de seus efeitos também foram descobertos, e ¢ claro que os efeitos benéficos dessa
lipoproteina podem ser perdidos apds a modificagdao covalente. A oxidacdo de HDL induz a
perda de seu efeito protetor contra a LDL oxidada e isso, por sua vez, induz mais estresse
oxidativo e citotoxicidade (embora em menor grau do que a LDL oxidada) (AFONSO;
SPICKETT, 2019). Pode-se inferir que muitos mecanismos ainda precisam ser elucidados em
relacdo a dislipidemia e o estresse oxidativo. Na proxima se¢do abordaremos o agente indutor

de dislipidemia eleito para esta pesquisa.

2.14 Agentes dislipidémicos

O tyloxapol, também conhecido como Triton WR-1339, tem sido utilizado como
detergente ndo i6nico para indugdo de hiperlipidemia aguda em modelos animais, com o
objetivo de identificar drogas quimicas ou naturais e avaliar disturbios relacionados ao
metabolismo de colesterol e/ou TG (KUMAR et al., 2013; ABDOU; WAHBY, 2016). Esse
detergente inibe a enzima LPL, resultando no acimulo de TG e VLDL, enquanto reduz a
liberacdo de HDL no plasma.

A principal fun¢do da LPL ¢ favorecer a hidrélise dos TG presentes nos quilomicrons e
VLDL e quando esta enzima esta inibida, ocorre impedimento do retorno das lipoproteinas ao
figado para serem metabolizadas, o que explica o aumento de VLDL com consequente aumento
de TG e CT na corrente sanguinea. Além disso, o tyloxapol apresenta um efeito sobre o
metabolismo do colesterol por estimulagdo da atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
A (HMG-CoA) redutase, uma enzima importante na sintese do colesterol (ZARZECKI et al.,

2014), conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12: Mecanismo de agdo do Triton WR-1339 (tyloxapol). FONTE: Modificado de
ZARZECKI et al. (2014).

A hiperlipidemia induzida pela administracdo intraperitoneal de tyloxapol promove o
aumento de radicais livres no organismo e, por consequéncia, aumento do quadro de estresse
oxidativo. O dano oxidativo esta associado a fisiopatologia de muitas doengas, incluindo a
hiperlipidemia, hipercolesterolemia, diabetes, cancer, entre outras (POPA-WAGNER et al,
2013). Quanto aos efeitos do tyloxapol, estudos anteriores sugerem aumento significativo nos
marcadores de dano oxidativo, como a peroxidacao lipidica, acompanhado de uma deterioragao
da capacidade antioxidante enzimdtica e ndo enzimatica em roedores, apos administragdao

intraperitoneal do tyloxapol (OH et al., 2006; DA ROCHA et al., 2009).

Os modelos animais experimentais usados para induzir obesidade, dislipidemia e doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica, em sua maioria, requerem a ingestao cronica de dietas ricas
em gordura e carboidratos (AYDIN et al., 2014; DA SILVA-SANTI et al., 2016; TAN et al.,
2016). Por outro lado, existem modelos agressivos para induzir dislipidemia em ratos e
camundongos ndo obesos que mimetizam o observado em humanos nao obesos, com o intuito

de compreender melhor sobre o metabolismo de lipideos e dislipidemia na fisiologia do
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organismo por meio do uso de agentes dislipidémicos em roedores (DE SOUSA et al., 2017;

FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2019).
2.15 Abordagem terapéutica da dislipidemia

A abordagem terapéutica consiste em mudanga de estilo de vida, administracio via oral
de fibratos, 6mega 3, 4cido nicotinico, inibidores da absorcao de colesterol, sequestradores de
acidos biliares e LDL-aferese (KASPER et al., 2017).

Os polifendis sao fitoquimicos encontrados em uma ampla gama de alimentos, os quais
apresentam atividades antioxidante, anti-inflamatéria e imunomoduladora, entre outros
beneficios adicionais. Os efeitos promotores da satide observados em modelos animais de varias
DCNT explicam o crescente interesse nessas moléculas. Em particular, alguns estudos in vitro
e em animais relataram uma atenuacdo de disturbios lipidicos em resposta a polifendis

(FELDMAN et al., 2021). Podendo ser observada a classificacdo dos polifendis em detalhe na

figura 13.
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Figura 13: Classificacao de polifendis. FONTE
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Em uma revisdo sistemdtica, dados de numerosos estudos epidemioldgicos
evidenciaram que as proantocianidinas oferecem prote¢ao contra DCV, bem como reduz a
carga de radicais livres em humanos. Entretanto, apenas dados limitados estao disponiveis sobre
o envolvimento de proantocianidinas no metabolismo da gordura, obesidade e doengas
associadas. As proantocianidinas sdo pertencentes a uma familia de polifendis e existem
onipresentes em muitas fontes vegetais comestiveis, incluindo cevada, lapulo, milho, maca,

uva, morango, cacau, améndoa, canela, amendoim e cha (NIE; STURZENBAUM, 2019).

Os polifenois, devido a sua estrutura quimica e propriedades de elimina¢do de EROs,
tém sido comumente identificados como antioxidantes diretos. Suas propriedades tém sido
extensivamente documentadas ao longo dos anos, principalmente através de numerosos estudos
in vitro. No entanto, uma critica comum ¢ que o modelo experimental depende muito de
concentragdes elevadas de polifenois inalterados, que podem ndo refletir com precisdao as
condic¢des in vivo. De fato, a baixa biodisponibilidade, a modificagdo quimica durante a digestao
no lamen intestinal (ou seja, de glicosilagdo), a pos-absorc¢ao no figado (conjugacdo de metil,
glucuronil e sulfato), a bioacessibilidade duvidosa e a meia-vida bioldgica curta tornam essa
alta dosagem experimental irrealista e até criam uma brecha entre condi¢des experimentais in

vitro e in vivo (FELDMAN et al., 2021).

No entanto, polifendis especificos atrairam interesse devido a sua alta
biodisponibilidade e, consequentemente, concentragdes plasmaticas relativamente altas.
Exemplos primordiais, como o resveratrol ou flavonoides combinados e estilbeno de uvas
vermelhas, mostraram evidéncias clinicas de melhora direta do desequilibrio redox, restaurando
os niveis de a-tocoferol ou prevenindo sua degradagdo pelo primeiro encontro inicial de EROs

(FELDMAN et al., 2021), podendo ser observado esquematicamente na figura 14.
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Figura 14. Protecdo antioxidante e agdes metabdlicas da suplementacdo de polifendis na
dislipidemia. Legenda: AMPK, proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina; ARE,
elemento de resposta antioxidante, KEAP, proteina associada a ECH semelhante a Kelch; NR-
F2, fator nuclear derivado de eritroide 2-like 2; PGCl1-a, coativador-1 alfa do receptor ativado
por proliferadores de perxissoma gama; EROs, espécies reativas de oxigénio; SIRT1, sirtuina
1. FONTE: Modificado de FELDMAN et al. (2021).

Os polifendis podem proteger contra o estresse oxidativo através de mecanismos
antioxidantes diretos ou indiretos. No primeiro, os polifendis podem eliminar e neutralizar as
EROs antes da ocorréncia de danos oxidativos aos lipideos, proteinas e DNA. Além disso, os
polifendis também tém a capacidade de promover a prote¢do regenerando antioxidantes
exdgenos adicionais, como tocoferol e acido ascorbico. A solubilizacdo e o transporte de
polifenois por lipoproteinas, como quilomicron ou particulas de HDL/LDL, podem prevenir
especificamente estresse oxidativo derivado de dislipidemia e complicagdes cardiometabdlicas,

notadamente aterosclerose.

Indiretamente, os polifendis estimulam antioxidantes endodgenos, incluindo a via
reguladora KEAP-ARE-Nrf2, a fim de aumentar a sintese de enzimas citoprotetoras de fase 2
(por exemplo, vy-glutamilcisteina sintetase, GPx, GR, glutationa S-transferase,
NAD(P)H:quinona oxidorredutase 1, tiorredoxina, tiorredoxina redutase, CAT e SOD). Além
disso, os polifendis podem estimular a via AMPK/SIRT1/PGC-la para a prevencdo da
disfuncdo mitocondrial (FELDMAN et al., 2021).

Pensando em estratégias nutricionais e antioxidantes, um grupo de adultos europeus

com excesso de peso foi suplementado com componentes alimentares anti-inflamatorios e
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antioxidantes, que incluiam alfa-tocoferol, acido ascorbico, resveratrol, licopeno, extrato de cha
verde, acidos graxos eicosapentaenoicos (EPA) e docosahexaendico (DHA). Os individuos
exibiram melhora no perfil lipidico e efeitos benéficos na fung¢ao endotelial, na formagao de
plaquetas e em marcadores inflamatérios. Também houve redugdo potencial do estresse
oxidativo e aumento das concentragdes plasmaticas de vitamina E (BAKKER et al., 2010).
Nesse sentido, pensando em estratégias de baixo custo e levantamento de um recurso
fitoterapico, este estudo elegeu o araticum como espécime rico em polifenois em sua casca para

analise de suas possiveis propriedades antioxidantes.

2.16 Araticum

Uma das maiores biodiversidades do mundo (20 a 22% do total) encontra-se no Brasil,
abrigando um grande niimero de espécies vegetais com potencial medicinal. No bioma Cerrado
brasileiro existem mais de 600 plantas medicinais, (segundo maior bioma do Brasil,
representando aproximadamente 25% do territorio brasileiro) entre as quais podemos destacar
a ACM. ACM ¢ uma arvore frutifera nativa do Cerrado brasileiro, ver Figura 15, amplamente
espalhada pelos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Tocantins, Goids, Maranhdo, Piaui, Pard e Distrito Federal e seu fruto ¢ popularmente
conhecido como "araticum", "ariticum", "articum", "marolo", "bruto", "cabeg¢a-de-negro",

"cascudo", "pana", "pinha-do-cerrado" e "pasmada" (ARRUDA; PASTORE, 2019).
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Figura 15: Annona crassiflora Mart. Legenda: A, arvore; B, tronco; C, tronco e galhos; D,
folhas; E, botdes de flores; F, flor; G, flor com pétalas; H, fruta verde; I, fruta madura; J, sec¢ao
transversal de fruta; K, carpelos; L, sementes. FONTE: ARRUDA; PASTORE (2019).

O araticum mostrou ser uma fonte excepcional de compostos fendlicos, incluindo
flavonoides e proantocianidinas. ACM tem sido usada na medicina tradicional para o
tratamento de reumatismo, artrite, feridas, doengas venéreas, piolhos, picadas de cobra e
infeccdes microbianas (ALMEIDA; SILVA; RIBEIRO, 1987; ALMEIDA; PROENCA;
RIBEIRO, 1994; SILVA et al., 2014). Estudos anteriores mostraram atividades antioxidantes
in vitro ¢ in vivo de extratos e fragdes de diferentes partes botanicas de ACM. Extratos
hidroetanolicos da polpa e casca do fruto apresentaram alta capacidade antioxidante in vitro e
extratos etandlicos de semente de ACM também foi capaz de inibir a peroxidagao lipidica em
figado de ratos (JUSTINO et al., 2017). Além disso, Roesler e colaboradores (2007) e Ramos
e colaboradores (2021) mostraram os efeitos hepatoprotetores da casca do fruto A. crassiflora,

na prevencao da peroxidagdo lipidica e manutengdo de enzimas antioxidantes hepaticas.

Os compostos bioativos encontrados na ACM apresentam diversas atividades bioldgicas
e foram avaliados por meio de testes in vitro e in vivo incluindo atividades antioxidante,
hepatoprotetora, anti-inflamatoria, analgésica, antidiabética, cicatrizante, antidiarreica,

antimicrobiana, antiparasitaria, inseticida e herbicida. Esses achados sugerem que ACM pode
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ser uma fonte potencial de ingredientes de valor agregado para uso em aplicagdes
farmacéuticas, médicas, cosméticas, agricolas, embalagens, racao e alimentos (ARRUDA;

PASTORE, 2019).

O fruto ¢ uma excelente fonte de vitamina A, fibra dietética, cobre e manganés, ja que
100 g de polpa de fruto representa cerca de 116, 86, 46 e 22% da ingestdo diaria recomendada,
respectivamente. Portanto, os frutos da ACM podem ser uma alternativa alimentar para o
manejo/prevenc¢do de complicagdes associadas a hipovitaminose A e doengas gastrointestinais.
O fruto também se mostrou uma boa fonte de potassio, magnésio, zinco, vitamina C ¢ folatos,
contribuindo com aproximadamente 11, 8, 5, 9 e 7% da ingestdo didria recomendada,
respectivamente. Apesar da pequena contribuicio da ACM para suprir as recomendagdes
diarias de célcio, ferro e vitamina E, deve-se notar que essa contribuigdo tem um valor bioldgico
significativo, uma vez que esse fruto ¢ consumido principalmente por individuos de familias

socialmente vulneraveis residentes em areas rurais (CARDOSO et al., 2013).

Diferentes partes botanicas de ACM (polpa de frutos, casca de frutos, sementes, folhas,
caule e raiz) contém uma variedade de compostos bioativos, como fenolicos, alcaloides,
acetogeninas andceos, carotenoides, tocols e fitoesterois. Outras partes vegetais (especialmente
as folhas) e principalmente subprodutos de frutos (casca e sementes) também sdo partes
importantes da ACM porque sdo fontes potenciais de compostos de valor agregado, como 6leos
(sementes), o0leos essenciais (folhas), fenolicos (casca de frutos e folhas), alcaloides (casca e
folhas de frutos) e acetogeninas andneas (sementes e casca de frutos) (ARRUDA; PASTORE,
2019).

A casca de frutos de A. crassiflora foi recentemente mostrada pelo nosso grupo como
fonte de alcaloides e polifenois, com base em um particionamento liquido-liquido de seu extrato
de etanol. A maioria dos polifen6is como 4cido clorogénico, (epi) catequina, procianideos,
cafeina-hexosideos e feruloil-hexosideos se concentraram na fragdo n-butanol, contribuindo
para sua maior capacidade antioxidante e menor citotoxicidade quando comparados com as

outras fragdes e extrato bruto (JUSTINO et al., 2017).

No entanto, a andlise antioxidante utilizando a casca de frutos de A. crassiflora foi
realizada in vitro. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar se uma fragao
enriquecida com polifendis da casca do fruto A. crassiflora (PFAc) diminui o estresse oxidativo

e nitrosativo cardiaco causado pela hiperglicemia em ratos diabéticos, examinando parametros
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bioquimicos do soro e capacidade antioxidante cardiaca, peroxidacao lipidica, carbonilagdo de
proteinas e nitracdo, bem como de GPx, SOD, CAT, GR, Glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), glutationa reduzida (GSH) e iNOs. Além disso, foi realizada a avaliagdo dos perfis
de absorcao, distribui¢do, metabolismo, excre¢ao e toxicidade dos principais compostos do

PFAc.
3. Objetivo

Avaliar parametros de estresse oxidativo e perfil antioxidante do tecido cardiaco de
camundongos com o uso do extrato etanolico da casca do fruto da ACM e fragdo enriquecida
de polifenodis por acetato de etila em modelo animal de hiperlipidemia aguda induzida por Triton

WR-1339.

4. Metodologia

O material deste estudo consiste em coragdes de camundongos sob hiperlipidemia aguda
induzida por tyloxapol. Os coragdes foram coletados apds eutanasia e congelados em nitrogénio
liquido e, posteriormente, armazenados a -80°C. Os animais citados foram concedidos pelo
Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia
(CBEA/UFU), mediante aprovacio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica na Utilizagdo
de Animais - CEUA/UFU, protocolo n°039/19. A CBEA/UFU forneceu um total de setenta e

cinco camundongos machos da linhagem C57BL/6 com quatro semanas de idade.

Inicialmente esses animais foram pesados e distribuidos em quinze gaiolas com
dimensdes de 30x19x13cm. Cada gaiola comportava de quatro a cinco animais, sendo todas
alojadas no CBEA, com a devida ambientagdo e ciclos claro/escuro de 12 horas. Durante todo
o periodo de experimental, os animais receberam agua potavel, filtrada no proprio biotério e
trocada diariamente, e ragdo balanceada ad /ibitum. Semanalmente era feita a troca das gaiolas

e a reposicdo de dgua e comida.

Os testes experimentais ocorreram quando os camundongos completaram sete semanas
de idade. Trés grupos experimentais foram organizados de acordo com o tipo de composto da
A. crassiflora que seria suplementado: CEAc e PFAc. Em conformidade a escolha dos
compostos, 0s animais foram divididos em cinco grupos. Os grupos naive € grupos veiculo

foram compostos por animais que nao seriam tratados. Os outros trés grupos foram alinhados
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com trés doses dos compostos CEAc e PFAc: 10 mg, 30 mg ou 100 mg de extrato/fracdo por

kg de peso animal.

4.1 Preparo do extrato e fracoes de Annona crassiflora Mart
4.1.1 Preparo do extrato etandlico

A planta ACM foi identificada por André Vito Scatigna do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia-MG, Brasil. Tendo sido depositado um
espécime de comprovante no Herbarium Uberlandense com o registro HUFU68467. A casca
do araticum, coletada previamente de acordo com os termos de deliberagdo 246/2009,
autorizada pelo Conselho de Gestdo do Patrimonio Genético n° 010743/2015-4 (Anexo 1), foi
pesada e em sequéncia submetida a extragao pelo método de maceragao a temperatura ambiente,
sob protecdo da luz. Foram adicionados 6,0 L de etanol 98% como solvente em 1,0 kg de
material vegetal a 25°C, previamente secos em estufa a 50°C, durante 24h. Apos seis dias de
incubagdo, essa mistura foi filtrada e o etanol foi extraido em um rotaevaporador sob pressao
reduzida a 40°C (Bunchi Rotavapor R-210, Suica). Sendo que, esse processo foi realizado
repetidas vezes até a exaustdo da extracdo. Por fim, o CEAc foi congelado a -20°C e,

posteriormente, desidratado e liofilizado para subsequentes analises.

4.1.2.1 Preparo da fracao acetato de etila

O extrato bruto etandlico foi utilizado para realizar a parti¢ao liquido-liquido. Para isso,
30 gramas do CEAc foi solubilizado em 225,0 mL de solugdo metanol:agua na proporcao de
9:1; v/v. Posteriormente, o extrato foi filtrado e submetido a particdo com o auxilio de um funil
de separacdo de acordo com o protocolo proposto por JUSTINO e colaboladores (2018) usando
n-hexano, diclorometano, acetato de etila ¢ n-butanol. Foram utilizados os solventes em ordem
crescente de polaridade. Os solventes foram removidos por rotaevaporagdo sob pressdao
reduzida a 40°C. As fragdes foram congeladas, liofilizadas e armazenadas a -20°C. A fragdo de

acetato de etila foi escolhida para a realizagao dos testes.
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4.2 Animais e delineamento experimental

Mediante aprovagdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais - CEUA/UFU, protocolo n°039/19 (Anexo 2), o Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CBEA/UFU) forneceu um
total de setenta e cinco camundongos machos da linhagem C57BL/6 com quatro semanas de
idade. Inicialmente esses animais foram pesados e distribuidos em quinze gaiolas com
dimensdes de 30x19x13cm. Cada gaiola comportava de quatro a cinco animais, sendo todas
alojadas no CBEA, com a devida ambientagdo e ciclos claro/escuro de 12 horas. Durante todo
o periodo de experimental, os animais receberam agua potavel, filtrada no proprio biotério e
trocada diariamente, além de ragao balanceada (Anexo 3) ad libitum. Diariamente era feita a
limpeza das gaiolas e a reposi¢do de 4gua e comida. Os testes experimentais ocorreram quando
os camundongos completaram sete semanas de idade.

Foram utilizados 50 camundongos, divididos em 10 grupos de cinco animais/cada. Os
grupos experimentais foram organizados de acordo com o tipo de composto da A. crassiflora
que seria suplementado: CEAc e PFAc. Os grupos naive e grupos veiculo foram compostos por
animais que ndo seriam tratados. O grupo veiculo recebeu apenas o agente dislipidémico. Em
conformidade a dose dos compostos, os animais foram divididos em grupos menores, sendo
administradas as seguintes dosagens dos compostos CEAc e PFAc: 10 mg, 30 mg ou 100 mg

de extrato/fra¢do por kg de peso animal, conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16: Delineamento experimental dos camundongos C57BL/6 tratados e nao tratados com
os compostos (CEAc e PFAc). FONTE: imagem criada pela autora (2022).

O pré-tratamento dos animais teve duracdo de 12 dias, sendo as aplicagdes feitas
diariamente por gavagem. Para isso, foi utilizada uma agulha de gavagem curvada com a ponta
arredondada propria para camundongos, sendo nela conectada uma seringa contendo 200 puL
dos compostos. A agulha foi levemente empurrada pelo esofago dos camundongos para garantir

a administragao oral.

Os animais dos grupos naive receberam apenas agua destilada por gavagem e racao. Os
animais do grupo veiculo receberam agua destilada por gavagem, ragdo e posteriormente,
inje¢do intraperitoneal de tyloxapol. Os demais subgrupos receberam ragdo, as doses de
extrato/fragdes destinadas a cada subgrupo e posteriormente, a injecdo de intraperitoneal de
tyloxapol. Ao final do dia, as fezes dos animais foram coletadas para andlises posteriores.

No 13.° dia, o pré-tratamento foi suspenso. Foi realizada a troca de gaiolas, pesagem dos
animais e uma nova coleta de sangue, em conformidade as condigdes anteriores ao tratamento.
Logo apds, os animais foram submetidos a uma injecao intraperitoneal de 400 mg/Kg de peso
de Triton WR-1339 (tyloxapol), com exce¢do dos camundongos do grupo naive. Apos 24 horas

de aplicacdo do tyloxapol, foi realizada a terceira coleta de sangue para avaliar o perfil
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bioquimico plasmatico. Concluida as 26 horas da inje¢ao de tyloxapol foi administrada a Gltima
dose dos compostos bioativos nos grupos tratados (ver linha do tempo do delineamento
experimental, Figura 17).

A administra¢do de uma ultima dose teve como objetivo avaliar possiveis alteragdes nos
parametros de lipideos deste modelo experimental, visando uma possivel utilizagdo das
amostras de CEAc e PFAc do ACM em modelos de hiperlipidemia cronica e possivel beneficio
na intervencgao terapéutica pos-indugdo de dislipidemia em camundongos.

Ao final de 48 horas apds administracao do tyloxapol, os animais foram eutanasiados
intraperitonealmente com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) diluidos em tampao

fosfato de sodio pH 7,3. O desenho experimental deste estudo estd detalhado na Figura 17.

Linha de tempo do Delineamento Experimental

'| .0
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Figura 17: Linha do tempo do delineamento experimental. FONTE: imagem criada pela

autora (2022).
4.3 Amostras de sangue e tecidos
Ap6s jejum de 10 horas, as amostras de sangue foram coletadas em quatro momentos:

no inicio do experimento, apds 12 dias de pré-tratamento com os extratos/fracdes, apds a

inducdo da dislipidemia por inje¢do intraperitoneal de tyloxapol e pré-eutanasia. Os animais
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foram anestesiados para a coleta de sangue, foi realizado um pequeno corte na cauda e utilizados
capilares heparinizados. O sangue coletado foi imediatamente centrifugado a 3000 rpm, 4°C,
por 10 minutos e o plasma armazenado a -20°C para quantificacdo de TG e CT, sendo a analise
de TG feita no mesmo dia da coleta.

Os coragdes foram coletados apds eutandsia. Antes da retirada dos 6rgdos, os animais
foram perfundidos com 10 mL de solugdo fosfato-salina (PBS). Os 6rgaos foram retirados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados no ultrafreezer a -80°C para as

analises de estresse oxidativo.

4.4 Avaliacao do perfil lipidico
4.4.1 Dosagem de colesterol total plasmatico
Para a dosagem do CT plasmatico foi utilizado kit comercial Interkit para dosagem de
colesterol, um sistema colorimétrico que visa quantificar um cromoéforo roéseo avermelhado
com absor¢ao méaxima a 500 nm. A concentragdo do CT também foi determinada a partir de
uma curva padrdo com quatro concentracdes conhecidas. Foram adicionadas 100 pL das
solugdes padrao, 100 pL das amostras diluidas e 100 pL do reagente de cor em uma microplaca
de 96 pocos. A leitura da microplaca foi realizada a absorbancia de 500 nm em
espectrofotometro. A intensidade da cor formada foi diretamente proporcional a concentragao

de CT em mg/mL.

4.4.2 Dosagem de triglicerideos plasmaticos
A concentracdo de TG plasmaticos foi obtida por kit comercial Interkit para dosagem
de TG, um sistema colorimétrico capaz de quantificar um composto de coloragio rosea formado
na rea¢ao final, cuja absor¢do ¢ de 500nm.A concentracao foi determinada a partir de uma curva
padrao com quatro concentragdes conhecidas. Foi adicionado 100 pL das solugdes padrao, 100
puL das amostras diluidas e 100 uL do reagente de cor em uma microplaca de 96 pogos. A leitura
da microplaca foi realizada a absorbancia de 500 nm em espectrofotdometro. A intensidade da

cor formada foi diretamente proporcional a concentragdo de TG em mg/mL.
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4.4.3 Quantificacdo de lipideos fecais

Os lipideos totais fecais foram extraidos segundo o método de Folch (FOLCH; LEES;
STANLEY, 1957). Primeiramente as amostras foram homogeneizadas em uma solugdo de
cloroférmio: metanol (2:1) e, em seguida, metanol. As mesmas foram centrifugadas a 3.000
rpm e 4°C durante 15 minutos. Uma solucdo de cloroférmio e NaCl0,73% foram adicionadas
ao sobrenadante. Apo6s homogeneizagdao, uma nova centrifugagao foi realizada utilizando os
mesmos parametros. Desprezou-se a fase superior e foi feita a lavagem do contetido com
solugdo de cloroformio, deixando secar a 37°C. A quantidade de lipideos extraidos foi dada pela
diferenga entre o peso dos tubos apds a secagem com o peso dos tubos limpos. Os lipideos
extraidos foram solubilizados em isopropanol para a determinacdo do CT e dos TG, em

conformidade aos ensaios ja elucidados.

4.5 Determinacio de proteinas totais
O presente estudo utilizou os coragdes dos camundongos que foram mantidos
congelados. O tecido cardiaco foi homogeneizado, com auxilio de homogeneizador de tecidos
em tampao fosfato 900uL pH 7,4 50mM EDTA, 5mM, na propor¢ao 1:10 (massa do coragdo:
volume do tampao). A solugdo foi centrifugada a 10000g durante 15 minutos a 4°C. Em
seguida, o sobrenadante foi coletado e utilizado para as analises de estresse oxidativo e o pellet
descartado. Em seguida, foi realizada a determinagao de proteinas totais do sobrenadante pelo

ensaio de Bradford, quantificadas espectrofotometricamente a 595 nm (BRADFORD, 1976).

4.6 Analise do estresse oxidativo
Os parametros de dano oxidativo do tecido cardiaco foram analisados por meio dos
seguintes parametros: peroxidacao lipidica, carbonilagdo de proteinas e contetido de tidis. Além
de avaliacao do potencial antioxidante, por meio da avaliagdo da atividade das enzimas SOD,

CAT, GPx, GR e G6PDH e da capacidade antioxidante total (FRAP) e conteudo de GSH.

4.6.1 Peroxidacao lipidica ou Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
Dentre os produtos derivados da peroxidacao lipidica decorrente do ataque dos radicais
livres aos lipideos de membrana, esta analise quantificou o MDA, que foi liberado no coragdo

dos camundongos. Durante o teste TBARS, uma molécula de MDA reage com duas moléculas
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de acido tiobarbitirico em pH baixo e altas temperaturas para formar o "aduto TBA-MDA" de

cor rosa (YAGI, 1982).

Para isso, as amostras foram incubadas com acido tricloroacético (TCA 10%) e TBA
0,67%, sendo posteriormente agitadas e aquecidas em banho-maria por 2 horas a 40 °C. Apos
o resfriamento, as mesmas foram diluidas em 5 mL de n-butanol e centrifugadas a 5000xG
durante 3 minutos. O sobrenadante foi analisado em fluorescéncia da fase organica a 515 nmex
e 553 nmem (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA) e um valor de fluorescéncia do branco
(de pogos sem homogeneizado de coragdo) foi subtraido de todos os valores de fluorescéncia.
Uma curva padrao de 1,1,3,3-tetrametroxipropano (TMP) em tampao fosfato de s6dio com KCl

pH 7,4 foi construida para o calculo de TBARS por regressao linear.

4.6.2 Carbonilacdo de proteinas

A formacao de carbonilas nas proteinas ¢ um importante marcador de dano oxidativo.
A detec¢do de grupos carbonilicos protéicos no ensaio de base ou na reacdo do grupo carbonila
com o 24-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), produzindo dinitrofenil (DNP), mensurado
espectrofotometricamente. (REZNICK; PACKER, 1994).

As amostras foram incubadas no escuro com DNPH 10 mM em HCI 2,5 N durante uma hora,
sob agitacdo a cada 15 minutos. Em seguida, foram incubadas com TCA 20% no gelo durante
10 minutos.

Apos centrifugagdao a 9000xG por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado com etanol-acetato de etila (1:1) e homogeneizado em vortex. Uma nova centrifugagao
foi realizada nas mesmas condig¢des para a ressuspensdo do pellet em guanidina solubilizada
em HCI 2,5 N e aquecimento em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Uma curva padrio de
albumina de soro bovino (BSA) foi construida para a quantificagdo das proteinas presentes a
280 nm. Para determinar a carbonilagao foi realizada a leitura na microplaca UV a 370 nm. Para
o branco da amostra, a carbonilag¢do das proteinas foi determinada de acordo com o espectro de
diferenga entre a amostra tratada com DNPH em HCI e a amostra tratada apenas com HCI

(LEVINE et al., 1990).

4.6.3 Conteudo de tiois (sulfidrilas totais)
Marcadores detectaveis de oxidag¢do de proteinas incluem mudangas no contetido de

carbonilas proteicas, nitrotirosinas, produtos finais de glicacdo e alteragcdes no conteudo de tiol
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de proteinas. Nesse contexto, as sulfidrilas totais sdo quantificadas para compreender o
potencial antioxidante das amostras, ja que determinam os tidis totais. Neste ensaio, o reagente
de cor conhecido como Ellman’s (acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico) (ELLMAN, 1959) ¢
reduzido por tidis, gerando um derivado amarelo, 05-tio-2-nitrobenzoico (TNB), lido
espectrofotometricamente a 412 nm. A metodologia envolve a incubacdo das amostras em
tampao fosfato (PBS) com EDTA 1 mM pH 7,4 junto com o reagente DTNB 10 mM preparado
em solugdo de fosfato de potassio 0,2 M pH 8,0. A incubagdo foi feita no escuro durante 15
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as microplacas foram lidas em um comprimento
de onda de 412 nm no espectrofotometro. As concentracdes de sulfidrilas totais foram
calculadas descontando-se os valores do branco do reagente e da amostra (AKSENOV;

MARKESBERY, 2001).

4.7 Perfil antioxidante

4.7.1 Superodxido dismutase

A SOD ¢ uma enzima que catalisa a reacdo de dismutacdo de dois radicais *O* em H20-
e O2, sendo uma defesa primaria contra o estresse oxidativo. O principio desse ensaio baseia-se
na inibic¢do da reagao do radical *O* com o pirogalol. Como o *O*" ¢ gerado pela auto-oxidagao
do pirogalol em meio basico, a SOD presente na amostra compete pelo radical.

A auto-oxidagdo do pirogalol leva a formagao de um composto colorido, detectado no
espectrofotometro a 420 nm (MARKLUND; MARKLUND, 1974). Para avaliar a atividade
enzimatica da SOD foi construida uma curva padrao com diferentes concentracdes da enzima
a partir de um estoque com tampao Tris-HCI (pH 8,2) 50 mM com EDTA 1 mM (pH 8,2)
(tampao SOD), SOD 10 U/mL e pirogalol 24 mM preparado em HCl 10 mM. As amostras de
sobrenadante foram pipetadas na microplaca com tampao SOD e pirogalol. A leitura cinética

ocorreu em microplacas a 420 nm durante 10 minutos em um intervalo de 15 em 15 segundos.

4.7.2 Catalase

A atividade da catalase foi medida através da degradacdao do H:0: pela variacdo de
absorbancia a 240nm (AEBI, 1984). A CAT ¢ uma enzima capaz de converter H-O2 em O: e
agua. Inicialmente, as amostras foram incubadas com Triton X-100 a 10% no gelo por 15
minutos. Em seguida, foi adicionado H20: 0,2% em tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0.

A leitura cinética foi realizada em microplacas especificas para ultravioleta, aplicando um
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comprimento de onda de 240 nm durante 10 minutos em um intervalo de 15 em 15 segundos

(Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA) (AEBI, 1984).

4.7.3 Capacidade antioxidante total (FRAP)

O ensaio FRAP foi utilizado para mensurar a capacidade antioxidante total do tecido
cardiaco. Basicamente, as espécies antioxidantes reduzem Fe** a Fe?*. O ferro (Fe2+) presente
nas amostras ¢ inicialmente quelado pela 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), formando o
complexo Fe?**-TPTZ. Este complexo ¢ reduzido para a forma ferrosa, gerando uma coloragao
azul intensa quantificavel em um comprimento de onda de 593 nm (Molecular Devices, Menlo
Park, CA, EUA) (BENZIE; STRAIN, 1996).

Para a andlise, os sobrenadantes foram incubados com o reagente de FRAP (10 volumes
de tampao acetato 0,3 M pH 3,6, 1 volumes de solucao de TPTZ 10 mM e 1 volume de solugdo
de cloreto férrico 20 mM) a 37 °C durante 10 minutos e, posteriormente submetidos a leitora
de microplacas. As concentragdes foram obtidas por meio de uma curva padrao de trolox (10 —
200 pM), um analogo da vitamina E, por regressdo linear. Um valor de absorbancia do branco

(de pocos sem homogeneizado de coragdo) foi subtraido de todos os valores de absorbancia

(BENZIE& STRAIN, 1996).

4.7.4 Glutationa reduzida

A GSH ¢ um tripeptideo formado pelos aminoécidos glutamato, cisteina e glicina.
Desempenha papel fundamental na prevenc¢do de danos causados por radicais livres, agindo
como co-substrato de algumas enzimas antioxidantes, tais como glutationa peroxidase e
glutationa S transferase (BROWNE; ARMSTRONG, 1998). Os homogeneizados de proteinas
do coracdo foram previamente precipitados com acido metafosforico (MPA) na proporgao de
1:1. Em seguida, foram centrifugadas a 7000xg durante 10 minutos. O sobrenadante incubado
em 100 mM de tampao fosfato de sédio, pH 8,0, SmM de EDTA e 1 mg/mL de ortoftalaldeido

diluido em metanol foi utilizado para as analises.
Neste protocolo, o intuito ¢ avaliar a reagdo do GSH presente no sobrenadante com o
ortoftalaldeido (OPT 1 mg/mL de metanol) diluido em tampao fosfato de s6édio monobaésico,
descrito acima. A leitura foi feita em um fluorimetro com excitacao de 350 nm e emissao de

420 nm (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA). Um valor de fluorescéncia do branco)
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foi subtraido de todos os valores de fluorescéncia. Uma curva padrao de GSH (0,001-0,1 mM)

foi construida para quantificar as amostras usando regressao linecar (BROWNE;

ARMSTRONG, 1998).

4.7.5 Atividade da glutationa peroxidase

A GPx catalisa a redugao de H-O: por GSH e neste método, a sua atividade foi medida
de acordo com a reducdo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) pela
glutationa redutase, que reduziu uma ponte dissulfeto de glutationa criada pela GPx presente
nas amostras. Os homogeneizados de cora¢do foram incubados com tampao fosfato de potassio
a 100 mM, pH 7,7, 1 mM de EDTA, 40 mM de azida de so6dio, 100 mM de GSH diluida em
MPA a 5%, 4,5 U de GR (GPx diluido em tampao), 2 mM NADPH diluido em bicarbonato de
sodio a 5% e 0,5 mM de terc-butil. A decomposicdo do NADPH foi avaliada por 10 minutos
em espectrofotdmetro a 340 nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA) (MANNERVIK,
1985).

4.7.6 Atividade da glutationa redutase

A GR ¢ responsavel por manter o suprimento de GSH, um dos tidis redutores mais
abundantes na maioria das células. Em sua forma reduzida, a glutationa desempenha papéis
fundamentais no controle celular de EROs e determina as condigdes mais adequadas para o
controle redox dentro de uma célula ou para a ativacao da morte celular programada (COUTO;
WOOD; BARBER, 2016). O ensaio da GR foi realizado para quantificar a atividade enzimatica
de acordo com o consumo de NADPH nas amostras, usando glutationa oxidada (GSSG) como
substrato. Os homogeneizados de coracao foram incubados com 200 mM de tampao fosfato de
sodio, pH 7,5, 6,3 mM de EDTA, 10 mM de GSSG ¢ 3 mM de NADPH. O decaimento da
concentracdo de NADPH foi avaliado por 10 minutos a 340 nm (Molecular Devices, Menlo

Park, CA, EUA) (CARLBERG; MANNERVIK, 1985).

4.7.7 Atividade da glicose 6-fosfato desidrogenase

A atividade da G6PDH foi medida por uma modificagao do método de Langdon (1966),
em que o tecido cardiaco foi homogeneizado em 100mM-Tris/HCI, pH 7,5; 10mM-MgCI2;
0,5mM-NADP*; 0,1% (v/v) Triton X-100. A reacdo foi iniciada com 1 mM de glicose-6-fosfato

e a cinética do ensaio foi monitorada por 10 min (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA).
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A atividade da G6PDH foi monitorada pela produ¢do de NADPH com um consequente

aumento na absorbancia a 340 nm (LEONG; CLARK, 1984).

4.8 Analise estatistica

Ao final, analises estatisticas foram realizadas sobre os resultados obtidos de cada um
dos parametros utilizando o software Prisma (GraphPad Software, San Diego Califérnia —
EUA), versdo 6.0. Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média e para
avaliar a diferenca entre os resultados obtidos realizou-se a analise de variancia (ANOVA) one-
way, test de Dunnett e Test T, sendo considerado o nivel de significdncia de 5% (p<0,05). A
correlacdo de Pearson foi utilizada para analisar as relagdes lineares entre os resultados,
considerando um unico valor apés a eutanasia. A normalidade na distribuicdo dos dados foi

avaliada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov.

5.RESULTADOS

5.1 Avaliacao dos parametros lipidicos
5.1.1 Lipideos plasmaticos

5.1.1.1 Colesterol total

As variagdes dos niveis de CT plasmatico podem ser observadas na tabela 1 (RAMOS et
al., 2021). Os valores plasmaticos de colesterol antes e apds a eutanasia ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos, em comparagdo a primeira coleta de sangue e segunda
coleta apds o pré-tratamento de 12 dias dos grupos com 10, 30 ou 100 mg/kg de CEAc e PFAc.
No entanto, apds a administracdo intraperitoneal de 400 mg/kg de Triton WR-1339, o grupo
veiculo apresentou concentragdo consideravelmente maior de CT circulante (359,8 + 48,2) se
comparado ao grupo naive (36,95+3,9). O mesmo comportamento foi observado entre esses

grupos no dia da eutanasia.
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CEAC PFAC
(mgldL) “Naive “Veiculo 10 mg/kg - 30mglkg ' 100mglkg 10 mglkg ) I0mg/kg ) 100mglkg
Primeira coleta 732952545 34632363 |34482457 33732047 3317223 |27.6324,34 27.17£3,55 26,6823.14
Segunda coleta 36,95+ 3.88 38.9024,02 40192665 4044£3.30 3865%27 |3646£258 30372546 30464321
Pés Triton 36.95£39" 35082482 2424281 21972601 24074493 | 38206194 28974629 34272175
Eutanasia 60,2:8,6"  332,9:65.8 |391.4£47.6 380,9¢61,2 41302396 |[391,4£54.9 33704899 35564254

Tabela 1: Variacdo dos niveis de colesterol total plasmatico, em mg/dL. Inicio do experimento
(primeira coleta); animais ap6s pré-tratamento por 12 dias de Extrato Bruto (CEAc) e Acetato
de Etila (PFAc) em concentragdes de 10, 30 e 100mg/kg, exceto grupo naive e grupo Veiculo
que receberam agua destilada (segunda Coleta); dos animais que foram submetidos a injecao
intraperitoneal de 400mg/kg de Triton WR-1339, exceto grupo naive (coleta Pos Triton) e
coleta sanguinea na Eutanasia. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores expressos
como média + erro padrao** p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo veiculo (Adaptado de Ramos
etal., 2021).

5.1.1.2 Triglicerideos

Os valores de TG plasmaticos antes e ap0s a eutanasia estdo representados na tabela 2
(Ramos et al., 2021). Nao houve diferenca estatistica de TG entre os grupos em comparagao a
primeira e a segunda coleta de sangue. Entretanto, os valores de TG plasmatico foram
expressivamente maiores apds 24 horas de administragdao de tyloxapol nos camundongos do
grupo veiculo (2990,9 + 436,3) em comparacao aos animais do grupo naive (65,9 £ 4,1). Nao
houve reversao dos niveis de TG plasmatico nos grupos tratado com CEAc e PFAc.

O sangue coletado apds eutanasia mostrou a mesma tendéncia. A concentracdo de TG
foi elevada nos animais do grupo veiculo e se manteve nos grupos tratados com o extrato ou as
fragdes. Os dados mostraram que o TG do grupo veiculo (1614,0 £ 112,7) foi aproximadamente

40 vezes maior que o dos animais do grupo naive (34,6 + 5,6).
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CEAC PFAC
mg/dL Naive Veiculo 10 mglkg 30mgkg 100mg/kg 10 mg'kg I0mglkg 100mg/kg
Primeira coleta 568427 285222 365+18 37T £25 362 +20 382 £19 73 +£24 331 220
Segunda coleta B59 41 645 248 821 287 866 £33 599 £28 M1 217 01 213 301 £55
Pos Triton 65941 29909£4363 | 24253 +4576 24435+6211 209596465 | 28425+5399 24186+250,1 2794121947
Eutanisia 346 £56" 1614 £ 1127 |(15204+241,8 1701,2+£2996 13066 +6964 | 9177 £2878 13442+4093 10793+ 1964

Tabela 2: Variagao dos niveis de TG plasmatico, em mg/dL. Inicio do experimento (Primeira
coleta); que receberam pré-tratamento por 12 dias de Extrato Bruto (CEAc) e Acetato de Etila
(PFAc) em concentragdes de 10, 30 e 100mg/kg (Segunda Coleta); dos animais que foram
submetidos a injec¢do intraperitoneal de 400mg/kg de Triton WR-1339, exceto grupo naive
(Coleta Pos Triton) e coleta sanguinea na Eutanasia Teste: ANOVA one-way test de
Dunnett.Valores expressos como média £+ erro padrao *p<0,05 e ** p<0,01 versus grupo
veiculo (adaptado de Ramos ef al., 2021).

5.1.2 Lipideos fecais

Os resultados de lipideos totais fecais, TG e CT fecais antes e apds a administragdo
intraperitoneal de Triton WR-1339, estdo descritos na tabela 3 (Ramos ef al., 2021). Apds a
administracdo de tyloxapol, apenas os camundongos ndo tratados apresentaram aumento no
conteudo fecal de lipideos totais (13,5 £ 1,6-23,0 £ 2,3 mg/g, p < 0,01). O PFAc na dose de
100 mg/kg foi capaz de reduzir os lipideos totais nas fezes apos 12 dias de pré-tratamento (9,0
+ 0,5 mg/g), quando comparado ao grupo veiculo (13,5 = 1,6 mg/g) (p < 0,05). Com relagao
aos TG fecais, todos os grupos apresentaram aumento no nivel de TG apds administracdao de
tyloxapol (p <0,01).

J& os grupos pré-tratados com CEAc nas doses de 10 e 100 mg/kg apresentaram
diferengas no conteudo de TG (6,8 + 0,2 mg/g) em relagdo ao grupo veiculo (7,7 = 0,2 mg/g)
(p <0,05). Também o teor de CT nas fezes aumentou apds administragdo de tyloxapol (> 5,5
mg/g, p < 0,05), com excecdo dos camundongos tratados com PFAc a 30 mg/kg. Além disso,
este grupo também apresentou menor teor de CT (5,4 + 0,1 mg/g) do que o veiculo (5,9 + 0,1

mg/g) apos injecao de tyloxapol (p <0,01).



71

CEAC PFAC
(mg/g) Naive Veiculo 10 mg/kg 30mg/kg 100mg/kg 10 mg/kg 30mg/kg 100mg/kg
LIP fecal A.T. 13,332 2,52 13,50+ 1,60 | 10,02 0,60 1366+3,66 12332233 [103321,20 11,0021,73 9,00%0,58°
LIP fecal P.T. 14,45+£394 23+2,3388 |14,67%3,76 1767+£338 16,87:4,47 1367+4,10 1566+3,18 14,33:491
TG fecal A.T. 5,97 0,36 556+060 |4,65:0,12 543+0,21 5222014 575+£005 5332008 5,35:0,14
TG fecal P.T. 542£0,30%** 7,75:0238# | 686£0,15°888 7,62+0,6088 6862024888 |75920,4188 7,3620,0888# 75820,0658
CT fecal AT, 484+0,18 491+0,19 |4,32:0,14" 463+0,15 4,26 £0,09* 504+0,13 5352017 484+0,22
CT fecal P.T. 4,12+0,10*** 591:0,1484 | 5,62+ 0,06848 6,4420,1988% 593 +0,0888% |600+0,29% 5482008* 571+0,1%8

Tabela 3: Niveis de lipideos totais fecais, colesterol total fecal e TG fecais, em mg/g, sendo
estes coletados antes da administragdo intraperitoneal de Triton WR-1339 (LIP fecal A.T.) e
apods administracdo intraperitoneal de Triton WR-1339 ( LIP fecal P.T.) seguido dos seus niveis
de TG e CT antes e p6s administracdo intraperitoneal de Triton WR-1339, respectivamente (TG
fecal A.T.), (TG fecal P.T), (CT fecal A.T.), (CT fecal P.T.) dos camundongos do grupo naive
(agua destilada); Veiculo ( 4gua destilada e administrag@o intraperitoneal de 400mg/kg Triton
WR-1339); e grupos que receberam pré-tratamento por 12 dias e uma dose ap6s administracao
intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339 de Extrato Bruto (CEAc) Acetato de Etila (PFAc)
em concentragoes de 10, 30 e 100mg/kg. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores
expressos como média + erro padrao *p<0,05, ***p<0,001 versus grupo veiculo e Teste T com
valores expressos como média + erro padrao #p<0,05, ##p<0,01 e ###p<0,001 refere-se ao
proprio grupo (Adaptado de Ramos et al., 2021).

5.3 Analise de marcadores de estresse oxidativo
5.3.1 Peroxidacio lipidica

Os camundongos hiperlipidémicos induzidos por tyloxapol apresentaram maior
peroxidagdo lipidica cardiaca do que os camundongos nao hiperlipidémicos. Sendo que, todas
as doses de PFAc (10, 30 e 100 mg/kg) foram capazes de reduzir a peroxidagao lipidica induzida

pela hiperlipidemia (p < 0,05), em comparacdo com o grupo veiculo (Figura 18).

As figuras 18 a 27 apresentaram o naive como controle negativo, definido como grupo
usado para comparacao que recebeu apenas placebo. Enquanto que o grupo veiculo, destacado
na cor preta, foi definido como controle positivo, sendo o grupo usado para comparagdo que
recebeu apenas o detergente tyloxapol para inducdo de hiperlipidemia aguda, sem recebimento

de pré-tratamento.
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Figura 18: Peroxidagao lipidica. Peroxidagao lipidica do tecido cardiaco dos camundongos do
grupo naive (4dgua destilada); Veiculo (dgua destilada e administra¢do intraperitoneal de
400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que receberam pré-tratamento por 12 dias e uma dose
ap6s administragao intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339 de Extrato Bruto (CEAc) e
Acetato de Etila (PFAc) em concentragdes de 10, 30 e 100mg/kg. Teste: ANOVA one-way test
de Dunnett. Valores expressos como média + erro padrao *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
versus grupo veiculo.
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5.3.2 Carbonilac¢io de proteinas

A hiperlipidemia induzida por tyloxapol induziu carbonilagdo de proteinas cardiacas,
como mostrado na figura 19. O tratamento com PFAc a 30 e 100 mg/kg mostrou redugdo no

teor de proteina carbonila (p < 0,05).
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Figura 19: Carbonilacao de proteinas. Contetido de proteinas carboniladas do tecido cardiaco
dos camundongos do grupo naive (dgua destilada); Veiculo (dgua destilada e administragao
intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que receberam pré-tratamento por 12
dias e uma dose apds administrag¢do intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339 de Extrato
Bruto (CEAc) e Acetato de Etila (PFAc) em concentracdes de 10, 30 e 100mg/kg. Teste:
ANOVA one-way test de Dunnett. Valores expressos como média = erro padrdo *p<0,05 versus
grupo veiculo.
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Os niveis de tiois totais no coracdo de dislipidemia induzida por tyloxapol ndo foram

alterados (Figura 20).
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Figura 20: Contetdo de tiois. Andlise de conteudo de tidis totais do tecido cardiaco dos
camundongos do grupo naive (4gua destilada); Veiculo (dgua destilada e administracdo
intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que receberam pré-tratamento por 12
dias e uma dose apds administrag@o intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339 de Extrato
Bruto (CEAc) e Acetato de Etila (PFAc) em concentragdes de 10, 30 e 100mg/kg. Teste:

ANOVA one-way test de Dunnett.
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5.4 Avaliacao do perfil antioxidante

Os camundongos hiperlipidémicos nao tratados apresentaram aumento das atividades
das enzimas CAT, SOD, G6PDH, GR e GPx quando comparados aos camundongos do grupo
naive (p < 0,05), além de reducao do teor de GSH.

5.4.1 Atividade da Superoxido dismutase

A atividade da SOD cardiaca nao se elevou quando expostos a CEAc e PFAca30e¢

100 mg/kg em camundongos hiperlipidémicos (p<0,005) (Figura 21).
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Figura 21: Atividade da enzima superoxido dismutase. Atividade da superdxido dismutase do
tecido cardiaco dos camundongos do grupo naive (dgua destilada); Veiculo (agua destilada e
administracao intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que receberam pré-
tratamento por 12 dias e uma dose apds administracdo intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-
1339 de Extrato Bruto (CEAc) e Acetato de Etila (PFAc) em concentragdes de 10, 30 e
100mg/kg. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores expressos como média + erro
padrao *p<0,05 e **p<0,01 versus grupo veiculo.



76

5.4.2 Atividade da catalase

Todas as doses de PFAc (10, 30 e 100 mg/kg), bem como a dose de 100 mg/kg de CEAc
foram capazes de manter a atividade da CAT menor do que no grupo veiculo (p < 0,05) (Figura
22).
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Figura 22: Atividade da enzima catalase. Atividade da catalase do tecido cardiaco dos
camundongos do grupo naive (4gua destilada); Veiculo (dgua destilada e administracdo
intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que receberam pré-tratamento por 12
dias e uma dose apds administrag@o intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339 de Extrato
Bruto (CEAc) e Acetato de Etila (PFAc) em concentragdes de 10, 30 e 100mg/kg. Teste:
ANOVA one-way test de Dunnett. Valores expressos como média + erro padrao *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo veiculo.
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5.4.3. Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total cardiaca foi aumentada com a administragdo de doses

de PFAc (10, 30 e 100 mg/kg) (Figura 23).
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Figura 23: Capacidade antioxidante total. Analise da capacidade antioxidante total do tecido
cardiaco dos camundongos do grupo naive (4gua destilada); Veiculo (dgua destilada e
administracao intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que receberam pré-
tratamento por 12 dias e uma dose apds administracdo intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-
1339 de Extrato Bruto (CEAc) e Acetato de Etila (PFAc) em concentragdes de 10, 30 e
100mg/kg. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores expressos como média + erro
padrao *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo veiculo.
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5.4.4 Glutationa reduzida

Os camundongos pré-tratados com 30 mg/kg de CEAc e PFAc (30 e 100 mg/kg)
aumentaram o teor de GSH (Figura 24).
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Figura 24: Contetido de glutationa reduzida. Atividade do contetido de Glutationa reduzida
(GSH) do tecido cardiaco dos camundongos do grupo naive (agua destilada); Veiculo (dgua
destilada e administracdo intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que
receberam pré-tratamento por 12 dias e uma dose apds administragdo intraperitoneal de
400mg/kg Triton WR-1339 de Extrato Bruto (CEAc) e Acetato de FEtila (PFAc) em
concentragdes de 10, 30 e 100mg/kg. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores
expressos como média + erro padrao *p<0,05 versus grupo veiculo.
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5.4.5 Glutationa peroxidase

O tratamento dos camundongos hiperlipidémicos com 100 mg/kg de CEAc mostrou

diminui¢ao da atividade da GPx (P < 0,05).

Os camundongos hiperlipidémicos pré-tratados com CEAc ndo apresentaram diferencas
no G6PDH e GR em relagdo ao grupo veiculo. O grupo tratado com PFAc ndo mostrou

diferenga para o grupo de veiculos na atividade de GPx (Figura 25).
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Figura 25: Atividade da enzima glutationa peroxidase. Legenda: Atividade da glutationa
peroxidase do tecido cardiaco dos camundongos do grupo naive (dgua destilada); Veiculo (dgua
destilada e administracdo intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que
receberam pré-tratamento por 12 dias e uma dose apos administragdo intraperitoneal de
400mg/kg Triton WR-1339 de Extrato Bruto (CEAc) e Acetato de Etila (PFAc) em
concentragdes de 10, 30 e 100mg/kg. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores
expressos como média + erro padrao *p<0,05 e ***p<0,001 versus grupo veiculo.
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5.4.6 Glutationa redutase

Todas as doses de PFAc apresentaram diminui¢do na atividade da GR (p < 0,001)
(Figura 26).
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Figura 26: Atividade da enzima glutationa redutase. Atividade da glutationa redutase do tecido
cardiaco dos camundongos do grupo naive (4dgua destilada); Veiculo (dgua destilada e
administracdo intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que receberam pré-
tratamento por 12 dias e uma dose ap6s administragao intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-
1339 de Extrato Bruto (CEAc) e Acetato de Etila (PFAc) em concentragdes de 10, 30 e
100mg/kg. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores expressos como média + erro
padrao **p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo veiculo.
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5.4.7 Atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase

O tratamento com 100 mg/kg de PFAc recuperou a atividade da G6PDH (Figura 27).
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Figura 27: Atividade da enzima Glicose 6-fosfato desidrogenase. Atividade da glicose 6-fosfato
desidrogenase do tecido cardiaco dos camundongos do grupo naive (4gua destilada); Veiculo
(agua destilada e administrac¢do intraperitoneal de 400mg/kg Triton WR-1339); e grupos que
receberam pré-tratamento por 12 dias e uma dose apds administragdo intraperitoneal de
400mg/kg Triton WR-1339 de Extrato Bruto (CEAc) e Acetato de Etila (PFAc) em
concentragdes de 10, 30 e 100mg/kg. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores
expressos como meédia + erro padrao *p<0,05 e **p<0,01 versus grupo veiculo.
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5.5 Correlacio de Pearson

A correlacdo: consiste na associacdo de duas varidveis quantitativas, cujas variagdes
obedecem a uma fungdo, ndo fazendo julgamento sobre se uma é causa ou consequéncia de
outra. As duas variaveis podem aumentar o valor paralelamente (correlacdo positiva) ou de
forma antagdnica (correlagdo negativa). Quando o coeficiente de correlacao se aproxima de 1,
nota-se um aumento no valor de uma variavel quando a outra também aumenta, ou seja, ha uma
relacdo linear positiva. Quando o coeficiente se aproxima de -1, também ¢ possivel dizer que
as variaveis sdo correlacionadas, mas nesse caso quando o valor de uma variavel aumenta e o

da outra diminui, considerada correlacdo negativa ou inversa (HAZRA; GOGTAY, 2016).
5.5.1 Triglicerideos plasmaticos, colesterol plasmatico e lipideos fecais

Todos os pardmetros apresentaram uma correlacao positiva entre si (Figura 28).

Triglicerideo plasmatico
Colesterol plasmatico

Triglicerideo fecal
Colesterol fecal

Triglicerideo plasmatico 0.96

Colesterol plasmatico 0.80

Triglicerideo fecal 0.96

Colesterol fecal 85 0.80

Figura 28: Correlagdo de Pearson entre triglicerideos plasmaticos, colesterol plasmatico e
lipideos fecais.
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5.5.2 Parametros lipidicos plasmaticos, dano oxidativo e perfil antioxidante

Os quadrantes destacados em azul indicam correlagdo positiva e os destacados em

vermelho apresentam correlagdo negativa (Figura 29).
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Figura 29: Correlagdo de Pearson entre parametros lipidicos plasmaticos, dano oxidativo e
perfil antioxidante.

6. Discussao

O significado clinico das propriedades benéficas dos polifendis vegetais foi relatado
pela primeira vez em 1950, levando a inclusdo na Farmacopeia Europeia do extrato alcoolico a
80% de folhas de oliveira, contendo oleuropeina, acido cafeico, tirosol, apigenina e
verbascoside. Os biofendis também podem ser usados para desenvolver novos medicamentos
uteis para combater condig¢des inflamatdrias cronicas, o risco de trombose, estados relacionados
a DCV, como aterosclerose, cancer, também em combinagdo com drogas anticancerigenas, bem

como para reduzir a deposi¢ao de amiloide associada ao DM2 e estados relacionados ao
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envelhecimento, como a neurodegenera¢do, incluindo propriedades antioxidante,
antimicrobiana, anti-hipertensiva, hipoglicémica e efeitos vasodilatadores. Demonstrou-se que
o poder antioxidante envolve modulagdo de vias oxidativas, agdo direta sobre enzimas,
proteinas, receptores e varias vias de sinalizacdo, bem como a interferéncia sobre modifica¢des
epigenéticas (LERI ef al., 2020).

Neste estudo, avaliamos a possibilidade de efeito antioxidante da casca do fruto ACM
a partir das amostras de CEAc e PFAc sobre o coracdo de camundongos. Uma série de
substancias fendlicas, incluindo (epi) catequina, quercetina-glicosideo, acido quinico e
procianidina B2, foram encontradas em CEAc e PFAc nos estudos anteriores por caracterizagao
de fitoconstituintes por Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa sequencial de ionizagao por electrospray (HPLC-ESI/MSn) (LAGE et al.; PIMENTA et
al., 2014; JUSTINO et al., 2016).

Devido ao seu alto teor fenolico e ao fato de que a maior parte da fragdo rica em
polifenois € composta por proantocianidinas, a casca do fruto ACM pode ser considerada um
potencial recurso antioxidante (JUSTINO et al., 2019). As proantocianidinas tém a capacidade
de criar moléculas estaveis e operar como sequestradores de radicais doadores de hidrogénio,
de O: singlet e, além de serem agentes doadores de elétrons gragcas a disposi¢do de seus
hidrogénios fenolicos (GONCALVES; DINIS; BATISTA, 2005; ZHOU et al., 2014).

Estudos em modelos animais utilizando agentes especificos capazes de induzir
dislipidemia sdo realizados com o objetivo de descobrir novos produtos naturais ou drogas com
potencial terapéutico para dislipidemia. A sele¢do de Triton WR-1339 como agente
dislipidémico foi baseado em outros estudos que avaliaram a atividade hipolipidémica
farmacoldgica de plantas em um paradigma experimental induzido por Triton (KHANNA;
RIZVI; CHANDER, 2002; ZARZECKI et al., 2014; IBRAHIM et al., 2016).

O tyloxapol ¢ um detergente ndo idnico (surfactante) utilizado para causar dislipidemia
grave ou cronica em animais por meio da inibi¢do da LPL, que por sua vez aumenta a atividade
da HMG-CoA redutase, enzima responsavel pela biossintese do colesterol, estimulando o
aumento de CT e TG plasmatico (FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2019). Na inducio de
hiperlipidemia por tyloxapol, o pico de agdo apresenta-se em 24 horas e uma queda do colesterol
plasmatico apds 72 horas do uso da droga em ratos (LEVINE; SALTZMAN, 2007) ¢ em
camundongos pode observar queda dos niveis de colesterol plasmatico apds 48 horas (XIE et

al., 2007), podendo os niveis atingirem valores comparaveis aos basais, entretanto se houver
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intervalos de tempo com niveis lipidicos normais, serd possivel a ocorréncia de infec¢do ou
regressao das lesoes ateromatosas (BERTGES, et al, 2011; LEVINE; SALTZMAN, 2007).

A linhagem C57BL/6 dos camundongos machos serviu como modelo animal do estudo.
Ap6s 24 horas de injecdo intraperitoneal de 400 mg/kg de Triton WR-1339, o modelo foi eficaz
na inducdo de dislipidemia grave, uma vez que os animais do grupo veiculo claramente
sofreram alteragdes nos perfis lipidicos plasmaticos e fecais. Em outros estudos doses iguais ou
até mesmo menores de tyloxapol foram utilizadas na indugdo da dislipidemia em ratos Wistar
(JASIM et al., 2018; KHLIFI et al., 2019) e camundongos (OH; LEE; LIM, 20006).

Os resultados das coletas de sangue evidenciaram elevagdo significativa nas
concentragdes plasmaticas de CT e TG apds administracio de tyloxapol. Saravanan e
colaboradores (2011), bem como Ibrahim e colaboradores (2016), demonstraram elevagao nos
niveis de TG e CT. Foi demonstrado pelo Método de Folch para quantificagcdo de lipideos nas
fezes que ndo apenas os lipideos totais, mas também o conteido de CT e TG foram elevados
apos a injegdo de tyloxapol. Esses resultados corroboram com a tese de que o Triton WR-1339
foi capaz de induzir dislipidemia e que esta causou um desequilibrio no metabolismo cardiaco.

A busca por compostos bioativos naturais com baixa toxicidade e que apresentam
propriedades antioxidantes tem se destacado no controle do estresse oxidativo gerado por
muitas fisiopatologias (BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI, 2013; DEY; LAKSHMANAN,
2013; ZEKA et al., 2017), sendo que o acesso pode se tornar mais vidvel se forem utilizadas
plantas inteiras ou misturas/extratos de plantas em vez de moléculas isoladas (WAGNER;
ULRICH-MERZENICH, 2009).

Além disso, a interagdo sinérgica ou efeitos multifatoriais entre compostos presentes em
extratos de ervas podem aumentar os efeitos biologicos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH,
2009). As propriedades antioxidantes dos polifendis parecem estar relacionadas ao aumento da
capacidade antioxidante endogena induzida através da sinalizagdo através da via Nrf2, do fator
nuclear derivado de eritréide 2. Os polifendis também parecem possuir propriedades anti-
inflamatorias e demonstraram melhorar a fun¢ao vascular através de mecanismos mediados por
NO (BOWTELL; KELLY, 2019).

A hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia estdo associadas com mudangas funcionais
e estruturais no tecido cardiaco, incluindo aumentos nos niveis de EROs (YAO; LI; ZENG,

2020; D'ORIA, 2020). O estresse oxidativo como um importante contribuidor de vérios estados
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patoldgicos, como DCV, aterosclerose, inflamagdo, cancer, toxicidade de drogas, lesdo de
reperfusdo e doencas neurodegenerativas e hepaticas induzidas por hiperlipidemia, pode
acelerar a formagdo de radicais e, por consequéncia, danificar a defesa antioxidante intrinseca
(BURTON; JAUNIAUX, 2011).

Os resultados deste estudo mostraram elevacdo de peroxidagdo lipidica e na
carbonilagdo de proteinas, indicando que o modelo de dislipidemia utilizando tyloxapol foi
capaz de gerar EROs que sdo fatores que desencadeiam a patogénese da hiperlipidemia. Esses
niveis aumentados podem ser atribuidos ao aumento da producdo de EROs e/ou deficiéncia do
sistema de defesa antioxidante endégeno (YANG et al., 2008).

As enzimas SOD, GPx e CAT e os antioxidantes nao enzimaticos, como a GSH,
desempenham papéis importantes no alivio dos danos aos tecidos devido a formacao de radicais
livres (YANG et al., 2008). A hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia estdo associadas a
modificacdo oxidativa de LDL, glicacao de proteinas, auto-oxidacao de glicose, levando assim
a producdo excessiva de produtos de peroxidagdo lipidica que podem causar eleva¢dao do
estresse oxidativo quando se tem uma hiperlipidemia (YANG et al., 2008). Como os lipideos
sdo particularmente vulneraveis ao ataque de EROs e nitrogénio, ¢ bem sabido que o estresse
oxidativo e a geracao de radicais livres aumentam a reacdo em cadeia de peroxidagdo lipidica
(Niki, 2008).

Nesse sentido, a peroxidacdo lipidica é consequente ao estresse oxidativo que ocorre
quando a dindmica em equilibrio entre o0 mecanismo pro-oxidante e antioxidante ¢ prejudicado
(KUMARI; MENON, 1988). Sabe-se que estados hiperlipidémicos estdo associados a
alteragdes de propriedades fisicas das membranas celulares podendo facilitar o escape de
radicais livres da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (ENGELMANN et al., 1992).
A formacdo de equivalentes de MDA foi menor nos camundongos tratados com todas as doses
testadas da fracdo PFAc, ou seja, nossos resultados também mostraram um aumento na
peroxidacao lipidica, indicando que a hiperlipidemia aguda induzida pelo tyloxapol foi capaz
de reduzir o FRAP e gerar MDA. Todas as concentracdes de PFAc foram capazes de proteger
o tecido miocardico da peroxidacao lipidica.

Pesquisas anteriores demonstraram o potencial dos flavonoides, como as
proantocianidinas, na reducao da peroxidagado lipidica e na melhora do perfil antioxidante in
vitro e em ratos diabéticos (LEE et al., 2007; JUSTINO ef al., 2019). A propria quercetina,

componente polifendlico do PFAc, foi avaliado em outro estudo com capacidade de diminuir
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os sinais de inflama¢do aguda nos animais tratados de forma dose-dependente através da
supressao do recrutamento de leucocitos, diminui¢do dos niveis de quimiocinas e niveis do
produto final de peroxidagdo lipidica, MDA, e aumento da atividade enzimatica antioxidante
em modelo experimental de ratos (DONG et al., 2014).

Proteinas também podem ser danificadas por EROs (SUZUKI; CARINI;
BUTTERFIELD, 2010). A oxidagdo ¢ o principal mecanismo molecular de dano proteico,
caracterizada pela formacao de carbonilas e a perda de grupos tiol (LEVINE et al.,, 1990;
SUZUKI; CARINI; BUTTERFIELD, 2010). A carbonilagdo proteica ¢ um dano oxidativo
irreversivel, muitas vezes levando a perda da funcdo da proteina, que é considerada um
indicador generalizado de dano oxidativo grave e disfungdo proteica derivada de doenca
(DALLE-DONNE et al., 2003). A carbonilagdo proteica foi identificada no cora¢do dos
camundongos do grupo veiculo, sendo as doses de 30 e 100 mg/kg de PFAc capazes de reduzir
a carbonilacdo de proteinas cardiacas nos camundongos com dislipidemia. Um estudo prévio
mostrou que as procianidinas da casca do fruto ACM reduziram o teor de carbonilagdo proteica
no tecido hepatico sob um ambiente oxidado (JUSTINO et al., 2017), o que corrobora com o0s
resultados observados na presente investigacao.

Em estudo com células PC12 também houve um declinio no nivel de carbonilacao de
proteinas, juntamente com um aumento no status de tiol, evidenciando o potencial antioxidante
do epigalatocatequina-3-galato (EGCG) in vitro. A EGCG reduziu o dano oxidativo da célula
e restaurou a integridade mitocondrial no mesmo estudo. (SRIVIDHYA; KALAISELVI, 2012).
As catequinas sdao abundantes em chds, cacau e frutos, estando presente também na casca da
ACM (JUSTINO et al., 2016).

Outro estudo realizado por Tabassum e colaboradores (2007) mostrou que a catequina,
um flavonoide previamente identificado em PFAc, foi capaz de evitar a carbonilacdo de
proteinas no figado, indicando seu potencial em inibir a formacao de proteinas carboniladas. O
kaempferol também presente na fragcdo PFAc, mostrou a reducao da carbonilagdo de proteinas
pelo flavonoide (FILOMENI et al., 2012).

Neste estudo, os tidis ndo apresentaram modificacdo apds administragao intraperitoneal
de tyloxapol, nem alteracdo em sua concentracdo apds o pré-tratamento com CEAc ou PFAc.
Geralmente, a dislipidemia esta relacionada com reducdo dos niveis de tiois e alteragdes no
status redox de tiol/ dissulfeto (KINSCHEREF et al., 2003), isso quer dizer, quando hd dano
oxidativo, os tidis podem ser convertidos em dissulfetos (AKSENOV; MARKESBERY, 2001).
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GSH, cisteina, homocisteina e N-acetilcisteina sdo tidis protetores naturais contra o estresse
oxidativo (LUBOS; HANDY; LOSCALZO, 2008), sendo observado em alguns estudos uma
capacidade dos flavonoides em restauragao sobre o conteudo de tidis (DIETZMANN et al.,
2002; JUSTINO et al., 2019). Entretanto, neste caso, como este parametro ndo mudou apos
inducao de hiperlipidemia, ndo foi possivel avaliar esse efeito no presente estudo.

O sistema de defesa depende de enzimas antioxidantes para limitar a formagao de EROs
e reparar danos oxidativos (DEY; LAKSHMANAN, 2013). As principais enzimas envolvidas
no processo de remoc¢do de EROs, particularmente o *O* e H:0., sao SOD e CAT,
respectivamente (BAKALA et al., 2012; BIRBEN et al., 2012); no qual SOD desmuta «O*
formando H-0: que ¢ convertido em H20 e O: por CAT (BIRBEN et al., 2012). Na andlise da
atividade da SOD, houve um aumento da atividade dessa enzima no grupo veiculo. A
dislipidemia gera aumento na liberacio de EROs como o *O*, de modo que houve uma
solicitacdo de sobrecarga de SOD, o que pode ter contribuido para o aumento desta enzima no
grupo veiculo (BIRBEN et al., 2012). Na presente investigacao, o CEAc e PFAc nas doses de
30 mg/kg e 100 mg/kg foram capazes de reduzir a atividade da SOD, corroborando com a
hipdtese de menor presenga de *O* nesses grupos de camundongos.

Como esperado, a atividade da CAT também aumentou no veiculo, a fim de reduzir o
H-0: formado pela via SOD induzida por dislipidemia no miocéardio. A enzima CAT teve sua
atividade reduzida quando os camundongos foram tratados com 100 mg/kg de CEAc e em todas
as doses de PFAc. Essa demanda de CAT pode ter sido diminuida no tecido cardiaco tratado
devido a presenca de compostos fenodlicos presentes na casca do fruto, os quais, como
mencionado previamente, apresentam capacidade de eliminagdo e neutralizagdo de EROs, pelas
propriedades de eliminagdo de O das proantocianidinas (ZHOU et al., 2014; JUSTINO et al.,
2019).

Em um modelo animal de lesdo tecidual cardiaca com doxirrubicina, os extratos das
plantas Phyllanthus amarus e Mormodica charantia também reduziram a atividade de SOD e
CAT, tendo kaempferol, catequina, (epi)catequina como componentes fendlicos semelhantes
aos da casca do ACM (SALIU et al., 2019).

O FRAP aumentou em todos as doses de PFAc, podendo observar também que o FRAP
foi reduzido no grupo veiculo indicando um consumo dos antioxidantes nesse modelo de
hiperlipidemia aguda, tendo ocorrido o mesmo com o contedo de GSH que teve a sua

concentragdo diminuida no grupo veiculo. Nesse sentido, seria interessante avaliar o contetido
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de GSSG para os proximos estudos, como foi feito pelo grupo de Albuquerque e colegas (2015)
na avaliacdo de inflamagao de neutrdéfilos em ratos obesos, no qual apresentou aumento da

propor¢ao de GSH/GSSG dos animais tratados com EGCG.

Quanto a normaliza¢dao do conteido de GSH em relagdo ao tratamento com CEAc 30
mg/kg e PFAc 30 e 100 mg/kg sabe-se que os polifenodis, principalmente as proantocianidinas,
tém a capacidade de reduzir o estresse oxidativo, levando a menor depleg¢ao e/ou necessidade
de uso de GSH (LEE et al.,, 2007; AL-NUMAIR et al.,2015).

A quercetina remove os radicais livres e fortalece os sistemas de defesa antioxidante no
corpo. Estudos em animais e células revelaram que a quercetina induz a sintese de GSH em
células de cancer de mama humano, células derivadas de rim de macaco e linhagem celular de
hepatoma humano (HepG2) (LAVOIE et al., 2009; XU et al., 2019). O aumento nos niveis de
GSH induzido por esta substancia em varios tipos de células é provavelmente devido a indugao
de enzimas de detoxificacdo de genes de fase II e proteinas antioxidantes. Concentracdes nao
toxicas de quercetina induzem a sintese de GSH em astrdcitos, mas ndo em neurdnios (LAVOIE
et al., 2009).

No processo de desintoxicagdo de H202, a GSH pode eliminar diretamente os radicais
livres ou servir como substrato para a GPx. A produgdo de GSSG por GPx pode levar a retro-
reducdo de GSSG para GSH por GR usando NADPH como redutor (MASELLA et al., 2005).
A sintese de NADPH, que ¢ importante para a reciclagem de GSH por GR, pode sofrer com a
diminui¢do da atividade de G6PDH (BIRBEN et al., 2012). Isso pode ter contribuido para a
diminuic¢ao do teor de GSH dos animais com hiperlipidemia e para o aumento da atividade das

enzimas GPx, G6PDH e GR.

Entretanto, em um modelo de cardiopatia cronica de insuficiéncia cardiaca, foi
evidenciado que o dinucleotideo de nicotinamida adenina (NAD"), juntamente com o seu
dinucleotideo reduzido (NADH), foram fundamentais na condu¢ao de reagdes de oxidagao-
redugdo envolvidos na producao de energia. Além disso, NAD" ¢ um precursor do par de
dinucleotideos fosforilados NADP*/NADPH, que desempenha um papel importante na
desintoxicacdo da EROs. Em varios modelos de insuficiéncia cardiaca, uma redugdo nos niveis
de NAD" tem sido observado, podendo ser um marcador relevante para os proximos estudos de

hiperlipidemia induzida em camundongos (VAN DER POL et al., 2018).
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Van der Pol e colaboladores (2018) também ressaltam a falha terapéutica da abordagem
de insuficiéncia cardiaca pela inibigdo exogena sobre a produgdo de EROs ou suplementagao
de antioxidantes exogenos, tendo como proposta duas abordagens para manejo de estresse
oxidativo em doengas cardiacas: aumentar a capacidade enddgena antioxidante e aumentar a

expressao/atividade de enzimas produtoras de antioxidantes.

Classicamente, sabemos que a GSH ¢ a principal molécula antioxidante endogena e esta
presente em concentracdes significativas em todos os compartimentos celulares, o que explica
por qué o FRAP ¢ o sistema de glutationa estdo intimamente conectados (BIRBEN et al., 2012).
Os teores de FRAP e GSH diminuiram no subgrupo veiculo e aumentaram com o pré-
tratamento dos subgrupos PFAc. No entanto, na andlise de contetido do GSH, o subgrupo
veiculo utilizou o GSH como meio de controle dos radicais livres. Os niveis de GSH foram,
portanto, maiores nas propor¢des de CEAc 30 mg/kg e PFAc 30 e 100 mg/kg, indicando que
esses grupos ndo utilizaram todas as fontes endogenas de antioxidantes.

A atividade da G6PDH leva a formagcdo do NADPH, que ¢ utilizado pelo GR para
converter a forma GSSG em GSH (COUTO; WOOD; BARBER, 2016). A enzima G6PDH
estava em maior demanda para produzir mais NADPH nos grupos veiculo. O PFAc na dose de
100 mg/kg foi capaz de controlar o uso de G6PDH, possivelmente devido & menor concentragao
de GSSG neste subgrupo cardiaco. A atividade de GR foi alta no grupo veiculo e menos ativa
em todos os subgrupos de concentragoes de PFAc. A GPx tem o mesmo efeito que a CAT,
ambas trabalham para eliminar a H>O> (MITTAL et al., 2014). A atividade da GPx, no subgrupo
veiculo, aumentou provavelmente devido a alta quantidade de H2O.. Esta enzima foi menos
utilizada no grupo tratado com CEAc 100 mg/kg, possivelmente devido a menor formagao de
H20..

Ensaios pré-clinicos em modelos animais relataram que o consumo de dieta rica em
polifendis pode ser significativamente benéfico na prevengao e tratamento de DCV devido as
suas agdes antioxidantes, anti-inflamatdrias, antiplaquetarias e outras agdes pleiotropicas
(BEHL et al., 2020). Os polifentis tendem a melhorar os niveis de TG, LDL e VLDL, o que
resulta na reducdo das complicagdes cardiovasculares, bem como diminuir o risco de
comorbidades associadas (BEHL et al., 2020). Neste estudo, os parametros lipidicos e os efeitos
antioxidantes de extratos ricos em polifendis sobre os indicadores de balango redox em
camundongos hiperlipidémicos foram medidos a fim de avaliar os potenciais efeitos

preventivos cardiovasculares da casca de frutos ACM.
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Uma vantagem significativa das plantas medicinais ¢ o seu alto perfil de seguranca
(GUTIERREZ; BAEZ, 2009). Além disso, eles demonstraram ter beneficios positivos em uma
variedade de condi¢cdes médicas, incluindo hipertensao, dislipidemia, aterosclerose e
insuficiéncia cardiaca cronica, bem como para a reducdo geral do risco cardiovascular
(CHANG et al., 2020). O extrato vegetal ¢ uma maneira mais facil do que a obtengdo de
moléculas isoladas; além disso, os efeitos biologicos aumentam na interacdo sinérgica ou
efeitos multifatoriais entre compostos presentes em extratos de ervas (WAGNER et al., 2009).

Neste estudo, os potenciais efeitos protetores cardiovasculares da casca de frutos ACM
foram avaliados medindo os parametros lipidicos e os efeitos antioxidantes de extratos ricos em
polifendis sobre marcadores de equilibrio redox em camundongos hiperlipidémicos.
Misturas/extratos/fracdes vegetais sdo um caminho mais facil do que a obtengdo de moléculas
isoladas e os efeitos bioldgicos aumentam na interacao sinérgica ou efeitos multifatoriais entre
compostos presentes em extratos fitoterapicos (WAGNER et al., 2009). Para confirmar o efeito
protetor da ACM in vivo, o modelo de camundongos hiperlipidémicos agudos foi estabelecido
usando Triton WR-1339, um inibidor da LPL (ZHAO et al., 2015).

Em nosso estudo, os animais hiperlipidémicos nao tratados apresentaram aumentos no
carbonilagdo proteica, peroxidagao lipidica e na atividade das enzimas CAT, SOD, G6PDH,
GR e GPx. Além disso, houve reducdo nos niveis de FRAP ¢ GSH no grupo veiculo. Vale
ressaltar que a PFAc apresentou os maiores efeitos nos pardmetros de estresse oxidativo e perfil
antioxidante, com destaque para as doses de 30 mg/kg na reducdo da peroxidagdo lipidica,
carbonilagdo de proteinas e atividade das enzimas SOD, CAT e GR, além do aumento da FRAP
e contetido de GSH.

Na dose de 100 mg/kg, além dos pardmetros descritos modificou a atividade de G6PDH
também. Isso pode ser explicado pela presenga de proantocianidinas e flavonoides como
quercetina e kaempferol mais concentrados na fragdo PFAc do que no CEAc, contribuindo para
0 aumento da sua capacidade antioxidante, como demonstrado de forma in vitro por Justino e
colaboradores (2016), indicando assim 30 e 100 mgkg de PFAc como as doses mais

promissoras para cardioprotecdo e projecao para novos estudos em camundongos (Tabela 4).



Resultado com valor significativo no dano oxidativo e perfil antioxidante
Naive CEAc PFAc
10 30 100 10 30 100
mg/kg mg/kg mg/kg | mgkg mg/kg mg/kg
PL *k % *k * *%
CP * * %k
Tiois
SOD * % *ok *ok *ok *
FRAP * *ok *ok % *k %
GSH * * * *
GPx *k % *
GR skskok ksk ksk ksk
G6PDH *x *
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Tabela 4: Resultados dos parametros de danos oxidativos e perfil antioxidantes nos

camundongos que receberam CEAc e PFAc apds indugdo de hiperlipidemia aguda por

tyloxapol. Teste: ANOVA one-way test de Dunnett. Valores expressos como média + erro
padrao *p<0,05 versus grupo veiculo, **p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo veiculo. Legenda:
PL, peroxidagao lipidica; CP, carbonilagdao de proteinas; SOD, superdxido dismutase; CAT,
catalase; FRAP, poder antioxidante de redu¢do do ion férrico; GSH, glutationa reduzida; GPx,

glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; G6PDH, glicose-6-fosfato desidrogenase.

Nas analises realizadas sobre parametros de dano oxidativo e perfil antioxidante, pode-

se observar que houve correlagdo estatistica (p<0,05) entre TG sanguineos e peroxidacdo

lipidica, CAT, GPx e GR, corroborando o efeito do modelo agudo de hiperlipidemia
prejudicando o perfil antioxidante endogeno (Rony et al., 2014; CSONKA et al., 2016).
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7. Conclusao

Com o levantamento dos estudos desta breve revisdo de literatura, foi possivel
correlacionar alguns possiveis mecanismos de lesdo tecidual cardiaca a partir da hiperlipidemia
aguda causando dano oxidativo. Sendo a dislipidemia uma doenca complexa que afeta a
estrutura ¢ a fungao cardiologica, mesmo que toda a fisiopatologia ainda ndo tenha sido
esclarecida, alguns estudos recentes indicam que os efeitos diretos dos lipideos séricos na
funcdo cardiaca sdo independentes da aterosclerose. A presenca de lipideos séricos no coragao
tem sido correlacionada com a indugdo de estresse oxidativo, fibrose cardiaca inflamatoria,
diminui¢do da autofagia e da densidade microvascular com alteragdo da fungdo mitocondrial
dos cardiomiocitos, tornando o miocardio vulneravel a danos ¢ levando a disfung¢ao cardiaca.

Em suma, o modelo estudado de inducdo aguda de hiperlipidemia por tyloxapol em
camundongos demonstrou aumento nas taxas de peroxidagdo lipidica e carbonilacdo de
proteinas, como marcadores de dano oxidativo. Ademais, o tratamento com PFAc apresentou
efeitos antioxidantes mais relevantes do que o CEAc. Tomados em conjunto, o pré-tratamento
com ACM no modelo de hiperlipidemia aguda em camundongos melhorou as atividades de
SOD, CAT, GPx, G6PDH e GR e conteudo de GSH e FRAP, demonstrando aprimoramento do
perfil de algumas vias de defesa antioxidante. Além disso, a casca do fruto ACM apresentou
capacidade de diminuir o teor de carbonila e o status de peroxidacao lipidica. Essas descobertas
apoiam uma investigagdo mais aprofundada sobre modelos de hiperlipidemia cronica e ensaios
clinicos para um potencial tratamento preventivo e terapéutico da hiperlipidemia e DCV

relacionadas.
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9. Anexos

Anexo 1: Autorizagdo de acesso e de remessa de componente do patrimdnio genético.

fcnpq

e At o W
asa & T anga..

Autorizagio de Acesso e de Remessa de
Componente do Patriménio Genético

O Conselho MNacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolbgico - CNPg, nos termos Deliberagio 246/2009, do
Conselho de Gestio do Patriménio Genético, autoriza a
instituigio identfficada no verso deste documento a acessar
& remeter componente do Patrimdnio Genético com a
finalidade de pesquisa cientifica.

Brasilia, 02 de outubro de 2015
Marcelo Marcos Morales
Diretor de Ciéncias Agrarias, Bioldgicas e da Saide
PO 5132013

Processo: 010743/2015-4

Validade: 0211172015 a 02/11/2017

Instituicio: UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
CNPJ: 256 483.870/0001-18

Pesquisador: Foued Salmen Espindola

CPF: 242.039.476-34

RG: M1189277 - S5P | MG

Para visualizar a versao digital da Autorizacdo de Acesso e
de Remessa de Componente do Patrimdnio Genéfico, V.5a.
podera uliizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para
esse fim na pagina hiip:fsendcosweb.cnpg. brivisualizador e
infarmar o numero do protocolo 95048145917907 38 para
recuperd-ia do banco de dados do CNPg
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Anexo 2: Formulario de parecer do Comité de Etica na Utilizagdo de Animais

— CEUA/UFU n° 039/19.

@ | Universidade Federal de Uberlindia ! ] !

- Coml=ado da Etica na Utlizagao de Animals - j{=srerfrefoemst
=

CERTIFICADO

Cerfificamos gue o projete intitulade “Avaliagdo das propriedades
hipolipidémica, antinflamatirias e antiovidantes de polifendis
da Anncna crassiflora Mart. na hiperlipidemia induzida por Triton
WR-1339 {tiloxapol) em camundongos.”, protocolo n® 03919, sob a
responzabilidade de Foued Salmen Espindola — que envolve a
produgdo, manutengdo efou utiizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Wertebrata, para fing de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de & de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, &
com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da
Expeﬁmegtagﬁo JAnimal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAC DE ETICA MA UTILIZACAQ DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunidoe 23 de
Agosto de 2019,

{We certify that e project entitied “AvallacSo das propriedades hipalipldémica, antnfiamatonas
2 antigridanies de polfentis da ANNona crassMora Mart. na hipemipklemia INdUzka por Trion
WR-1329 (Hlokapol) em camundongos..”, protocod D35/19, wnder te responsibiity of Foued
Salmen Espindola - IMvoiving the production, maintenancs andior use of animals beknging fo
fie phylem Chondata, subphyum Verlebrata, for puiposes of scientfc research - 15 In
accordance with the provisions of Law n® 11.794, of Ociober 8th, 2008, of Decree n® £.859 of
July 1gth, 2009, ard the nies lssued by the Mational Councll for Control of Animal

Expermentation {COMCEA) and it was approved for ETHICS COMMISZION ON ANIMAL USE
{CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, In meeting of August 23, 2019).

Vigéncla do Projeto Inicio: 020972019 Témmino: 310872020
Espécia | Linhagem / Gnupos Tamondmicos Camungdongo Isogenico

Homern de animals 243

Peso [ lgate ' D6 semanas

Sexn Macho

Drigem / Local Rada de Blobérios — UFU [REBIR — UFLU
Local onde erdn mantidos os animals: Rada de Blotérios — UFU [REBIR — UFL)

Uberandia, 20 de Agosto de 2019,
Prof. Dr. ,» i ] Girdo
UKIVE DE EEDERAL DE UBERLANDIA
Comizsia de Fhos e Utilizagho de Animeis fUFU

Coordenador ga CEUA
Fortaris M2 342 DE 10 DE MAID DE 2019
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Anexo 3: Composic¢ao basica da racao padrao oferecida aos animais durante o experimento.

Composicao g/kg
Umidade 125
Proteina bruta 220
Extrato etéreo 50
Material mineral 90
Fibra bruta 70

Ingredientes: milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de soédio,
dleo vegetal, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1,B2, B3, B6,B7, B9, B12, pantotenato de
cdlcio, cloreto de colina, sulfato de ferro, sulfato de manganés, sulfato de zinco, sulfato de cobre, iodato de calcio,
selenito de sédio, sulfato de cobalto, lisina, metionina, BHT.
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Anexo 4: Material Suplementar da Correlagao de Pearson

Parametros Lipidico Plasmaticos e fecais — Correlacdo de Pearson

TG plasma x|TG plasma x | TG plasma x |CT plasma x|CT plasma x| TG fecal x
CT plasma TG fecal CT fecal TG fecal CT fecal CT fecal
r=0,978 r=10,956 r=10,849 r=0,938 r=0,805 r=0,883
p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001

Tabela 5: Correlagdo entre triglicerideos (TG) plasmatico, colesterol total (CT) plasmatico,
triglicerideos fecais e colesterol fecal. Todas as analises p< 0,001. Esses valores foram obtidos
a partir de mais de uma medida.

Parametrtos lipidicos plasmaticos e parametros de dano oxidativo — Correlagdo de Pearson
TG plasma x CT plasma r=0,822 p=0,012
TG plasma x PL r=0,880 p=10,004
TG plasma x CAT r=0,741 p=0,035
TG plasma x GPx r=0,727 p=0,041
TG plasma x GR r=0,806 p=0,016
PL x PC r=0,819 p <0,001
PLx TTC r=-0,713 p=0,047
PL x CAT r=0,796 p=0,018
PL x GR r=0914 p=0,001
PC x FRAP r=-0,738 p=0,037
PC x GR r=20,77 p=0,027
PC x GSH r=-0,728 p=10,04
TTC x FRAP r=0,834 p=0,01
TTC x CAT r=-0,823 p=20,012
TTC x GR r=-0,828 p=0,011
TAC x GR r=-0,696 p=0,05
SOD x CAT r=0,725 p=0,042
SOD x G6PDH r=0,764 p=0,027
CAT x GPx r=0,72 p=0,044
CAT x GR r=0,954 p <0,001
CAT x G6PDH r=0,752 p=20,031
GPx x G6PDH r=0,390 p <0,001
GR x G6PDH r=0,755 p=0,030

Tabela 6: Correlacdo entre triglicerideos sanguineos, colesterol sanguineo e parametros de
estresse oxidativo (peroxidagdo lipidica, carbonilagao, TAC, SOD, CAT, GPx, GR, GSH e
G6PD). Considerando um tnico valor apds a eutandsia.Legenda: PL, peroxidagao lipidica; PC,
carbonilagdo de proteinas; GPx, glutationa peroxidase; CAT, catalase; GR, glutationa redutase;
PC, Carbonilagdo de proteinas; TTC, contetido de tidis; FRAP, poder antioxidante de redugao
do ion férrico; GSH, glutationa reduzida; SOD: superoxido dismutase; G6PDH, glicose-6-
fosfato desidrogenase.



