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EFEITOS ANTI-INFLAMATORIOS E ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DAS
FOLHAS DE Campomanesia xanthocarpa EM CAMUNDONGOS
HIPERCOLESTEROLEMICOS DEFICIENTES PARA O RECEPTOR LDL

RESUMO

Campomanesia xanthocarpa, uma planta popularmente conhecida como guavirova,
possui atividade antiplaquetéria, antitrombotica e fibrinolitica em camundongos, nao
demonstrando atividade ulcerogénica quando comparado com o acido acetilsalicilico
(AAS). O AAS atua promovendo a acetilacao da cicloxigenase-2 (COX-2), modificando
seu sitio ativo e, assim, permitindo a producdo final de lipoxinas, as quais
desenvolvem papel anti-inflamatério, estimulando a resolugdo da inflamacéo. O
mesmo ainda apresenta propriedades antioxidantes que poderiam influenciar no
balanco oxidante e antioxidante. Uma vez que a planta parece desenvolver atividades
semelhantes aos efeitos do AAS, este estudo tem como objetivo comparar os efeitos
do extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa e do AAS em parametros
inflamatorios e oxidante observados em camundongos homozigoticos knockout para
0 receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr-KO) tratados com uma dieta
hipercolesterolémica. Neste estudo, 28 camundongos machos LDLr-KO foram
divididos em trés grupos e alimentados previamente com uma dieta
hipercolesterolémica por 4 semanas. Uma reducdo de 19,2+3%, 20,4+1,3%,
24,7+1,2% e 20,8+1,7%, respectivamente, nos niveis séricos de IL-1, IL-6, TNF-a e
INF-y, foi observada somente no grupo C. xanthocarpa, quando comparado com o
grupo veiculo (F(2,25)=7,379, p=0,003; F(2,25)=10,81 p=0,0004; F(2,25)=16,48,
p<0,0001; F(2,25)=17,96, p<0,0001, respectivamente) em camundongos
hipercolesterolémicos. Os niveis séricos de IL-6, TNF-a e IFN-y encontrados apds 0s
5 dias de tratamento de C. xanthocarpa foram de 66+8 pg/mL, 756 pg/mL, 8315
pg/mL, 9717 ug/mL respectivamente. O tratamento com AAS ndo demonstrou
variacdo nesses parametros quando comparado com o veiculo. Um aumento de
8,6+3,5% e 27,3+5,9% nos niveis séricos de IL-10 foram observados nos grupos
tratados com AAS (35+3 pg/mL) e C. xanthocarpa (41+6 pg/mL), respectivamente,
guando comparados com o grupo veiculo (323 pg/mL) (F(2, 25)=8,088, p=0,002) nos
camundongos hipercolesterolémicos. Uma reducéo de 26,4+3% e de 38,4+6% nos
niveis séricos de oxLDL, foi observada, respectivamente, no grupo AAS e C.
xanthocarpa, quando comparados ao grupo veiculo (F(2,25)= 6,688; p=0,0047). Além
disso, uma reducdo de 25,8+6% nos niveis séricos de anti-oxLDL foi observada
somente no grupo tratado com C. xanthocarpa, quando comparado com 0 grupo
veiculo (F(2,25)= 5,573; p=0,0106). O AAS nao demonstrou efeito sobre este
parametro. Associado a esses efeitos, o extrato analisado n&o induziu atividade
ulcerogénica nos camundongos tratados, enquanto o AAS (100 mg/kg/dia, controle
positivo) induziu a formacao de lesées. Em concluséo, a C. xanthocarpa apresentou
atividade anti-inflamatéria melhor que a do AAS em modelo de aterogénese em
animais hipercolesterolémicos, e sugere-se que a C. xanthocarpa apresenta efeito
antioxidante, observado a partir da reducéo dos niveis séricos de oxLDL e anti-oxLDL
no mesmo modelo experimental.

Palavras-chave: Plantas medicinais, interleucinas, citocinas, inflamacéo, compostos
fenolicos, atividade antioxidante.



ANTI-INFLAMMATORIES AND ANTIOXIDANT EFFECTS OF EXTRACT OF
Campomanesia xanthocarpa LEAVES IN HYPERCHOLESTEROLEMIC MICE
DISABLED FOR LDL RECEIVER

ABSTRACT

The Campomanesia xanthocarpa, popularly known as guavirova, has antiplatelet,
antithrombotic and fibrinolytic activity in mice, showing no ulcerogenic activity
compared with acetylsalicylic acid (AAS). AAS promotes the acetylation of
cyclooxygenase-2 (COX-2) modifying its active site and thus allowing the final
production lipoxins, which develop anti-inflammatory role in stimulating the resolution
of inflammation. The same also has antioxidant properties that could influence the
oxidant and antioxidant balance. Thus, since the plant seems to develop activities
similar to the effects of AAS, this study aims to compare the effects of agueous extract
of C. xanthocarpa sheets and AAS on inflammatory parameters and oxidative
observed in homozygous knockout mice to the receiver low-density lipoprotein (LDLr-
KO) treated with a hypercholesterolemic diet. In this study, 28 LDL-r knockout male
mice were divided into three groups and previously fed a hypercholesterolemic diet for
4 weeks. A reduction of 19.2+3%, 20.4+£1.3%, 24.7+1.2% and 20.8+1.7%, respectively,
serum levels of IL-1, IL- 6, TNF-a and INF-y was observed in group C. xanthocarpa
only when compared with the vehicle group (F(2,25) = 7.379, p = 0.003; F(2,25) =
10.81 p=0.0004; F(2,25) = 16.48, p <0.0001; F(2,25) = 17.96, p <0.0001, respectively)
in hypercholesterolemic mice. Serum IL-6, TNF-a and IFN-y were found after the 5
days of treatment C. xanthocarpa were 668 pg/mL, 756 pg/mL at 835 pg/mL at
97+7 pg/mL respectively. The treatment with AAS showed no effect compared to
vehicle. A increase of 8.6+3.5%, 27.3£5.9% in the serum levels of IL-10 was observed
in the group treated with AAS(35+3 pg/mL) and C. xanthocarpa (4116 pg/mL),
respectively, compared to vehicle group (32+ 4 pg/mL) (F( 2, 25) = 8.088, p = 0.002)
in hypercholesterolemic mice. A reduction of 26.4+3% and 38.4+£6% in the serum levels
of oxLDL was observed respectively in the AAS and C. xanthocarpa compared with
the vehicle group (F (2,25) = 6.688; p = 0.0047). Serum oxLDL found after 5 days of
treatment were 0.81+0.12 mg/dL for the AAS, and 0.068 + 0.24 mg/dL for C.
xanthocarpa, with the vehicle showed 1 10+£0.34 mg/dL. Furthermore, a reduction of
25.8+6% in the serum levels of anti-oxLDL was observed only in the group treated with
C. xanthocarpa, when compared with the vehicle group (F(2,25) = 5.573; p = 0.0106).
The AAS showed no effect on this parameter. Furthermore, the analysis extract did not
induce ulcerogenic activity, while AAS (100 mg/kg/day, positive control) induced the
formation of lesions. In conclusion, C. xanthocarpa showed anti-inflammatory activity
better than that of AAS in a model of atherogenesis in hypercholesterolemic animals,
and it is suggested that the C. xanthocarpa have antioxidant effect, identified from the
reduction of oxLDL in that experimental model.

Keywords: Medicinal plant, interleukins, cytokines, inflammation, phenolic compounds,
antioxidant activity.
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Figura 1. Foto ilustrativa da planta Campomanesia xanthocarpa com frutos e folhas
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LISTA DE ABREVIATURAS

Anti-oxLDL: anticorpos anti lipoproteina de baixa densidade oxidada;
Apo: apolipoproteina;

AAS: acido acetilsalicilico;

COX: ciclooxigenase;

DAC: doenca arterial coronariana;

eNOS: oxido nitrico-sintase endotelial;

EROS: espécies reativas de oxigénio;

HMGr: 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA-redutase;

IAM: infarto agudo do miocardio;

IFN-y: interferon gama;

IL: interleucina;

LDL.: lipoproteinas de baixa densidade;

LDLr-KO: knockout para o receptor de lipoproteina de baixa densidade;
LX: lipoxina;

MHC: complexo principal de histocompatibilidade;
NADPH: fosfato nicotinamida adenina dinucleotideo;
NFkB: fator nuclear kappa B;

NK: natural killer;

ON: oxido nitrico;

oxLDL.: lipoproteina de baixa densidade oxidada;
PCR: proteina C reativa;

PG: prostaglandina;

SCA: sindrome coronariana aguda,

TNFa: fator de necrose tumoral-alfa;

TX: tromboxano;

VCAM: molécula de adeséo celular vascular;
15R-HETH: acido 15R-hidroxieicosatetraendico.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta de uma breve introducédo a respeito do tema
abordado, que posteriormente é reiterado com uma revisao bibliogréfica.

Em seguida séo relatados os objetivos deste trabalho.

Os itens materiais e métodos, resultados, discussdes e conclusédo, que fazem
parte desta dissertacdo, estdo apresentados na forma de artigo, sendo que o0 mesmo
se encontra estruturado de acordo com as normas da revista cientifica Phytomedicine,
na qual foi publicado em dezembro de 2015.

Para finalizar, as consideracdes finais estdo dispostas, e as referéncias
bibliograficas constadas no final desta dissertacéo, referem-se aos itens introducéo e
revisdo bibliografica anteriormente abordados.
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1. INTRODUCAO
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As doencas cardiovasculares sao a principal causa de morte e morbidade em
todo o mundo e representam 40% de toda a mortalidade nas sociedades ocidentais
(SOEHNLEIN, 2015). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, em 2015,
aproximadamente 30% da mortalidade mundial pode ser atribuida as doencas
cardiovasculares, as quais tém como principal causa a aterosclerose (COUNTRIES;
FUSTER; KELLY, 2010; GREENLAND et al., 2003).

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica multifatorial que atinge a
parede arterial e leva a diversas patologias sintomaticas como sindromes
coronarianas agudas (SCA), derrame e oclusdes arteriais periféricas, devido a ruptura
da placa ateromatosa e episédios agudos tromboembdlicos (HANSSON, 2005;
MARANHAO; LEITE, 2015).

Embora a patogénese do processo de aterosclerose seja multifatorial, o
primeiro passo neste processo pode ser a disfuncdo endotelial induzida por
dislipidemia, sendo que sua progressao é oriunda da ativacdo dos componentes
celulares e humorais da inflamacéo (COSTA et al., 2016).

Um dos principais fatores de risco envolvidos com a aterosclerose é a
hipercolesterolemia, caracterizada pelo acimulo de colesterol total sérico acima de
240 mg/dL, usualmente acompanhado de um aumento dos niveis de lipoproteina de
baixa densidade (LDL) acima de 160 mg/dL, o qual conduz a ativacdo de macrofagos
e outras células do sistema imune, promovendo respostas inflamatérias devido a
fagocitose de colesterol pelos macréfagos, os quais passam entdo a serem chamados
de células espumosas (TALL; YVAN-CHARVET, 2015).

Nesse sentido, especialmente por causa da hipercolesterolemia, ocorre o
desenvolvimento de placas ateromatosas, as quais assim se formam também devido
a disfuncéo endotelial somada a altera¢des estruturais que permitem a acumulacao e
retencdo de LDL na intima arterial (NOURI et al., 2015). Aléem disso, a
hipercolesterolemia se relaciona fortemente ao dano oxidativo, afetando assim o
estado antioxidante e as LDL (RAFIEIAN-KOPAEI et al.,, 2014). Dentro desse
contexto, as LDL sao oxidadas e conduzem a formagé&o de LDL oxidada (oxLDL), fato
gue desencadeia a expressao de moléculas de adesao e secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias pelas células endoteliais, as quais, em conjunto com a deposicdo de
citocinas derivadas de plaquetas, levam a infiltracdo de células imunes na intima,
como mondcitos e macrofagos, que liberam mais citocinas, quimiocinas e moléculas

de adesdo contribuindo para aterogénese, a ruptura ou erosdo da lesao
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aterosclerotica avancada exacerbando a ativacdo e agregacdo de plaguetas sobre a
superficie da placa rompida (RIDKER; LUSCHER, 2014; WEBER; NOELS, 2011;
MASSBERG et al., 2002).

O processo inflamatorio envolve mondcitos, que séo recrutados para o espaco
subendotelial, onde ocorre a liberagdo de mediadores inflamatérios, incluindo
citocinas e moléculas de adesao (RYAN; TAYLOR; MCNICHOLAS, 2009). Além das
células inflamatérias, o tecido adiposo visceral também € capaz de secretar varios
mediadores inflamatérios, incluindo citocinas pro-inflamatérias como a interleucina-6
(IL-6), interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), o interferon gama
(IFN-y), e citocinas anti-inflamatérias como a interleucina-10 (IL-10) (FAIN et al.,
2004). Dessa forma, fica evidente o envolvimento das interleucinas e outros
mediadores inflamatorios no que se refere a aterosclerose.

Os niveis da IL-6 parecem ser preditivos de doenca arterial coronariana (DAC)
futura e estdo elevados em pacientes com angina instdvel em comparacdo aos
individuos com angina estavel (HAUSER et al., 1998; PRINSEN et al., 2003). As
citocinas da familia IL-1 tem acéo pleiotropica com efeitos fisiolégicos em varios tipos
celulares (macréfagos) e participam na fisiopatologia das doencas vasculares
(BRADDOCK; QUINN, 2004).

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a) é uma citocina imunomodulatéria e pro-
inflamatoria que participa na aceleracdo da aterogénese por meio da inducdo da
expressao de moléculas de adesédo vascular, e que também reduz a biodisponibilidade
do oxido nitrico nas células endoteliais e prejudica a vasodilatacdo endotélio-
dependente, promovendo disfuncédo endotelial (GOMES et al., 2010).

O Interferon-gama (IFN- y) é produzido principalmente por células T, B e NK
(Natural Killer). Esta citocina esta envolvida na iniciagdo e modulacdo de uma grande
variedade de respostas imunes, muitas das quais sao pro-aterogénicas (BILLIAU;
MATTHYS, 2009). Existem, ainda, evidéncias que demonstram o envolvimento do
IFN-y na patogénese da aterosclerose, pois a ativacdo dos macrofagos pelo IFN-y
conduz a producdo de outras citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a e a IL-6,
radicais de oxigénio, e metaloproteinases (TEDGUI; MALLAT, 2006).

A IL-10 é secretada por muitas células, principalmente por mondcitos e
macréfagos, suprimindo a inflamacéo por varios mecanismos imunolégicos (BIONDO-
SIMOES et al., 2003). Além disso, a IL-10 participa da inibicdo da apoptose de

macrofagos, da expressao do fator tecidual, do fibrinogénio e da proliferacéo de
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células musculares lisas, mecanismos esses, diretamente relacionados com a
progresséo da aterosclerose (HEESCHEN et al., 2003).

Além de desempenhar uma funcéo essencial na hemostasia, as plaquetas tém
papel importante em processos inflamatérios e imunoldgicos, visto que, apods ativadas,
as mesmas liberam citocinas proé-inflamatérias (RONDINA; WEYRICH; ZIMMERMAN,
2013; PROJAHN; KOENEN, 2012). A partir deste contexto, tratamentos eficazes que
busquem a prevencdo secundaria da doenca aterosclerética tém sido propostos
(RIDKER; LUSCHER, 2014).

Cyrus (2002) relata em seu estudo que doses baixas de acido acetilsalicilico
(AAS), amplamente utilizado para funcdo antiplaquetaria como um inibidor de
cicloxigenase (COX) nédo seletivo, tem um efeito significativo sobre a composicéo da
placa, uma vez que aumenta o numero de células musculares lisas, o conteudo de
colageno e reduz as células espumosas no interior das lesdes ateroscleréticas da
aorta.

Sendo assim, doses baixas de AAS (81 mg, recomendado pela American Heart
Association) sao amplamente utilizadas para a prevencdo secundéaria das
complica¢cBes da doenca cardiovascular, ja que esta dosagem inibe preferencialmente
0 Tromboxano A2 (TXA2), um vasoconstritor derivado de plaguetas, ao invés da
prostaciclina 12 (PGI2) derivada do endotélio (CLARKE et al., 1991). Este efeito
diferencial demonstra vantagens, uma vez que a producdo de PGI2 preservada
promove as propriedades antitromboéticas e anti-inflamatérias do endotélio. Este
fenbmeno é observado no estudo de Cyrus (2002), o qual demonstra que o AAS
desempenha atividade anti-inflamatéria sem interferir na biossintese de PGI2, e este
efeito estd associado a um atraso significativo no desenvolvimento da leséo
aterosclerotica.

E importante salientar ainda que o AAS promove a acetilagio da cicloxigenase-
2 (COX-2), modificando o sitio ativo da mesma e, assim, permitindo a conversao de
acido araquidénico em acido 15R-hidroxieicosatetraenoico (15R-HETH) nas células
endoteliais vasculares, sendo que este intermediario é entédo convertido em lipoxinas
(LX) pelos leucocitos (SPITE; SERHAN, 2010). Exemplificando, pode-se citar a
formacdo da 15-epi-lipoxina A4, que esta presente em individuos saudaveis que
tomam AAS em baixas doses, independente da idade e do género (CHIANG et al.,
2006, 2004). As LX sdo mediadores com propriedades anti-inflamatérias, sendo que

a LX A4 estimula a fagocitose de neutrofilos apoptoticos por macréfagos para tentar
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conter a inflamacdo, além de inibir o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucinas (IL) -1, 6 e 8 (BONNANS et al., 2002).

Além disso, outro estudo conduzido por Zhao e colaboradores (2008)
concluiram que o AAS atua prevenindo o desenvolvimento da aterosclerose, tendo em
vista que este medicamento atenua os niveis de oxLDL, e seus efeitos inibidores estédo
associados com a inibicdo da atividade de NF-kB (fator de transcricdo nuclear Kappa
B), consequentemente reduzindo a atividade da NADPH (fosfato nicotinamida adenina
dinucleotideo) oxidase, a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a
disfuncdo endotelial, colocando o AAS como um agente protetor contra danos
oxidativos.

No entando, apesar do consenso em afirmar que o AAS fornece um efeito
secundario na prevencao de desordens isquémicas cardiovasculares, esta droga pode
produzir efeitos adversos como eventos hemorragicos e hemorragia gastrointestinal
(JOHNSON, 2008). Estudos preliminares realizados em individuos saudaveis
mostraram que a curto prazo, a administracdo do AAS em baixas doses pode induzir
inflamac&o da mucosa leve do intestino delgado. Todavia, seu uso crénico resulta
numa variedade de lesGes no intestino delgado que incluem multiplas petéquias,
perda de vilosidades, erosdes, e Ulceras redondas, irregulares ou extravasadas
(ENDO et al., 2014).

Dessa forma, varios estudos e ensaios realizados anteriormente, levaram a um
esforco na busca de novos compostos naturais para suprimir a agregacao plaguetaria
sem causar efeitos adversos (LAU et al., 2009; RYU et al., 2009). Como consequéncia,
diversos efeitos protetores de plantas tém sido revelados contra doengas tromboticas,
como as tromboses coronarias e a aterosclerose, e diversos estudos experimentais
tém sido realizados in vivo e in vitro, mostrando especialmente um efeito anti-
inflamatorio (VIECILI et al., 2014; PAPOUTSI et al., 2008; BERROUGUI et al., 2004;
KRIS-ETHERTON et al., 2002; WANG; NG, 1999).

Uma dessas plantas é encontrada no Brasil, a planta comestivel
Campomanesia xanthocarpa Berg. (Myrtaceae), popularmente conhecida como
“guavirova”, presente na regiao Sul, e também encontrada na Argentina, Paraguai e
Uruguai, a qual tem demonstrado possuir um vasto espectro de efeitos fisiologicos
(LORENZI, 2008). As folhas desta planta sao utilizadas popularmente como infuséo
para doencas inflamatorias e hipercolesterolemia (ALICE et al., 1995). Curiosamente,
a C. xanthocarpa mostrou uma atividade antiplaquetaria, antitrombética e fibrinolitica
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em camundongos e ndo mostrou atividade ulcerogénica na administracéo oral
quando comparado com o AAS (KLAFKE et al., 2012).

Um recente estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, demonstrou que o
tratamento com capsulas de C. xanthocarpa reduziu o colesterol total sanguineo e os
niveis de LDL em individuos hipercolesterolémicos, além de diminuir o estresse
oxidativo e melhorar os niveis de 6xido nitrico (ON), um potente vasodilatador (VIECILI
et al., 2014). Além disso, a C. xanthocarpa desempenha atividade hipolipemiante uma
vez que produz efeitos semelhantes ao mecanismo de medicamentos hipolipemiantes
(estatinas), inibindo a enzima hidroxi-3-metil-glutaril-CoenzimaA redutase (HMGr),
enzima passo limitante para a sintese de colesterol (KLAFKE et al., 2010).

Neste ponto, cabe salientar que as estatinas possuem efeito pleiotropico anti-
inflamatorio e antioxidante (DAVIGNON; GANZ, 2004) e também causam
modificacdes da COX-2, através de nitrosilacao, conduzindo ao aumento da producao
da 15-epi-lipoxina A4, uma lipoxina anti-inflamatéria eicosanoide, que impacta sobre
a biossintese de resolvinas, as quais sdo importantes na resolucdo da inflamacéo
(SPITE; SERHAN, 2010). Logo, uma vez que a planta parece desenvolver atividades
gue sdo semelhantes aos efeitos tanto do AAS quanto das estatinas, a investigacao
de possiveis efeitos deste produto natural no processo aterosclerético torna-se um
importante alvo de pesquisa terapéutica, baseando-se na hipétese de que a planta
possua efeitos anti-inflamatérios e antioxidante, melhorando assim os biomarcadores
inflamatorios e oxidativo envolvidos com o processo ateroscleratico.

Portanto, sob esta perspectiva, o objetivo do presente estudo foi comparar os
efeitos da Campomanesia xanthocarpa e do AAS em parametros inflamatérios de
camundongos knockout para o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr-
KO), sendo este um modelo animal que se assemelha a hipercolesterolemia familiar
humana com processo de aterosclerose em progressdo (RABELO et al.,, 2003;
ZADELAAR et al., 2007). A administracdo de uma dieta rica em gordura nestes
camundongos aumenta ainda mais o colesterol total e o LDL oxidado, aumentando
sistematicamente a inflamacdo e peroxidacdo lipidica e conduzindo ao

desenvolvimento rapido de aterosclerose (WOUTERS et al., 2005).
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2.1 Hipercolesterolemia

A hipercolesterolemia € um problema de saide comum, amplamente aceita
como um dos fatores de risco para o desenvolvimento de doencas isquémicas do
coracdo, incluindo angina e infarto agudo do miocardio (IAM) (GHANDEHARI,
KAMAL-BAHL; WONG, 2008), sendo que, juntamente com a ativacdo do sistema
imune inato pelo colesterol, acelera a aterosclerose (CIMATO; PALKA, 2015).

A hipercolesterolemia € caracterizada pelo acumulo de colesterol total sérico
acima de 240 mg/dL, usualmente manifestando-se com o aumento dos niveis de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) acima de 160 mg/dL (HAMASAKI et al., 2000).
Este fator de risco resulta em uma elevacdo do risco de DAC, e conduz para o
aumento de eventos cardiovasculares (DAVIDSON et al., 2002).

O acumulo de colesterol total sérico pode ocorrer por doengas monogénicas,
em particular por defeito no gene receptor da LDL ou no gene da ApoB-100
(apolipoproteina B-100). Nesse sentido, centenas de mutacdes do receptor LDL foram
detectadas em portadores de hipercolesterolemia familiar, algumas causando reducao
de sua expressdo na membrana, outras, deformacdes na sua estrutura e funcao
(ATOUM et al., 2011). Também € importante salientar, que mutacfes no gene que
codifica a ApoB-100 podem também causar hipercolesterolemia através da deficiéncia
no acoplamento da LDL ao receptor celular (GARCIA-ALVAREZ et al., 2003). Todavia,
mais comumente, a hipercolesterolemia resulta de mutacées em multiplos genes
envolvidos no metabolismo lipidico, as chamadas hipercolesterolemias poligénicas,
que sao casos nos quais a interacao entre fatores genéticos e ambientais determinam
o fendtipo do perfil lipidico, por exemplo, o alelo ApoE-4, que pode contribuir para o
aumento da colesterolemia (DAVIGNON, 2005)

Segundo PATEL e colaboradores (2015), existem fortes evidéncias de que as
LDL plasmaticas na sua relacdo normal com a parede arterial, adentram as células
endoteliais através de mecanismos de endocitose. Entdo, dentro da célula, as
particulas de LDL sédo englobadas em lisossomos e hidrolisadas em fosfolipidios,
triglicerideos, proteinas e colesterol, de modo que os receptores especificos séo
reciclados até a superficie da membrana celular. O deposito de lipoproteinas na
parede arterial, processo-chave no inicio da aterogénese, ocorre de maneira
proporcional a concentragcdo dessas lipoproteinas no plasma (FORRESTER,;
MAKKAR; SHAH, 2005).
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Schachinger et al. (2000) afirma que o aumento das LDL nativas no interior da
célula endotelial, devido ao processo normal de endocitose por receptores especificos
e também pelos inespecificos, induziria ao maior consumo de 6xido nitrico (ON) e
acentuada producao de radicais livres. Ja o aumento dos radicais livres, levaria a
peroxidacdo dos acidos graxos das particulas de LDL. InUmeras evidéncias sugerem
que a peroxidacdo de componentes da LDL é um evento relevante na génese do
ateroma (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Dessa maneira, diversos graus de oxidacdo da LDL podem existir, variando
desde peroxidacdo de alvos fosfolipidicos especificos na superficie da particula (a
chamada “LDL minimamente oxidada”), até extensa oxidagao dos lipidios internos e
das proteinas da particula. Como consequéncia da propagacao destes processos,
ocorre um acumulo de subprodutos téxicos, como os aldeidos malondialdeido e 4-
hidroxinonenal, entre outros. Estes podem servir como marcadores do processo de
oxidacdo. Em certos casos, porém, os efeitos bioldgicos da LDL minimamente
modificada podem estar presentes sem que isto se reflita em niveis aumentados de
quaisquer destes marcadores (GLASS; WITZTUM, 2001).

Segundo Schachinger; Britten; Zeiher (2000), as lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas (oxLDL), provavelmente através da transformacao da lecitina em
lisolecitina, provocariam a disrup¢do da proteina G, receptor de membrana por onde
atuam inumeros agonistas estimuladores da via de producdo do 6xido nitrico, elas
ainda causam retencdo no espaco subendotelial; recrutamento e quimiotaxia de
mondcitos/macréfagos; ativacdo de mondcitos/macréfagos e células musculares lisas,
a qual induz a captacdo intracelular da LDL através dos receptores scavenger,
formando as “células espumosas”; toxicidade para células endoteliais; e estimulo a
producdo excessiva de radicais superéxido por células endoteliais, levando ao
comprometimento inicial da célula endotelial (DHALLA; TEMSAH; NETTICADAN,
2000).

O aumento do estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese de doencas
cardiovasculares. Estudos clinicos experimentais tém sugerido que essas doencas
estdo associadas ao aumento da formacao de radicais livres e a reducéo das defesas
antioxidantes (PINHO et al., 2010). Na parede vascular, diferentes oxidantes podem
se originar de fontes celulares e extracelulares e de rotas enzimaticas e nao
enzimaticas. Atualmente, o mais importante mecanismo pelo qual se acredita que o

estresse oxidativo altera a funcéo endotelial € a inativacdo do ON pelos anions
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superoxidos e LDL oxidadas. Esses radicais livres desativam os receptores
endoteliais para acetilcolina, serotonina, trombina, bradicinina e outros mediadores,
diminuindo a estimulacdo da sintese de ON nas células endoteliais e,
consequentemente, reduzindo a producdo de O6xido nitrico, prejudicando o
relaxamento das células musculares lisas e predispondo a formacdo da placa
aterosclerotica (YUNG et al., 2006). Além disso, a propria oxLDL é citotoxica para as
células endoteliais. Ela também promove a expressao de citocinas, é pro-inflamatoria,
causa inibicdo da eNOS, provoca vasoconstricdo e adesdo e aumenta a agregacao
plaquetéaria (PINHO et al., 2010).

A célula endotelial comprometida, permitiria maior efluxo de LDL nativa e
também de LDL oxidada para a regido da intima vascular, incrementando o processo
de transacitose. Na intima, as LDL nativas se oxidariam, aumentando o contingente
das LDL oxidadas, que induziriam a migracdo de mondcitos e dariam inicio a formacao
das células espumosas (PATEL et al., 2015).

Augusti e colaboradores (2012) mostraram que em pacientes com um nivel
meédio de LDL houve um atraso no aumento da oxidacdo do LDL, devido ao efeito
protetor do anti-oxLDL. Esta ideia € apoiada através de outros estudos que
demonstraram que mesmo pequenas alteragdes na LDL nativa a tornam imunogénica
e que os anticorpos humorais sao especificos para as modificacdes que ocorrem na
ApoB (YOUNG; MCENENY, 2001).

Dessa maneira, ainda segundo Augusti et al. (2012), estes resultados indicam
que os anticorpos circulantes respondem as modificacdes oxidativas na proteina LDL.
Além disso, os anticorpos humorais redirecionam o local de degradacdo do LDL
modificado, principalmente a partir do plasma para as células reticuloendoteliais,
analisadas em figado de coelhos. Assim, a anti-oxLDL pode melhorar a remocéo de
oxLDL a partir do soro e impedir sua entrada na parede arterial. Em acordo, uma
relacdo inversa entre os niveis de anti-oxLDL e oxLDL em individuos saudaveis foi
estudada, com a ideia de que a anti-oxLDL tenha um papel importante na depuracao
de oxLDL presente na circulacdo (AUGUSTI et al., 2012).

Com uma muito rara excecdo, a hipercolesterolemia familiar € uma doenca
autossémica dominante. Ambos homozigotos e heterozigotos hipercolesterolémicos
familiares resultam em acentuada reducdo na capacidade hepética em limpar
lipoproteinas de baixa densidade ricas em colesterol aterogénico (LDL) da circulacao,
com consequente acumulo desse colesterol LDL (WIEGMAN et al., 2015). Em casos
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graves, os niveis de LDL excedem 500 mg/dL. Comecando no feto, sustentada pela
exposicdo da parede arterial para niveis elevados de LDL, ocorre a aceleragcdo na
deposicdo de colesterol e inflamacéo vascular, levando ao desenvolvimento de
aterosclerose, especialmente nas artérias coronarias e da aorta, e doenca coronaria
prematura (WIEGMAN et al., 2015).

Os camundongos knockout para o receptor de LDL, denominados LDLr-KO,
sao obtidos a partir de recombinacdo homologa de células tronco embrionarias para
producdo de camundongos com perda funcional dos genes para receptores de LDL.
As particulas de VLDL e LDL, normalmente, competem por receptores hepaticos
comuns, denominados receptores de LDL ou B/E, os quais reconhecem as
apolipoproteinas B e E (apoB e apoE), presentes nestas lipoproteinas (CATANOZI et
al., 2003).

Os camundongos LDLr-KO n&o possuem estes receptores de LDL de alta
afinidade, porém, apresentam os receptores de LDL de baixa afinidade. Desta forma,
0 prejuizo na taxa de remocdo de VLDL, por meio dos receptores B/E, resulta em
aumento de competicao na taxa de captacado com as particulas de LDL nos receptores
de baixa afinidade (ISHIBASHI et al., 1994). Consequentemente, ambos os tipos de
particulas (VLDL e LDL) podem apresentar suas concentracfes plasméticas
simultaneamente aumentadas. Estes camundongos passam entao a apresentar uma
moderada hipercolesterolemia devido a auséncia de receptores hepéaticos suficientes
para a captacdo de VLDL e LDL. No entanto, quando sdo alimentados com uma dieta
rica em colesterol, eles tornam-se severamente hipercolesterolémicos e desenvolvem
aterosclerose aértica (CATANOZI et al., 2003; ISHIBASHI et al., 1994)

2.2 Disfuncéo endotelial, inflamagao e aterosclerose

A aterosclerose é uma condicao inflamatoria crénica associada com a ativagédo
celular endotelial, estresse oxidativo e acumulo de leucécitos nas paredes das artérias
(TAILOR; GRANGER, 2004). Esta doenca € caracterizada pelo desenvolvimento de
placas gordurosas, denominadas placas ateromatosas, na superficie interna das
paredes arteriais, de modo a constituir o processo conhecido como aterogénese
(BECKSTROM et al.,, 2007). Os principais fatores de risco que predispdem ao

desenvolvimento da placa de ateroma incluem o avanco da idade, a hipertensao
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arterial, a hipercolesterolemia, o tabagismo, a diabetes mellitus e a obesidade
(WHITE; NEWBY; JOHNSON, 2016).

A hipercolesterolemia apresenta-se como um dos principais fatores de risco
para o surgimento da aterosclerose, sendo que, juntamente com a inflamacao, a
ativacao e disfuncéo endotelial, coopera para determinar a propensao de um individuo
ao desenvolvimento da doenca (WAEHRE et al., 2004).

Na presenca de fatores de risco, o endotélio vascular expressa um tipo de
resposta onde ha ativacdo da proteina quinase C e do mensageiro transcricional fator
nuclear kB, que por sua vez leva a expressdo de moléculas de adesédo a superficie
das células endoteliais. Deste modo, esses eventos, iniciam e amplificam as respostas
celulares e subcelulares em artérias coronarias que levam a disfuncdo endotelial. Isto
ainda pode levar ao espessamento da intima, a formacéo de placas, e, finalmente,
ruptura da placa e eventos clinicos (TOUSOULIS; CHARAKIDA; STEFANADIS,
2008).

As teorias que justificam o desenvolvimento da placa de ateroma atribuem
sua formacgéo a uma resposta inflamatdria cronica da parede arterial iniciada por lesdo
endotelial. A presenca de inflamacédo na placa aterosclerética tem sido considerada
como um dos eventos iniciais que convertem uma placa estavel em uma placa instavel
e vulneravel (GOEL et al., 2015). Embora a patogénese do processo de aterosclerose
seja multifatorial, o primeiro passo neste processo pode ser a disfuncao endotelial
induzida por dislipidemia, sendo que sua progressdo € oriunda da ativacdo dos
componentes celulares e humorais da inflamagéo (CAl; HARRISON, 2000).

Multiplas interacbes entre plaquetas, linfécitos T, macréfagos, células do
musculo liso, moléculas de adesédo e componentes genéticos tém sido documentadas
e provavelmente promovam o ambiente de inflamag&o e crescimento necessarios
para provocar injaria endotelial. Este processo é propagado pelo aumento de
transporte de LDL para a camada intima, verificando-se o acumulo dessas
lipoproteinas, tanto na forma nativa quanto na oxidada, iniciando a formacéo da placa
de ateroma (LIBBY, 2002).

Em sitios de ateromas iniciais, as moléculas de adesdo tém emergido como
particulares candidatas para adesdo precoce de leucocitos no endotélio arterial
(LIBBY, 2002). Acredita-se que a secrec¢do de moléculas de adeséo é regulada por
citocinas sintetizadas em pequenas concentragcbes pelo endotélio arterial
(FROSTEGARD, 2013). As citocinas interferem de maneiras diferentes na
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aterogénese, tendo em vista que algumas citocinas agem nos processos pro-
aterogénicas e outras antiaterogénicas, modulando caracteristicas da placa e
processos clinicos. As citocinas pro-inflamatorias classicas, interleucina (IL)-1, IL-6,
interferon gama (IFN- y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), normalmente
mediam processos pro-aterogénicas enquanto a IL-10 medeia vias antiaterogénicas
(TOUSOULIS; CHARAKIDA; STEFANADIS, 2008). Na vigéncia de disfuncao
endotelial, a concentracdo destas citocinas elevam-se, estimulando a producéo de
moléculas de adeséo, assim favorecendo o recrutamento e adesdo de mondcitos a
superficie endotelial (FROSTEGARD, 2013).

Além dos mondcitos, uma populacgéo de linfocitos diversificada é encontrada
nas lesdes ateroscleroticas com um nuamero substancial de linfécitos T detectados. Os
linfécitos T podem entrar na parede do vaso antes dos mondcitos durante as fases
iniciais da formacao da leséo e permanecem ali ativados (TOUSOULIS; CHARAKIDA,
STEFANADIS, 2008). Dessa forma, fica evidente o envolvimento de interleucinas e
outros mediadores inflamatérios no que se refere a aterosclerose. Nos ultimos anos,
um numero de biomarcadores tém sido propostos como preditores significativos de
aterosclerose e suas complicacdes tromboticas, entre as quais angina instavel e
infarto agudo do miocérdio (IAM) (VILES-GONZALEZ; FUSTER; BADIMON, 2004).

2.3 Biomarcadores inflamatorios

Evidéncias apontam para o papel central do endotélio e da inflamacao em todas
as fases do processo aterosclerdtico. Estudos clinicos tém demonstrado o seu
potencial progndstico para o desenvolvimento de eventos isquémicos e de resultado
adversos apos sindromes coronarias agudas (SCA). A busca na reducao dos niveis
inflamatorios por estratégias tradicionais de tratamento foram associados com uma
reducdo proporcional nos eventos cardiovasculares (TOUSOULIS; CHARAKIDA,
STEFANADIS, 2008).

A inflamacdo € uma importante forca motriz subjacente ao inicio de placas
coronarias, a sua progressao instavel e eventual interrupgéo. Estas placas séo ricas
em oxLDL produzida durante a peroxidacdo lipidica. A oxidacdo de LDL ocorre
principalmente na parede do vaso e leva a ativacdo de muitas vias inflamatorias e

aterogénicas (AYDIN et al., 2015). Varios estudos tém relatado o importante papel do
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oXLDL na aterosclerose pré-clinica, na doenca arterial coronariana (DAC), e em SCA.
Placas ateroscleréticas também contém numerosas células inflamatérias. As citocinas
segregadas a partir destas células inflamatorias inibem a producdo de colageno e
afeta adversamente a matriz extracelular, causando a ruptura da placa (AYDIN et al.,
2015).

Como a aterosclerose € amplamente aceita como uma doencga inflamatoéria
cronica iniciada por diferentes fontes vasculares e extravasculares, muitos
marcadores sistémicos de inflamacao tém sido investigados e ligados para prever
futuros eventos cardiovasculares e identificar pacientes em risco (FICHTLSCHERER;
HEESCHEN; ZEIHER, 2004).

Os biomarcadores sdo geralmente considerados como sendo proteinas ou
enzimas, medidos em soro, plasma ou sangue, que fornecem o valor de diagnéstico
e prognostico independente, refletindo um estado de doencga subjacente. No caso de
DAC, marcadores inflamatdrios, tém sido amplamente estudados (ZAKYNTHINOS;
PAPPA, 2009). Um estudo realizado em 2009 sugeriu que, além da proteina C reativa
(PCR), outros biomarcadores, tais como citocinas inflamatérias interleucina (IL) -1, IL-
6, IL-10, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (INF-y) podem ter
um papel potencial para a predicdo de risco para o desenvolvimento de DAC e
também se correlacionar com a gravidade da doenca (ZAKYNTHINOS; PAPPA,
2009).

Embora muitas citocinas proé-inflamatorias regulem a sintese hepética de PCR
e fibrinogénio, a IL-6 desempenha um papel primario nesta regulacdo (HARTMAN;
FRISHMAN, 2014). A IL-6 é um dos principais mediadores pro-inflamatério secretado
pelas células do sistema imune. No figado, a IL-6 estimula a sintese de proteinas de
fase aguda, incluindo PCR e fibrinogénio, sendo importante ressaltar que a IL-6
estimula a producédo de fibrinogénio e a atividade das plaquetas, o que aumenta o
risco de formacdo de coagulos (CHUDEK; WIECEK, 2006). Além disso, a IL-6 na
aterosclerose, estimula a infiltracdo de mondcitos/macrofagos na placa aterosclerotica
e a desestabilizacdo da placa (CHUDEK; WIECEK, 2006), regula a expresséo de
outras citocinas inflamatoérias, como a IL-1 e o TNF-a e esta diretamente envolvida na
patogénese da SCA (SILVA; MORESCO, 2011).

Dois mediadores centrais da rede de citocinas relevantes em vias inatas e
inflamatorias sdo a IL-1 e TNF-a. A IL-1 foi originalmente descrita como um produto

de mondcitos, e sua producéo €é ativada por varios estimulos, incluindo componentes
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bacterianos (LOPPNOW et al., 2011). A IL-1 é multifuncional, estando envolvida por
exemplo na febre, na sintese de proteinas de fase aguda, na proliferacdo de véarias
células, bem como na ativacéo de células T ou B (LOPPNOW et al., 2011).

Muitas fun¢des de IL-1 sdo mediadas por citocinas secundarias, tais como a IL-
6 ou quimiocinas. A IL-1 € uma citocina pro-inflamatoria altamente ativa que reduz o
limiar da dor e danos dos tecidos (DINARELLO; SIMON; VAN DER MEER, 2012).

A IL-1 é um mediador pro-inflamatoério apical na inflamacao aguda e cronica, e
um potente indutor da resposta imune inata. A producdo e a atividade de IL-1 sao
finamente reguladas em niveis multiplos e pequenas concentracdes de IL-1 exdgena
pode induzir uma sindrome de sepse e choque. IL-1 induz a sintese e expressédo de
varias centenas de mediadores inflamatorios secundarios, e IL-1 também induz a sua
prépria producdo e processamento e este passo € a chave na patogénese de muitas
doengas auto inflamatéria. Dois genes relacionados (IL-1a e IL-1B) codificam para
duas proteinas diferentes (VAN TASSELL et al., 2013).

O TNF-a é sintetizado predominantemente por macrofagos. Esta citocina esta
envolvida na patogénese da inflamacédo, uma vez que estimula a adesdo de mondcitos
a superficie de células endoteliais através do aumento da expressdo de moléculas de
adesdo, estimulando também a infiltracdo dos mondécitos e sua consequente
transformacao em macréfagos (CHUDEK; WIECEK, 2006).

O TNF-a esta associado a placa ateromatosa, com deposi¢céo e ativacdo de
elementos celulares na parede dos vasos e, possivelmente, a progressdo da
aterosclerose. Também € expresso em resposta a isquemia transitéria do miocéardio e
a reperfusdo, além de estar envolvido na associacdo de hipertensao e dislipidemia
com obesidade e resisténcia a insulina (SILVA; MORESCO, 2011). O TNF-a esta
presente no sangue de pacientes com doenca isquémica cardiaca cronica e na SCA.
Em pacientes com IAM, os niveis de TNF-a s&o significantemente mais elevados 48
horas apoés o inicio dos sintomas, em conjunto com altas concentracdes de PCR na
admissdo, sendo assim um preditor independente de eventos cardiovasculares.
Diante do apresentado, o TNF-a & reconhecido como uma importante citocina pro-
inflamatoria com largo espectro de acdo, podendo ser avaliado na SCA e em outras
condic¢des clinicas (SILVA; MORESCO, 2011)

Além disso, provoca a apoptose nas células endoteliais, contribuindo para a
injuria endotelial e ainda regula citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1 e IL-6. Na

aterosclerose, é derivada das células endoteliais, células musculares lisas e
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macréfagos associados com a placa de ateroma, e sua elevacdo esta
associada com o rompimento de placas de ateroma e 0 prognéstico adverso apos
eventos coronarianos agudos (BLAKE; RIDKER, 2002).

O IFN-y € uma citocina inflamatoria pluripotente tipicamente induzida por
infeccdes virais. Ele ainda sensibiliza células apresentadoras de antigeno a derivados
ligantes de organismos patogénicos fornecendo uma possivel ligacdo entre as
infeccdes virais e as complicacfes imunomediadas da aterosclerose (GALKINA; LEY,
2009).

Ainda IFN-y inibe a proliferacdo de células que sintetizam IL-6, IL-10; a
diminuicdo da produgéo de algumas imunoglobulinas; e o aumento da expresséo dos
genes do MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) classe | e Il. Em
monaocitos e macrofagos, estimula a producédo de receptores de alta afinidade para
IgG, além de induzir a sintese de TNF- a por estas células (VARELLA; FORTE, 2001).

O IFN-y afeta a acumulacédo de colesterol em monécitos/macréfagos, induz a
formacdo de células espumosas, a formacdo de placa aterosclerdtica, e sua
consequente ruptura. Através da producédo de IFN-y, células do tipo Th1 estimulam
macréfagos que conduzem a producao de citocinas pré-inflamatérias e moléculas
vasoativas. Numerosas linhas de evidéncias mostram um papel significativo para o
IFN-y na indugdo, desenvolvimento e progressédo da aterosclerose (VOLOSHYNA;
LITTLEFIELD; REISS, 2014).

O IFN-y é uma citocina Thl, com propriedades promotoras de ateroma bem
documentados. Um estudo mostrou que a administracdo de IFN-y aumenta
significativamente o nimero de células T dentro de lesdes em camundongos knockout
para a apo-E, os quais sao propensos a desenvolver aterosclerose (WHITMAN et al.,
2004). O IFN-y tem multiplos efeitos em todas as fases da aterogénese, e tem havido
progressos na compreensao do impacto desta citocina nas vias de sinalizacdo que
conduzem finalmente ao desenvolvimento da placa e maturacdo. Nas fases iniciais da
aterosclerose, o IFN-y promove a adeséao de libertagdo molécula a partir de células
endoteliais e é um regulador fundamental da proliferacédo de células musculares lisas.
Em fases posteriores, o IFN-y pode criar vulnerabilidade da placa via apoptose
acelerada de macréfagos e quebra da matriz extracelular (VOLOSHYNA;
LITTLEFIELD; REISS, 2014).

Em relagéo as citocinas anti-inflamatorias, a IL-10 é uma citocina produzida

principalmente pelos macrofagos e linfocitos. Suas funcdes principais envolvem inibir
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a ativacdo de macréfagos (através da inibicdo de NF-kB) e morte celular, bem como
limitar a producdo da metaloproteinase da matriz e citocinas pré-inflamatérias (HAN
et al., 2010).

A IL-10 foi demonstrada no interior das placas aterosclerdticas humanas,
principalmente em macréfagos e estd implicada na aterogénese. Embora os efeitos
anti-inflamatorios e anti-apoptéticos de IL-10 estejam bem estabelecidos, um estudo
recente mostrou que a IL-10 também tem um forte impacto sobre o metabolismo do
colesterol, estimulando tanto a absorcdo do mesmo a partir de lipoproteinas
modificadas, bem como seu efluxo a partir da célula (HAN et al., 2010). Na
aterogénese, a formacdo de macrofagos em células espumosas é modulada por vias
gue envolvem tanto a absorcao quanto o efluxo de colesterol. Ainda, 0 mesmo estudo,
mostrou que a IL-10 modula o metabolismo lipidico, aumentando tanto a absorcao
guanto o efluxo do colesterol em macrofagos (HAN et al., 2010).

A IL-10 é secretada por muitas células, principalmente por mondcitos e
macrofagos, suprimindo a inflamacéo por varios mecanismos imunolégicos (BIONDO-
SIMOES et al., 2003). Essa citocina é capaz de inibir as citocinas pré-inflamatérias,
principalmente a IL-6, produzida por macréfagos e mondcitos ativados, estimulando a
producdo enddgena de citocinas anti-inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2011).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que medeia vias anti aterogénicas. No
estudo CAPTURA os pacientes com elevados niveis de IL-10 tiveram uma diminuicdo
do risco de morte ou infarto ndo fatal. No entanto, aqueles com PCR e IL-10 elevadas
foram de menor risco do que aqueles com apenas PCR elevada. Estes dados sugerem
que a IL-10 pode ser protetora contra mediadores pro-inflamatoérios (ZAKYNTHINOS;
PAPPA, 2009). Assim, uma reducdo do nivel sérico de IL-10 ndo é apenas um
marcador de instabilidade da placa favorecendo o desenvolvimento de SCA, é
também um indicativo de progndstico ruim, mesmo apo0s a ocorréncia de um evento

isquémico agudo causado pela instabilidade da placa (HEESCHEN et al., 2003).

2.4 Estratégias Terapéuticas

2.4.1 Acido Acetilsalicilico
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O é&cido acetilsalicilico (AAS), € um dos principais medicamentos utilizados para
tratamentos preventivos contra eventos cardiovasculares em adultos de alto risco, e
um esteio na prevencdo de complicacdes vasculares da aterosclerose (PATRONO et
al., 2005).

O mecanismo de acao do AAS ocorre por meio da inativagcdo permanente de
cicloxigenase (COX)-1 e COX-2, que catalisam a converséo do acido araquiddénico em
prostaglandina H2 (PGH2), um substrato para varias isomerases que levam a geracao
de prostandides bioativos, incluindo o tromboxano A2 (TXA2) e a prostaciclina (PGI2)
(KRAUS et al., 2014).

O metabolismo do &cido araquidbnico estd implicado na patofisiologia das
doencas isquémicas, e muita atencdo tem sido dedicada a via catalisada pela
cicloxigenase (COX), a qual leva a producéo de prostanoides. Trés isoenzimas COX
ja foram identificadas: a COX-1, COX-2 e COX-3. Essas isoenzimas se diferem em
termos de mecanismos de regulacdo de expresséao, distribuicdo nos tecidos e a
quanto a especificidade do substrato (KRAUS et al., 2014). A COX-1 é uma isoforma
expressa constitutivamente, que mantém a integridade da mucosa gastrointestinal e
sustenta as fun¢des homeostaticas benéficas; enquanto que a COX-2 ndo esta
expressa na mucosa aparentemente normal, mas € induzida por estimulos
inflamatdrios ou neoplésicos; ja COX-3 € uma variante de unido de COX-1, também
conhecida como COX-1-B, e é considerada por desempenhar um papel chave na
biossintese de prostanoides, importantes mediadores na dor e febre (KRAUS et al.,
2014).

Embora o papel da COX-1 em doengas isquémicas agudas esteja bem
estabelecido, o papel da COX-2 néo é totalmente clara (KRAUS et al., 2014). Niveis
mais elevados de AAS sdo necessarias para inibir COX-2 do que para inibir a COX-1.
Estas diferengas explicam, em parte, a necessidade de utilizar doses mais elevadas
de AAS para alcancar efeitos analgésicos e anti-inflamatorios, enquanto que os efeitos
anti-plaquetarios podem ser obtidos com as doses diarias tdo baixas como 30 mg
(PATRONO; ROCCA, 2008).

Um estudo recente realizado em ratos indicou que doses baixas (0,1 mg/mL)
de AAS reduz a aterosclerose precoce, tendo em vista que o AAS pode prevenir a
trombose arterial, incluindo primeiros eventos vasculares em individuos saudaveis de
baixo risco, e eventos vasculares recorrentes em pacientes com doenca vascular

aguda ou cronica obstrutiva documentada (KRAUS et al., 2014).
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Apesar das plaquetas mais novas expressarem tanto a COX-1 quanto COX-2,
plaquetas maduras expressam apenas COX-1. Em contraste, as células endoteliais
vasculares expressam tanto a COX-1 quanto COX-2 (BELTON et al., 2000). COX-2 é
regulada em resposta a fisiologia hemodinamica e é a fonte predominante de PGI2.
As plaquetas e as células endoteliais vasculares produzem primariamente PGH2, que
por sua vez € processado em TXA2 e PGI2, respectivamente (PATRONO et al., 2005).

O TXAZ2 é sintetizado e libertado pelas plaquetas, em resposta a uma variedade
de estimulos e, por sua vez, induz a agregacao plaquetaria irreversivel. Aléem disso, o
TXA2 é um potente vasoconstritor, induz a proliferacdo de células vasculares dos
musculos lisos, e é pro aterogénico (KOBAYASHI et al., 2004). Em contraste, a PGI2
inibe a agregacdo de plaguetas em resposta a todos os agonistas através da sua
interacdo com o receptor de PGI2. A PGI2 também induz vasodilatacdo, inibe a
proliferacdo de células vasculares dos musculos lisos, protege o miocéardio contra o
estresse oxidativo, e é antiaterogénico (KOBAYASHI et al., 2004).

Embora o TXA2 seja, em grande parte, derivado de COX-1 (na sua maioria a
partir de plaquetas), a sua biossintese é altamente sensivel a inibicdo pelo AAS.
Todavia, a PGI2 vascular, que é derivado predominantemente de COX-2, € menos
susceptivel a inibicdo por doses baixas de AAS. Desse modo, baixas doses de AAS
ndo demonstram efeitos mensuraveis nas fungdes vasculares dependentes de PGI2,
e a inibicdo da COX-1 nas plaquetas explica os efeitos antitrombéticos de doses
baixas de AAS (PATRONO et al., 2005). Ainda sobre os efeitos do AAS na atividade
de COX-1 plaquetaria, trés caracteristicas importantes devem ser enfatizadas: a
natureza cumulativa da inativacdo de plaquetas de COX-1 com doses diarias
repetidas de AAS, a saturabilidade deste efeito, e a seletividade para a COX-1 em
doses baixas (PATRONO et al., 2005).

Segundo um estudo realizado em modelos experimentais, a administracéo a
longo prazo de AAS em animais reduz o conteudo celular de macrofagos e células
espumosas em lesBes ateroscleréticas vasculares avancadas, por suprimir a
formacdo de lipidios bioativos e inflamacdo vascular (CYRUS et al., 2006). Foi
relatado que o AAS inibe receptores de oxLDL lecitina “like” (LOX-1) e interfere nos
efeitos da oxLDL através da sinalizac&o intracelular (p38MAP ativacdo da cinase) e
subsequente atividade da colagenase (MEHTA et al., 2004).

E importante salientar que o AAS promove, conforme (SPITE; SERHAN, 2010),

a acetilacdo da COX-2, modificando o sitio ativo de COX-2 e, assim, permitindo a
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conversdo de &cido araquiddénico em 15R-HETE nas células endoteliais
vasculares. Este intermediério é entdo transformado em lipoxinas pelos leucdcitos.
Recentemente, as acdes anti-inflamatérias do AAS foram documentadas durante a
inflamacdo aguda em humanos. A administracdo oral de dose baixa de aspirina
reduziu a acumulagéo de leucécitos em bolhas na pele e foi associado a biossintese
de 15-epi-lipoxina (MORRIS et al., 2009).

Além do papel antiinflamatério da lipoxinas em regular a infiltracao de leucdcitos
para os tecidos, as lipoxinas também estimulam a resolucéo da inflamacéo. A este
respeito, as lipoxinas estimulam a fagocitose de polimorfonucleares e também
estimulam a producdo de citocinas anti-inflamatérias, tal como a IL-10, em
macrofagos, promovendo o efluxo de macréfagos para os nédulos linfaticos periféricos
(SPITE; SERHAN, 2010). Assim, as lipoxinas sdo mediadores de dupla atuacao,
sendo que ndo sé reduzem ainda mais a infiltracdo de leucocitos, mas também
promovem a sua retirada dos locais inflamados. As lipoxinas também diminuem a
geracao de citocinas pro-inflmatorias em macrofagos, neutréfilos e células endotélias
(SPITE; SERHAN, 2010).

Além disso, tanto o acido eicosapentandico quanto o acido docosahexandico
sdo substratos para COX-2 acetilada, o que gera precursores biossintéticos para
producdo de resolvinas, as quais possuem propriedade anti-inflamatéria (SUN et al.,
2007). Assim, pode-se considerar que o AAS, além de bloquear a producdo de
mediador lipidico pré-inflamatério, estimula a resolucdo através da geracdo de
lipoxinas e resolvinas. Essas acfes podem estar subjacentes aos multiplos efeitos
benéficos do AAS nas doencas cardiovasculares complexas.

Ja é fortemente comprovado o papel patogénico da inflamacdo no
desenvolvimento da aterosclerose (DHALLA; TEMSAH; NETTICADAN, 2000; ROSS,
1999). O AAS é uma potente droga anti-inflamatéria que inibe as COX e diminui a
ativacao do fator nuclear kappa B (NFkB), o qual é um efetor da resposta inflamatoria
(AWTRY; LOSCALZO, 2000; COSTANZO et al., 2003; WU; LAMONTAGNE; DE
CHAMPLAIN, 2002). Além disso, o AAS é também responsavel por apresentar
propriedades antioxidantes ao retirar radicais livres e proteger as células endoteliais
de efeitos deletérios do peroxido de hidrogénio (TAUSEEF et al., 2008). Também, o
AAS protege as células endoteliais da indugéo toxica pelo peréxido de hidrogénio e
aumenta a viabilidade dependentemente de sua concentragao (WATERMANMD et al.,
2009).
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Kurban e Mehmetoglu (2010) demostraram em seu estudo que um tratamento
de AAS com administracdo de 100 e 150 mg por 60 dias tem efeitos significativos
sobre os efeitos da oxLDL. Ainda, Sobal et al. (2000) demonstraram que apenas com
um “supertratamento” com AAS ocorrera diferenca significativa na inibicdo
dependente da concentracdo de oxLDL.

Diante dos estudos documentados, varios mecanismos tém sido propostos
para o efeito protetor do AAS contra a oxidacdo do LDL. Um deles € a reducéo da
peroxidacao lipidica pelo AAS através da inibicdo da producao de prostaglandina, que
é um dos caminhos para producéo de radicais livres (GROSSER; SCHRODER, 2003).
Além disso, o acido gentisico, um metabdlito do AAS, tem demonstrado um efeito
antioxidante significativo ao inibir a oxidagao da LDL (ASHIDATE et al., 2005). Isso
acontece devido ao fato do acido gentisico ser um agente estabilizante, que funciona
sequestrando anions ou radicais livres, que sdo espécies que atuam na oxidacéo do
LDL (MARQUES; OKAMOTO; BUCHPIGUEL, 2001). Um estudo de Eisele et al.
(2004) realizado com buprofeno e AAS mostrou que o AAS, em altas concentracoes,
foi capaz de inibir a adesdo de mondcitos nas células endoteliais.

Ainda neste caminho, varias linhas de evidéncias apoiam a hipétese do efeito
antioxidante do AAS, sendo que em vez da inibicdo da cicloxigenase mediar este
efeito, o efeito inibitorio de salicilatos sobre a adesdo de mondcitos é mimetizado por
substancias como as vitaminas C e E, N-acetilcisteina, e alopurinol (EISELE et al.,
2004). Ainda no estudo de Eisele e colaboradores (2004), o ibuprofeno inibiu a
atividade da COX com um grau similar ao dos salicilatos, dentro da gama de
concentracdes utilizada em ensaios de adesao, mas nao teve nenhum efeito inibitorio
sobre a adesdo de mondcitos. Além disso, a versdo de 8-iso-PGF2alfa, um produto
do acido araquidoénico, produzido pela peroxidagéo lipidica mediada por radicais livres,
e 0 aumento induzido por LDL na expressdo de VCAM-1 (molécula de adeséo da
célula vascular-1) foi inibida por salicilatos, mas nao por ibuprofeno, sendo que a
ativacdo do fator de transcricdo sensivel a redox, o NF-kappa B, foi dependente da
concentracédo de salicilatos, mas nao de ibuprofeno. E por fim, esse estudo ainda
demonstra que o AAS aumentou a liberacéo da proteina ferritina, um limpador de ferro
livre (EISELE et al., 2004).

Outro estudo demonstrou que o AAS é um potente agente antioxidativo que
reduz acentuadamente a producdo vascular de superéxido em ratos normotensos e
hipertensos (WU; LAMONTAGNE; DE CHAMPLAIN, 2002). Além disso, demonstrou
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ainda, que previne a hipertenséo induzida pela angiotensina Il e a hipertrofia
cardiovascular, através de suas propriedades antioxidativas, que impedem a formacéo
do superoxido (WU; LAPLANTE; DE CHAMPLAIN, 2004). Outra pesquisa demonstrou
ainda que o AAS induz a libertacdo de ON do endotélio vascular. Este efeito parece
ser atribuivel & acetilacdo direta da proteina endotelial ON-sintase. Também ja foi
demonstrada uma variagcdo circadiana significativa em marcadores de estresse
oxidativo em que as concentracbes do AAS maximas ocorreram a nhoite
(KANABROCKI et al., 2002).

O AAS previne eventos tromboticos atraves inibicdo da sintese de PGI2, porém
também leva a efeitos colaterais adversos, incluindo principalmente toxicidade
gastrintestinal, hemorragia extracraniana e intracraniana (DAI; GE, 2012). Além disso,
doses cronicas de AAS podem reduzir o fluxo sanguineo renal e a filtracdo glomerular,
prejudicando a funcéo renal devido a inibicdo de PGI2 COX-2 dependente (DAI; GE,
2012); ja a administragcdo do AAS em baixas doses pode induzir inflamacéo da mucosa
do intestino delgado (ENDO et al., 2014).

Dessa forma, varios estudos e ensaios realizados anteriormente, levaram a um
esforco na busca de novos compostos naturais para suprimir a agregacao plaguetaria
sem causar efeitos adversos (LAU et al., 2009; RYU et al., 2009). Como consequéncia,
diversos efeitos protetores de plantas tém sido revelados contra doencas tromboticas,
como as tromboses coronarias e a aterosclerose, e diversos estudos experimentais
tém sido realizados in vivo e in vitro (KRIS-ETHERTON et al., 2002; WANG; NG,
1999).

2.4.2 Campomanesia xanthocarpa

A Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (guabirobeira) € uma espécie arborea
gue ocorre desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul. Trata-se de uma
planta helidfila, seletiva higrofila até mesofila, sendo bastante frequente na
especialmente nos solos imidos das formacgdes aluviais, nos capdes e em areas mais
abertas das florestas secundarias (SOUZA, 2005).

Os frutos desta espécie, tais como de outras do mesmo género, sao

consumidos por varias espécies de passaros e mamiferos, sendo também usados na
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producado de doces caseiros, sorvetes, aguardente, licores e refrescos. Além disso, C.
xanthocarpa € indicada para plantios em areas degradas e pode ser utilizada como
espécie ornamental (GOGOSZ et al., 2010).

Limberger et al. (2001), realizaram um trabalho que abordou a composicéo
guimica do GOleo volatil das folhas de C. xanthocarpa coletadas no Rio Grande do Sul.
Os autores obtiveram um rendimento de 0,2% em O6leo essencial, rico em
sesquiterpenos, destacando-se dentre eles o espatulenol (9,9%), o globulol (6,2%) e
o epi-globulol (2,0%); e entre 0s monoterpenos, destaca-se o linalol (17,2%). Segundo
Schmeda-Hirschmann, (1995), as folhas desta planta possuem flavondides, entre os
quais pode-se citar quercetina e rutina. Markman; Bacchi; Kato (2004) analisaram os
componentes fitoquimicos desta espécie e encontraram flavondides, saponinas e
taninos. Apesar de seu uso medicinal, h4 poucos relatos das propriedades
farmacoldgicas desta planta.

Existem relatos da utilizacao tradicional do cha das folhas para a disenteria,
problemas do estbmago, febre, como agente anti-inflamatorio, antirreumatico e para
diminuir o colesterol sanguineo (ALICE et al., 1995). Segundo Dickel et al. (2007), um
estudo realizado com os vendedores de erva de uma cidade do Sul do Brasil
apresentou que a planta seria usada para efeito potencial no controle de certas
condicdes associadas a obesidade, tal como hiperlipidemia, sendo empregada
empiricamente para a reducéo de peso.

Um outro estudo realizado por Biavatti et al. (2004), buscou investigar o efeito
do extrato aquoso sobre o peso e os parametros bioquimicos de ratos alimentados
com uma dieta hipercalorica. Neste trabalho, nenhum efeito sobre os niveis lipidicos
dos ratos foi observado, porém, o tratamento crbnico com o extrato reduziu 0 peso e
0s niveis de glicemia no modelo em questao.

Ainda por se tratar de uma forma de tratamento alternativo, estudos tentam
mostrar vantagens no uso deste composto natural, deste modo, a administracéo oral
do extrato hidroalcodlico das folhas de C. xanthocarpa mostrou-se efetiva na
prevencdo de ulceracdo géastrica em ratos, ndo produzindo sintomas toxicos em
camundongos (MARKMAN; BACCHI; KATO, 2004).

Diante destes aspectos importantes referentes ao uso etnofarmacoldgico da
Campomanesia xanthocarpa, pesquisas realizadas pelo nosso grupo de pesquisa,
vém estudando o efeito hipocolesterolémico desta planta. Um estudo demonstrou que

a planta apresenta efeito antioxidante, por reducdo da proteina carbonilada e
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prevencao na producdo de perdxido de hidrogénio, além de mostrar uma importante
reducdo nos niveis seéricos de LDL colesterol e, também, confirmar a inibicdo da
atividade da enzima HMG-redutase em modelo experimental (KLAFKE et al., 2010).

Mais recentemente, Viecili e colaboradores (2014), puderam demostrar que o
efeito hipocolesterolémico da planta compreendeu um grande nimero de individuos
hipercolesterolémicos, além também de apresentar efeito antioxidante, anti-
inflamatorio e melhorar a disponibilidade de 6xido nitrico nestes individuos.

Ainda, Klafke et al. (2012) utilizando camundongos, puderam demonstrar que
a planta apresenta atividades antiplaquetaria, antitrombdtica e fibrinolitica. Neste
trabalho, o extrato da planta inibiu a agregacdo plaquetaria, sem apresentar
citotoxicidade, além de ter atividade fibrinolitica sem demonstrar acao ulcerogénica
apo6s administracdo oral. A atividade antitromboética foi avaliada induzindo
tromboembolismo pulmonar em camundongos, o qual foi caracterizado por ativacéo
massiva das plaquetas circulantes e formagdo generalizada de trombos na
microcirculacdo pulmonar, onde a utilizacdo do extrato da planta reduziu
drasticamente a porcentagem de paralisia pulmonar, mostrando-se eficaz, quando
comparada ao AAS, aumentando ainda mais a possibilidade do efeito inibitorio desta

planta na funcéo plaquetéria.

Figura 1. Foto ilustrativa da planta Campomanesia xanthocarpa com frutos e folhas
Fonte: Viveiro Feltrin
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Objetivo da dissertacao

3.1 Objetivo geral

Comparar os efeitos da Campomanesia xanthocarpa e do acido acetilsalicilico
em parametros inflamatérios e oxidante de camundongos knockout para o receptor de

lipoproteina de baixa densidade (LDLr-KO) tratados com dieta hipercolesterolémica.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar os componentes fitoquimicos presentes no extrato aquoso das
folhas de C. xanthocarpa,;

- Reduzir os biomarcadores pro-inflamatoérios de camundongos LDLr-KO com
0 extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa, comparando seus efeitos com o AAS;

- Aumentar os niveis séricos de interleucinas-10, biomarcador anti-inflamatorio,
de camundongos LDLr-KO com o extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa,
comparando seus efeitos com o0 AAS;

- Reduzir os niveis séricos de oxLDL e anti-oxLDL de camundongos LDLr-KO
com o extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa, comparando seus efeitos com o
AAS;

- Verificar o efeito da C. xanthocarpa e do AAS na inducdo de atividade

ulcerogénica e perda de peso de camundongos LDLr-KO.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
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Consideragdes finais

Este estudo mostrou que os componentes fitoquimicos presentes em maior
guantidade no extrato aquoso das folhas de Campomanesia xanthocarpa foram: acido
galico e acido clorogénico como &cidos fendlicos, e entre os flavonoides, a rutina,
quercetina e campferol.

Ainda, C. xanthocarpa apresentou atividade anti-inflamatoria melhor quando
comparado ao AAS, sendo detectada a partir da reducdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y), observada somente no grupo correspondente
ao tratamento com planta; e do aumento de uma citocina anti-inflamataoria (IL-10), uma
vez que a planta foi capaz de aumentar ainda mais os niveis desta citocina em modelo
de aterogénese de animais knoukout para o receptor LDL.

Além do mais, tanto AAS quanto C. xanthocarpa apresentam efeito
antioxidante, o qual foi detectado a partir da reducdo da oxLDL no mesmo modelo
experimental, todavia, a planta também foi capaz de reduzir os niveis séricos de anti-
oxLDL, tendo um efeito antioxidante ainda mais potencializado.

Por fim, embora ambos os tratamentos ndo tenham interferido no peso dos
animais, o extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa nao foi capaz de induzir
atividade ulcerogénica, diferentemente do AAS, que provocou uma atividade
ulcerogénica média nos animais ao induzir a formacéo de lesdes gastricas médias.

Este estudo foi importante uma vez que, assim como o AAS, a C. xanthocarpa
pode promover a formacdo de lipoxinas e resolvinas, as quais sdo protetoras
enddgenas e, exercem acdes anti-inflamatdrias e antioxidantes. Nesse sentido, este
estudo abre novas possibilidades de pesquisas futuras que comprovem o
envolvimento da C. xanthocarpa com estes mediadores imunoldgicos e lipidicos que

promovem a resolucéo do estresse oxidativo e da inflamacao vascular.



Figura 2.Foto ilustrativa dos resultados encontrados.
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