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Propriedades antiaterosclerdticas da fracdo butandlica de Illex

paraguariensis em coelhos hipercolesterolémicos

RESUMO

A aterosclerose € uma doenca caracterizada por um processo inflamatério crénico decorrente
primeiramente de uma disfuncao endotelial e consequente formacéo de placas ateromatosas que
causam um estreitamento de artérias e podem levar as suas oclusbes, provocando infarto do
miocardio, acidente vascular encefalico, embolia pulmonar e até a morte do individuo.
Atualmente o tratamento medicamentoso das dislipidemias incluem principalmente
hipolipemiantes como as estatinas. Entretanto, existe um alto interesse na obtengéo de novos
farmacos e modelos de tratamento devido aos efeitos adversos que estes medicamentos
apresentam. Consequentemente tem crescido o interesse da populacdo por plantas e extratos
vegetais com potencial efeito cardioprotetor. Os fitoterapicos sdo uma boa alternativa aos
medicamentos sintéticos devido ao menor custo de tratamento, menor relato de efeitos adversos
e também, por muitos fitoterapicos apresentarem eficacia similar aos sintéticos. Tendo em vista
que o extrato de llex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae) é rico em compostos fenolicos
e apresenta comprovada acdo hipolipemiante e outros efeitos cardioprotetores por atuar
inibindo a peroxidacdo lipidica em ratos Wistar, objetivamos com este estudo, analisar os
efeitos e a regressdo da aterosclerose em coelhos Nova Zelandia submetidos a uma dieta
aterogénica (racdo comercial acrescida de colesterol 1%) durante 8 semanas experimentais.
Esse método permitiu a formacao de lesGes ateroscleroticas nas aortas toracica e abdominal. A
partir da quarta semana da dieta aterogénica foram administrados diariamente, por gavagem, a
fracdo butandlica de llex paraguariensis (n-BFIP) nas doses 10, 30 e 100 mg/kg. Os animais
dos grupos controle receberam a sinvastatina (5 mg/kg) ou o veiculo (agua filtrada) pela via
oral. As dosagens do perfil lipidico dos animais foram realizadas nos dias 0, 30 e 60 apds o
inicio do experimento. Ao término do periodo experimental, os coelhos foram submetidos a
eutanasia e posteriormente, suas artérias toracicas e abdominais foram retiradas para avaliacéo
do perfil aterogénico. As analises macroscépicas e microscopicas revelaram que o extrato inibiu
a aterogénese nas artérias de coelhos com resultados dose-dependentes. O grupo de 100 mg/kg
apresentou uma melhor inibicdo da formacao de placas ateromatosas e seus resultados foram
comparaveis aos do grupo tratado com sinvastatina. Apesar de seus efeitos visiveis na

ateroprotecdo, a n-BFIP ndo alterou significativamente os niveis de lipideos séricos durante o



tratamento, entretanto, estima-se que seus efeitos antiateroscleréticos sejam devidos aos efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios visto que, a fracdo demonstrou capacidade de diminuir o
estresse oxidativo plasmatico e tecidual, além de reduzir os niveis de interleucina-1p (IL-1p),
interleucina-6 (IL-6), molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1), molécula de adesdo
intercelular (ICAM-1) que modulam a resposta inflamatéria nos vasos. Os resultados desta
pesquisa podem influenciar a comunidade cientifica no interesse pela 1. paraguariensis e sua
respectiva fracdo butandlica na obtencdo de novos fitoterdpicos e no estudo de seus

componentes ativos para fins profilaticos ou no tratamento das dislipidemias e aterosclerose.

Palavras-chave: Anti-inflamatorio, antioxidante, interleucinas, moléculas de adesao.



Antiatherosclerotic properties of the butanolic fraction of llex paraguariensis

in hypercholesterolemic rabbits

ABSTRACT
Atherosclerosis is a disease characterized by a chronic inflammatory process resulting primarily
from an endothelial dysfunction and consequent formation of atheromatous plaques that cause
a narrowing of arteries and may lead to its occlusions, causing myocardial infarction, stroke,
pulmonary embolism and even death of the individual. Currently the drug treatment of
dyslipidemias mainly include lipid-lowering drugs such as statins. However, there is a high
interest in obtaining new drugs and treatment models because of the adverse effects these drugs
present. Consequently, the population's interest in plants and plant extracts with potential
cardioprotective effect has increased. Phytotherapics are a good alternative to synthetic drugs
due to the lower cost of treatment, less reporting of adverse effects and also, for many herbal
products, show similar efficacy to synthetic ones. Considering that the extract of llex
paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae) is rich in phenolic compounds and has a proven
lipolipidemic action and other cardioprotective effects by acting to inhibit lipid peroxidation in
Wistar rats, we aimed to analyze the effects and regression of atherosclerosis in New Zealand
rabbits submitted to an atherogenic diet ( commercial cholesterol plus 1% cholesterol) for 8
experimental weeks. This method allowed the formation of atherosclerotic lesions in the
thoracic and abdominal aortas. From the fourth week of the atherogenic diet, the butanolic
fraction of llex paraguariensis (n-BFIP) was administered daily at 10, 30 and 100 mg / kg doses
per gavage. Control animals received simvastatin (5 mg / kg) or vehicle (filtered water) by the
oral route. Dosages of the lipid profile of the animals were performed on days 0, 30 and 60 after
the start of the experiment. At the end of the experimental period, the rabbits were submitted to
euthanasia and later, their thoracic and abdominal arteries were removed for evaluation of the
atherogenic profile. Macroscopic and microscopic analysis revealed that the extract inhibited
atherogenesis in rabbit arteries with dose-dependent results. The 100 mg / kg group had a better
inhibition of atheromatous plaque formation and their results were comparable to those in the
simvastatin group. Despite its visible effects on atheroprotection, n-BFIP did not significantly
alter serum lipid levels during treatment, however, its antiatherosclerotic effects are estimated
to be due to antioxidant and anti-inflammatory effects since the fraction demonstrated the
ability to interleukin-1p (IL-1p), interleukin-6 (IL-6), vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1), intercellular adhesion molecule ( ICAM-1) that modulate the inflammatory



response in vessels. The results of this research may influence the scientific community in the
interest of I. paraguariensis and its respective butanolic fraction in obtaining new herbal
products and in the study of its active components for prophylactic purposes or in the treatment
of dyslipidemias and atherosclerosis.

Keywords: Anti-inflammatory, antioxidant, interleukins, adhesion molecules.
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1 INTRODUCAO

Apesar de os medicamentos sintéticos serem amplamente utilizados na sociedade
ocidental moderna, o uso de plantas medicinais para fins curativos e profilaticos ocorre ao longo
da historia da humanidade e atualmente a busca crescente por um estilo de vida mais saudavel
tem gerado uma maior valorizacdo do uso de fontes naturais para terapia medicamentosa por
parte da populacdo, acrescentando novas opc¢des de prevencdo e tratamento de doencas
(SOUZA-MOREIRA et al.,, 2010). Fatores como o crescente aumento de comprovacdo
cientifica dos efeitos farmacoldgicos dos fitoterapicos, o baixo custo da utilizacdo de produtos
naturais, o desenvolvimento do controle de qualidade de plantas medicinais utilizadas para a
sua producdo e a maior quantidade de efeitos adversos apresentados por medicamentos
sintéticos, sdo apontados como sendo as principais causas do aumento do interesse por
medicamentos de origem natural (NICOLETTI et al., 2007).

Tendo em vista que os fitoterapicos tém sido amplamente estudados e seus efeitos
farmacoldgicos comprovados, estes medicamentos também surgem como uma nova opcao de
tratamento para as doencas cardiovasculares (DVCs) dentre as quais, a doenca arterial
coronariana (DAC) e o acidente vascular encefalico (AVE) (P1ZZIOLO et al., 2011). Apesar
de o indice de mortalidade por DCVs ter sofrido um declinio nas Gltimas décadas em paises
desenvolvidos, estas doengas ainda sdo a principal causa de morte prematura em todo o mundo.
As DCVs representam a principal causa de 0bito em paises ocidentais, e a estimativa € que este
aumento persista (ELLULU et al., 2016).

A aterosclerose € um dos principais fatores de risco das DCVs, nos paises ocidentais
cerca de 50% das mortes por DAC e AVE ocorrem devido a aterosclerose. Entretanto alguns
paises apresentam baixas taxas de prevaléncia indicando que elementos da dieta, estilo de vida
e fatores genéticos possuem forte relacdo com a doenca (CARDOSO et al., 2011; GOTTLIEB
et al., 2005).

Acredita-se que o processo aterosclerético se inicia precocemente na infancia e
adolescéncia, porém se manifesta clinicamente somente em individuos adultos. As placas
ateroscleroticas ocorrem na tunica intima das artérias. A tanica intima compreende a camada
mais interna de uma artéria, formada por tecido conjuntivo frouxo e é coberta por uma
monocamada de endotélio, onde se formam as placas ateroscleroticas. Estas placas sdo
tipicamente cobertas por uma capa fibrosa composta de matriz extracelular densa, rica em
coladgeno, com células musculares lisas ocasionais, macrofagos e células T (HANSSON;
LIBBY, 2006).
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A aterosclerose é uma doenca multifatorial de artérias de grande e médio calibre, e a
taxa de progressdo e a gravidade das lesdes dependem de fatores ambientais e hereditarios. A
disfuncdo do endotélio desempenha papel fundamental na iniciacdo e progressdo da
aterosclerose. O endotélio vascular consiste em uma camada fina de células semipermeaveis
que cobrem a superficie interna dos vasos e forma um limite entre a parede do vaso e o fluxo
sanguineo. Sua integridade estrutural e funcional é vital para a protecao da parede do vaso e da
funcdo circulatoria. Células endoteliais exercem fungdes autdcrinas, paracrinas e endécrinas
significativas, além de influenciarem diretamente nas células musculares lisas, nas plaquetas e
nos leucdcitos circulantes. O declinio da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), que é uma
molécula chave que controla a fun¢do endotelial e a homeostase vascular, ou 0 aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo as principais causas da disfuncédo
endotelial. O aumento de EROs gera estresse oxidativo que desempenha papel crucial na
patogénese e desenvolvimento da aterosclerose (TOUSOULIS et al., 2015).

A hipercolesterolemia também é um fator contribuinte para a instalacdo desta doenca
especialmente quando associado ao estresse oxidativo, quando ocorre a hipercolesterolemia o
influxo da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) é aumentado na tunica intima das arterias,
que sdo progressivamente oxidados por radicais livres gerados por células vasculares ativadas
(TOUSOULIS et al.,, 2015). Em contraste, niveis insuficientes das lipoproteinas de alta
densidade (HDL-C) impedem o transporte de colesterol da parede arterial para o descarte no
figado, portanto, altos niveis de LDL-C ou baixos niveis de HDL-C podem, assim, estabelecer
0 cenario para a aterosclerose (ZARATE et al., 2016).

A formacéo de placas aterosclerdticas é caracterizada pelo acimulo de lipoproteinas de
baixa densidade oxidadas (LDLox) no interior do espaco subendotelial, gerando um processo
inflamatdrio com consequente infiltracdo de células inflamatorias, proliferacdo excessiva de
células musculares lisas vasculares (VSMCs), acimulo de componentes do tecido conjuntivo e
a captacdo desregulada de LDLox por macrofagos. Este processo, leva a formacao de células
espumosas e resulta no aumento da disfungdo endotelial caracterizada por acentuado
comprometimento dos niveis de NO, aumento da adeséo de células inflamatorias a parede do
vaso e, finalmente, o desenvolvimento de placa ateromatosa fibrosa. A longo prazo, a apoptose
de células espumosas e a continua acumulacdo de lipidios oxidados conduzem a formacao do
ateroma (ELLULU et al., 2016; SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE; CAMARE, 2015;
SUKHOVERSHIN; YEPURI; GHEBREMARIAM, 2015).



20

A ingestdo de fontes ricas em polifendis tem demonstrado favorecer a saude
cardiovascular através de um perfil lipidico melhorado, efeitos antiateroscleréticos, anti-
hipertensivos, anti-inflamatérios e por acfes diretas em células endoteliais. Embora as
propriedades medicinais das plantas também possam ser atribuidas ao sinergismo de seus
componentes bioativos, muitos estudos associam o uso de fontes ricas em polifendis a um risco
reduzido de DCVs e efeitos benéficos sobre a fungdo endotelial. Os polifendis consistem em
um grande nimero de moléculas divididas pela sua estrutura quimica nas subcategorias de acido
fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas. Evidéncias enfatizam a importancia de uma
variedade de estratégias para a melhora da fungdo endotelial e do estado cardiovascular. Nesse
sentido, a maior ingestdo de compostos fitoterapicos atrai a atencao por seus beneficios a satde
e também por possuir uma toxicidade relativamente baixa. (GAO et al., 2013a; TOUSOULIS
et al., 2015).

Balzan et al. (2013) investigaram a eficacia da ingestdo de uma fragdo butandlica de 1.
paraguariensis (n-BFIP) sobre o peso corporal e os niveis séricos de lipideos de ratos
hiperlipémicos. Esta fracdo enriquecida e padronizada apresentou cerca de trés vezes mais
compostos fenolicos quando comparado a infusdo aquosa. Os resultados demonstram que a n-
BFIP promove uma reducdo sérica eficaz de triglicerideos e colesterol, além de diminuir o
indice aterogénico nos animais tratados. Tendo em vista que os efeitos benéficos da utilizacado
desta fracdo de foi comprovada em ratos Wistar, este trabalho objetivou avaliar os efeitos
hipolipemiantes e anti-aterogénicos da administracao prolongada da fracdo n-FBIP em coelhos
da espécie Nova Zelandia com aterosclerose induzida por dieta hipercolesterolémica, visto que
a aterogénese em coelhos se assemelha melhor com a condicdo humana, quando comparado

com o modelo experimental de ratos (YANNI et al., 2015).
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aterogénese
A aterosclerose é uma das maiores causas de morbimortalidade em todo o mundo. Os
maiores fatores de riscos envolvidos no seu desenvolvimento sdo as dislipidemias, a producéao

de espécies reativas de oxigénios e a oxidacao lipidica (ELLULU et al., 2016; HUSEINI et al.,

2015). A disfuncéo endotelial € considerada o passo inicial para a progresséo da aterosclerose
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e o desequilibrio entre a producdo de EROs e NO é apontado como sua principal causa. A
modulacgéo da funcdo endotelial ocorre por um balanco entre agentes vasoativos derivados do
endotélio e, quando existe um aumento excessivo na producdo de EROs, ocorre também o
estresse oxidativo, que gera uma diminuicdo da ativacdo de agentes vasodilatadores,
especialmente o NO, seja por declinio da sua producdo ou pelo aumento da sua inibicdo pelas
EROs diminuindo a biodisponibilidade de NO (ELLULU et al., 2016; TOUSOULIS et al.,
2015). Como consequéncia, a disfuncéo endotelial aumenta a permeabilidade da tinica intima
as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a retencdo destas no espago subendotelial (FALUDI
etal., 2017).

As placas aterosclerdticas sdo mais facilmente formadas em areas de fluxo sanguineo
turbulento e inicia-se com a agressé@o ao endotélio vascular por diversos fatores de risco, como
dislipidemia, hipertenséo arterial sisttmica (HAS) e tabagismo. Retidas, as particulas de LDL-
C sofrem oxidagdo que conduzem a uma cascata inflamatoria ativando a aterogénese (FALUDI
et al, 2017). As LDLox estimulam a producdo de citocinas inflamatdrias, fatores de
crescimento e quimiocinas. Além disso os produtos da peroxidacdo lipidica aumentam a
permeabilidade das células endoteliais, aumentando assim o influxo de LDL-C no espaco
subendotelial (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE; CAMARE, 2015). De fato, a inflamac&o
e 0 estresse oxidativo contribuem diretamente para a patogénese da aterosclerose. As células
inflamatdrias geram EROs que podem induzir uma oxidacdo progressiva das LDL-C (EL-
SHEAKH et al., 2015).

O depdsito de lipoproteinas na parede arterial, € um processo chave para o inicio da
aterogénese e ocorre de maneira proporcional a concentracdo destas lipoproteinas no plasma.
A disfuncdo endotelial induz ao aumento na expressao de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie endotelial, como a molécula de adeséo intercelular (ICAM) e a molécula de adeséo
celular vascular (VCAM). Este processo € estimulado pela presenca de LDLox. As moléculas
de adesdo sdo responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfocitos para a tdnica intima da parede
arterial. Os mondcitos se diferenciam em macréfagos, que, por sua vez, captam o colesterol das
LDLox. Os macréfagos repletos de lipideos sdo chamados de células espumosas e sdo o
principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscopicas iniciais da aterosclerose. Os
linfocitos T, embora menos numerosos que 0s macrofagos no interior do ateroma, sdo de grande

importancia na aterogénese. Mediante interacdo com os macréfagos, as células T podem se
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diferenciar e produzir citocinas que modulam o processo inflamatorio local (SALVAYRE;
NEGRE-SALVAYRE; CAMARE, 2015).

As estrias gordurosas sdo lesdes iniciais que se formam ainda na infancia. Com o tempo,
alguns mediadores da inflamag&o estimulam a ativagdo dos processos de cura com consequente
migracdo e proliferacdo das células musculares lisas e miofibroblastos da camada média arterial
para a subendotelial. Ao migrarem para a intima, passam a produzir matriz extracelular rica em
colageno que formara parte da capa fibrosa que circunda a placa aterosclerética. No entanto, na
presenca de subtipos de linfocitos de fendtipo mais inflamatério a formacéo do tecido matricial
se reduz, principalmente por inibicdo de sintese de colageno pelas células musculares lisas que
migraram para a intima vascular. Além disso, ocorre maior liberacdo de metaloproteinases por
macrofagos, que sdo capazes de degradar o colageno da matriz extracelular e outros
componentes teciduais locais, tornando a placa lipidica vulneravel a complicacdes. Estas
células que migraram para a camada subendotelial também podem acabar acumulando ésteres
de colesterol e formar células espumosas (FALUDI et al., 2017). A consequéncia final da
evolucao da aterosclerose € a formacéo de placas com capas fibrosas finas, que sdo o resultado
do aumento da degradacdo do colageno pelas metaloproteinases da matriz e a diminuigéo da
sintese de colageno por celulas musculares lisas disfuncionais ou apoptéticas. A Figura 1

demonstra a composicédo de placas ateromatosas (TOUSOULIS et al., 2015)
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Figura 1 — Composicao de placas ateromatosas (Fonte: Adaptado de Hansson, G. K.; Libby, P
2006).
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A placa aterosclerética plenamente desenvolvida é constituida por elementos celulares,
componentes da matriz extracelular e nacleo lipidico necrético, formado principalmente por
fragmentos de células mortas. As placas estaveis caracterizam-se por predominio de colageno,
organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatorias e ntcleo lipidico e necrotico
de propor¢des menores. As instaveis apresentam atividade inflamatéria intensa, com grande
atividade proteolitica, nacleo lipidico necrético proeminente e capa fibrosa ténue. A ruptura
desta capa expde material lipidico altamente trombogénico desequilibrando os niveis de
tromboxano A2 e prostaciclinas, promovendo a agregacdo plaquetaria com consequente
formacdo de trombo. Este processo, também conhecido por aterotrombose, € um dos principais
determinantes das manifestac@es clinicas da aterosclerose como infarto agudo do miocardio e
0 AVE (FALUDI et al., 2017; GAO et al., 2013Db).

Alguns mecanismos tém sido propostos para a formacdo de ateromas e suas
complicacbes, como a oxidacao de lipoproteinas e a alteracdo fenotipica do endotélio vascular.
Recentemente, 0 comprometimento da resposta imune de linfocitos, diminuindo a producéo de
anticorpos anti-LDLox, foi associado a aterosclerose e complicacBes. A maior gravidade da
aterosclerose esta relacionada com fatores de risco classicos, como a dislipidemia, diabetes,
tabagismo, HAS, entre outros. Entretanto, a nivel celular, cristais de colesterol que reagem
diretamente com armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS), exercem multiplos efeitos
citotoxicos podendo levar a trombose aguda (RIDKER, 2016; SUKHOVERSHIN; YEPURI,
GHEBREMARIAM, 2015).

Se os fatores de risco persistirem, as lesbes progridem lentamente atraves de um
processo inflamatdrio local resultante da ativacdo de leucécitos e lesdo endotelial persistente, e
através de um complexo processo de destruicdo, reparacdo e inflamacao crénica. Os processos
destrutivos como morte celular e proteolise levam ao acimulo de lipideos e detritos celulares
que consistem o ndcleo necrotico rico em lipideos. Além disso, as placas ateroscleroticas séo
complicadas pela angiogénese intraplaca, calcificacdo e hemorragia, levando a placas mais
complexas propensas a complicacdes aterotrombdticas. Placas estaveis podem permanecer
clinicamente silenciosas, enquanto placas instaveis sdo clinicamente sintomaticas e levam a
eventos cardiovasculares isquémicos. Finalmente, a ocorréncia de eventos cardiovasculares
graves resulta da estrutura das placas, uma vez que, em pacientes com DAC, mais da metade
da superficie da intima coronaria é coberta por lesbes ateroscleréticas avancadas, incluindo
placas vulneraveis (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE; CAMARE, 2015).



24

2.2 Estresse oxidativo e Inflamacgéo

Certas condicdes fisiopatoldgicas, como acumulo de EROs, estresse oxidativo, a
inflamac&o local, o aumento das moléculas de adesdo, a resisténcia a insulina e 0 aumento do
estresse de cisalhamento, participam da indugdo da disfuncdo endotelial, principalmente pela
diminuicdo da vasodilatacdo dependente do endotélio (TOUSOULIS et al., 2015). Ellulu et al.
(2016) apontam evidéncias que comprovam a relagdo de fatores de risco cardiovascular com o
aumento do estresse oxidativo e da inflamacéo.

As EROs é um termo utilizado para radicais livres de oxigénio, tais como radicais
superdxido (O2°*7), hidroxila (OH*), peroxil (HO.®) e também certos agentes ndo radicais que
sdo facilmente convertidos em radicais livres, tais como o peroxido de hidrogénio (H20>), o
acido cloridrico (HCI) e o 0zdnio (O3). As EROs sdo moléculas instaveis e extremamente
reativas que geram estresse oxidativo e podem induzir a expressao de citocinas inflamatorias
(ELLULU et al., 2016). Para Jones (2006), estresse oxidativo pode ser definido como a ruptura
da sinalizacdo redox levando a um desequilibrio entre os niveis de radicais livres e de
substancias antioxidantes. Além disso, a inflamacgéo é um fator determinante para a progressao
da aterosclerose. Niveis elevados de citocinas inflamatorias iniciam e sustentam o processo
inflamatdrio cronico sendo responsaveis por condi¢des inflamatorias crénicas (ZHAO; WANG;
YANG, 2017).

As celulas endoteliais produzem substancias bioativas como a endotelina e o 6xido
nitrico e além da vasoconstricdo, a endotelina também promove a proliferacdo de células do
masculo liso vascular e a aderéncia das células mononucleares as células endoteliais. O 0xido
nitrico controla a tensdo muscular lisa vascular e o fluxo sanguineo, além de reduzir a oxidacéo,
inibir a agregacdo plaquetaria e prevenir a trombose mural que € caracterizada pela oclusao
parcial da luz da artéria pelo trombo. De fato, o equilibrio dindmico destas duas substancias
desempenha papéis importantes no desenvolvimento da aterosclerose (GAO et al., 2012b).

Os estados inflamatoérios regulam positivamente a expressdo de Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) que é inicialmente destinada a compensar a regulacdo negativa do 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) pelo estresse oxidativo. No entanto, citocinas inflamatérias
também ativam a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH) de leucocitos
polimorfonucleares produzindo o O>". Quantidades excessivas de NO produzido pela iNOS

reagem com o Oz formando o ONOO", e regulam positivamente a atividade da arginase que
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reduz a formacdo de NO endotelial ao competir com a eNOS pela L-arginina. Além disso, em
eventos aterosclerdticos o LDLox ativa a arginase Il que regula negativamente o NO e causa
disfuncéo endotelial. Portanto, o elo entre o estresse oxidativo e a resposta inflamatoria leva a
diminuicdo da biodisponibilidade de NO, gerando disfungéo endotelial e efeito vasoconstritor
(SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015).

O NO desempenha um papel importante em rea¢des anti-inflamatorias do endotélio por
reduzir a expressao de moléculas de adesdo endoteliais, tais como, VCAM-1 durante a
hipercolesterolemia, atenuando a infiltracdo de mondcitos na parede arterial. Além disso é
capaz de atenuar os efeitos constritivos da noradrenalina, levando ao relaxamento vascular e a
manutencdo de equilibrio contra fatores constritores derivados do endotélio, como a endotelina-
1 (ET-1) e o tromboxano A2, modulando o tonus vascular. A diminui¢do da biodisponibilidade
de NO participa de forma crucial na aterotrombose visto que o NO é apontado como um
importante agente antiplaquetario. De fato, o NO possui agdo antitrombotica, antiapoptotica,
anti-inflamatoria e antioxidante (ELLULU et al., 2016; TOUSOULIS et al., 2015).

A ET-1 possui propriedades pro-oxidantes e pro-inflamatorias e é de grande interesse
no desenvolvimento da disfuncdo endotelial. Dentre seus efeitos, a ET-1 pode reduzir as
propriedades vasodilatadoras endoteliais pela inducéo da redistribuicdo da eNOS da membrana
plasmatica para a mitocondria da celula, através da fosforilacdo da eNOS, com consequente
reducdo da producdo de NO. A ET-1 também aumenta diretamente a permeabilidade
glomerular a albumina e a inflamacdo renal, além de contribuir para o aumento das VCAM-1 e
a infiltracdo de mondcitos na placa ateromatosa. A expresséo e a producdo de ET-1 nas células
endoteliais € aumentada pela angiotensina I1, envelhecimento, LDLox e diabetes mellitus. Além
disso, a superexpressdo da ET-1 aumenta a atividade da NADPH oxidase com consequente
aumento da formacdo de EROs, ativando a retroalimentacdo positiva da disfuncédo endotelial
mediada pelo estresse oxidativo (SITl; KAMISAH; KAMSIAH, 2015).

Outras duas substancias muito associadas ao desenvolvimento da aterosclerose sdo a
prostaciclina e o tromboxano A2. O tromboxano A2 promove o0 desenvolvimento da
aterosclerose através da constricdo vascular e agregacao plaquetaria, enquanto a prostaclina
(PGI2) promove efeitos antiateroscleroticos através da inibicdo da agregacdo plaquetaria,

trombose e por seu efeito vasodilatador (GAO, et al., 2013c).

2.3 Modelos animais para o estudo da aterosclerose
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As principais caracteristicas que animais experimentais utilizados como modelos de
aterosclerose humana devem possuir sdo: a) ser facil de adquirir e manter; b) ser facil de
manusear e ter um tamanho apropriado para permitir as manipulagdes experimentais; c) ser
capaz de se reproduzir em laboratdrio e ter uma base genética bem definida; d) compartilhar
com o ser humano os aspectos mais importantes do metabolismo lipidico e da fisiopatologia
cardiovascular; e) apresentar lesdes aterosclerdticas que se desenvolvam gradualmente
enquanto o animal consome a dieta, e que as caracteristicas das lesbes devem imitar as de
pacientes humanos com suas respectivas sequelas clinicas, tais como o infarto do miocéardio,
AVE e isquemia. Por ndo existir um animal Unico que cumpra todos os requisitos, alguns
modelos animais tém sido utilizados para o estudo da aterosclerose. Ultimamente, o uso de
camundongos e ratos tém crescido como animais experimentais para o estudo da aterosclerose,
principalmente pelo desenvolvimento de animais knockout para a apolipoproteina E (apo-E) e
para os receptores de LDL-C. Entretanto, apesar do facil manuseio de ratos e camundongos, o
metabolismo de lipidios ainda é significativamente diferente dos humanos. Estes animais
secretam acidos biliares, que séo derivados do colesterol, muito mais rapido que humanos e
coelhos (FAN et al., 2014). Como uma alternativa quando comparados com ratos e
camundongos, 0os hamsters sdo considerados um melhor modelo de roedor para o estudo do
metabolismo de lipidios, pois 0 metabolismo do colesterol € semelhante ao de humanos (GAO
et al., 2013a). Entretanto, o coelho ainda é o melhor modelo experimental para o estudo da
aterosclerose, pois além de possuir o metabolismo das lipoproteinas semelhante ao de seres
humanos, sdo muito sensiveis a uma dieta hipercolesterolémica. Coelhos e humanos
compartilham caracteristicas lipidicas que incluem particulas de LDL-C em maior abundancia
no plasma, atividade do receptor hepatico de LDL-C, presenca de receptor de lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL-C) em macrofagos, proteina de transferéncia de colesterol
esterificado, particula heterogénea de HDL-C e sensibilidade ao colesterol dietético. Além
disso, desenvolvem as lesGes ateroscleroticas de maneira gradual e de forma muito semelhante

aos humanos, fornecendo uma melhor visdo sobre o estudo da aterosclerose (FAN et al., 2015).

2.4 Farmacos sintéticos utilizados na pratica clinica para a prevenc¢do e tratamento da

aterosclerose
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As estatinas sdo os farmacos mais amplamente utilizados para o tratamento da
aterosclerose. Evidéncias recentes sugerem que os efeitos benéficos das estatinas podem incluir
ndo apenas a reducdo do colesterol, mas também efeitos pleiotropicos independentes da reducéo
do colesterol. Por meio dos efeitos pleiotropicos, as estatinas estdo diretamente envolvidas na
restauracdo ou melhora da fungéo endotelial, atenuando o remodelamento vascular e inibindo
a resposta inflamatéria vascular e talvez, estabilizando as placas ateroscleréticas. Além disso,
podem melhorar a disfuncdo endotelial através de suas propriedades antioxidantes, uma vez
que parecem atenuar a producdo de radicais livres induzida pela angiotensina Il nas células
musculares lisas, inibindo a atividade da NADPH oxidase mediada por substrato de toxina
botulinica C3 relacionado a Ras (RAC1) e diminuindo a expressdo do receptor tipo Il da
angiotensina Il nas células vasculares.

A sinvastatina é a estatina mais utilizada na pratica clinica para o tratamento de
hiperlipidemias e na prevencdo da aterosclerose. Alguns estudos apontam que a terapia de
reducdo lipidica com sinvastatina esta associada a uma regresséo significativa da area de placas
estabelecidas em humanos (CORTI et al., 2002; JENSEN et al., 2004). Corti et al 2015
demonstraram que a sinvastatina induz reducdo significativa nos niveis de colesterol total e
LDL-C e reduz o tamanho da lesdo aterosclerdtica sem afetar a area do limen do vaso. A
sinvastatina também foi capaz de reduzir a sintese de ET-1 em células endoteliais de aorta
bovina in vitro (MILIONIS et al., 2007). Apesar de possuirem varios beneficios, devido ao
aparecimento de efeitos colaterais importantes, como lesbes musculares e alteracdes na fungéo
hepatica, o interesse pelo desenvolvimento de alternativas mais acessiveis e com efeitos
semelhantes aos das estatinas tém crescido (JJANG et al., 2017; TOUSOULIS et al., 2015).

Além das estatinas, dados clinicos e experimentais demonstraram que inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA) e bloqueadores dos receptores da angiotensina Il
(BRASs) parecem exercer efeito benéficos antiateroscleréticos e anti-isquémicos. Dados
crescentes indicam que inibidores da ECA e BRAs sdo capazes de reverter a disfuncédo
endotelial, a inflamacao vascular, além de aumentar a estabilidade da placa aterosclerética e
reduzir o risco de eventos cardiacos (TOUSOULLIS et al., 2015; YANG et al., 2013).

De forma semelhante, os beta-bloqueadores de terceira geracdo demonstraram nao soO
reduzir a resisténcia periférica como também estimular a vasodilatacdo atraves de varios
mecanismos. Entre os beta-blogueadores, o nebivolol tem sido associado a melhora da funcéo

endotelial através de efeitos estimulatorios sobre a atividade da eNOs, além de seus efeitos
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sobre a superoxido dismutase (SOD) celular e nos niveis de dimetilarginina. Verificou-se que
0 nebivolol, além de melhorar os niveis da presséo arterial sistémica, melhorou a dilatacéo
mediada por fluxo e aumentou indiretamente os niveis de SOD celular dos eritrocitos, sugerindo
um efeito benéfico mediado pelo aumento da biodisponibilidade de NO. Além disso, o
nebivolol demonstrou diminuir significativamente a quantidade de EROs liberada de células
endoteliais humanas (TOUSOULIS et al., 2015). Particularmente, este efeito pode ser mediado,
pelo menos em parte, pela inibicdo da NADPH oxidase endotelial e pelo efeito direto no
sequestro de EROs induzida por este farmaco (PASINI et al., 2008).

Recentemente, os agonistas dos receptores ativados por proliferadores de peroxissomos
(PPARS) (glitazona e pioglitazona) passaram a ser amplamente utilizados no cenario clinico.
Esses farmacos, além de seus efeitos hipoglicemiantes, antagonizam os efeitos da angiotensina
Il e demonstram exercer efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios (JACKSON et al., 1999;
TOUSOULLIS et al., 2015).

As vitaminas antioxidantes tém sido entusiasticamente usadas no tratamento e na
prevencdo de doencas cardiovasculares (PASHKOW, 2011). Entretanto, o uso dessas vitaminas
é alvo de grande debate. As vitaminas C e E sdo consideradas inibidoras da oxidac¢do do LDL-
C pela captura de EROs, aumentando assim a biodisponibilidade de NO. Por outro lado,
enquanto a vitamina C tem demonstrado melhorar a sintese da eNOS, a vitamina E parece
suprimir a expressdo dessa enzima podendo atuar também como pro-oxidante (TOUSOULIS
et al., 2015). A atividade pré-oxidante da vitamina E é evitada pela vitamina C. Apds a
neutralizagdo de espécies reativas, a vitamina E (a-tocoferol) se converte em radical tocoferil
que pode iniciar a peroxidacao lipidica e exercer efeito pro-oxidante. A vitamina C (ascorbato)
pode prevenir a atividade pré-oxidante do radical tocoferil por redugdo deste radical para a-
tocoferol atuando assim como agente co-antioxidante e inibindo a oxidacdo lipidica. Portanto,
o efeito antiaterogénico da vitamina E pode ser eficaz somente em combinagdo com a vitamina
C (CARR; ZHU; FRELI, 2000).

2.5 llex paraguariensis
A llex paraguariensis A. ST.-Hil. pertence a familia Aquilofaceae, sendo nativa da

regido sul da América do Sul e conhecida popularmente como erva mate. E muito popular e

amplamente consumida pela populagdo da América do Sul e por séculos, foi utilizada no
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preparo de bebidas medicinais por povos indigenas desta regido desempenhando assim,
importante papel na economia de paises como o Brasil, a Argentina, 0 Uruguai e o Paraguai
(BORGES et al., 2013; GAO et al., 2013b).

As partes mais usualmente utilizadas da planta sdo as folhas, que passam por diversas
etapas de processamento, tais como o branqueamento, secagem, moagem, peneiramento e em
seguinte, embaladas para o comércio (BERTE et al., 2014). Além de ser psicoestimulante,
devido ao seu alto teor de cafeina, a erva mate desperta interesse principalmente por suas
propriedades antioxidantes, vasodilatadoras, hipolipidémica, controle da obesidade, reducao da
glicacdo de proteinas e na indugéo de efeitos protetores durante a sindrome metabolica, além
de atividades anti-inflamatdrias. Em sua composicdo quimica também podemos encontrar
outros compostos bioativos como saponinas triterpénicas e flavondides (SCHINELLA et al.,
2014; GAO et al., 2013c).

Na Figura 2, podemos observar sua distribui¢cdo geografica ao redor do mundo. As
propriedades terapéuticas da |. paraguariensis sdo descritas por varios estudos dentre elas, a
capacidade antioxidante, que pode reduzir os niveis de lipideos oxidados na circulacdo e de
modular a inflamacdo em varios tecidos, tais como o musculo liso, tecido adiposo e figado.
Seus efeitos terapéuticos sdo atribuidos principalmente aos compostos fendlicos encontrados
no extrato (GAO et., al 2013c). Gebara et al. (2017) avaliou a quantidade e a frequéncia do
consumo da I. paraguariensis nas formas de duas bebidas mais tradicionais, o chimarrdo e o
tereré, reproduzindo experimentalmente as condicGes utilizadas para o preparo das bebidas.
Contatou-se que 0 consumo estimado de compostos fendlicos para consumidores de chimarrao
foi de 512,5-1708,5 mg/dia e para consumidores de tereré foi 583,0-1779,7 mg/dia.
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Figura 2 — Distribuicdo geografica da llex paraguariensis ao redor do mundo (Fonte:

www.gbif.org).

A |. paraguariensis é rica em metabdlitos secundérios, incluindo polifendis, saponinas
triterpénicas e metilxantinas. Os compostos fendlicos predominantes na espécie sao 0s ésteres
de é&cido hidroxicindmicos, classificados em acidos clorogénicos (CGAs) e glicosideos
flavondlicos, especialmente a rutina. Os acidos clorogénicos sdo familias de compostos que
incluem os 4cidos cafeoilquinicos (CQAs), p-cumaroilquinicos, feruilquinicos, di-
cafeoilquinicos (di-CQAs), cafeoil-feruil-quinicos, entre outros. No entanto, os CQAs mais
comuns da espécie |. paraguariensis sdao 0os mono-cafeoilquinicos (mono-CQAS): &cido 3-O-
cafeoilquinico (3-CQA), acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA) e acido 4-O-cafeoilquinico (4-
CQA), bem como os di-CQAs: acido 3,4-di-O-cafeoilquinico (3,4-diCQA) de acido 3,5-di-O-
cafeoiloquinico (3,5-diCQA) e acido 4,5-di-O-cafeoilquinico (4,5-diCQA) (BORGES et al.,
2013; GEBARA et al, 2017; SCHINELLA et al., 2014). Outros compostos ativos identificados
incluem aminoacidos, vitaminas C, B1, B2 e minerais (GAO et al., 2013b).

O sequestro de radicais livres, inibicdo da oxidacédo de lipoproteinas de baixa densidade
e a diminuicdo dos niveis de lipideos no sangue sdo os principais mecanismos pelos quais
extratos ricos em compostos fendlicos tém sido relatados como apresentando atividades
antiaterogénicas. Os beneficios da ingestdo de extratos com acao antioxidantes para a prevencao
de eventos cardiovasculares sdo comprovados, como por exemplo, a administracdo do extrato
de amora preta (Morus nigra L.) em modelos de ratos hiperlipidémico, demonstrou ser capaz
de diminuir as concentracGes plasmaticas de lipidios, atenuar a esteatose hepatica, induzida pela
ingestdo de um alto teor de colesterol e reduzir as lesdes aterosclerdticas nas artérias. Seus
efeitos na diminuicdo de lipidios séricos sdo semelhantes ao grupo tratado com sinvastatina
(JIANG et al., 2017). Também, a suplementacdo com o extrato de uva (Vitis vinifera L.)
atenuou a peroxidacdo lipidica, retardou a formacdo de lesdo aterosclerética e diminuiu a
espessura da camada intima na regido torécica e do arco da aorta sem afetar a concentracéo
plasmatica de glicose e lipideos, a formacdo de placas ateroscleroticas era mais evidente no
grupo hiperlipidémico ndo tratado em comparacdo com o grupo tratado pelo extrato (YANNI
et al., 2015).

Estudos da I. paraguariensis realizados in vitro demonstram que seus extratos aquosos

de sdo uma boa fonte de antioxidantes fendlicos, como ja descrito na literatura por meio de
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varios ensaios (BASTOS et al., 2007). A atividade antioxidante demonstrada pelo método do
tiocianato férrico da infusdo da erva mate é comparada com a atividade antioxidante do BHT
(BASTOS et al., 2005). Além do efeito antioxidantes, muitos outros efeitos ja foram relatados
para o extrato em ensaio in vitro.

A glicacdo é a base molecular chave das complicacbes diabéticas devido a
hiperglicemia. O extrato de . paraguariensis demonstrou uma inibicdo dose-dependente da
formacdo de produtos finais da glicacéo, estes resultados foram superiores aos relatados para o
cha verde. Tal efeito deve-se a uma inibi¢do da segunda fase das rea¢des de glicacdo. A inibicao
da glicacdo do extrato de I. paraguariensis foi semelhante a encontrada para a aminoguanidina,
um potente inibidor da glicacdo. (LUNCEFORD; GUGLIUCCI, 2005).

Testes in vitro foram conduzidos para avaliar a atividade citotoxica da . paraguariensis.
Tendo em vista que esta atividade esta altamente relacionada com a atividade anticancerigena
e a erva mate apresentou alta citotoxicidade contra células cancerigenas de figado humano, o
extrato de I. paraguariensis tem mostrado grande potencial frente a células tumorais (HECK;
MEJIA, 2007).

Além deste efeito, podemos destacar também a capacidade de inibir a atividade da lipase
pancreatica in vitro (Martins et al., 2010), a capacidade de inibir o estresse nitrosativo (BIXBY,
et al., 2005), e a regulacdo negativa da expressdo de genes que regulam a adipogénese
(ARCARI et al, 2013). Além disso, a protecdo da oxidacdo do ADN (&cido
desoxirribonucleico) e da lipoperoxidacdo in vitro sdo efeitos bem elucidados e demonstrados
por varios autores (CHANDRA; MEJIA 2004; MOSIMANN; WILHELM-FILHO; SILVA,
2005)

Outros estudos do extrato aquoso da I. paraguariensis realizados in vivo apresentam
aléem dos efeitos antioxidantes, efeitos anti-inflamatorios tanto em processos locais como
sistémicos (SCHINELLA et al., 2014). Gao et al. (2013c) demonstraram que em modelos de
ratos hiperlipidémicos, o extrato aquoso de erva mate administrado por via oral inibiu a
progressao da aterosclerose por reduzir os niveis séricos de colesterol total, triglicérides e LDL-
C, além de melhorar a degeneracdo gordurosa grave das células hepaticas, tais efeitos foram
atribuidos aos varios componentes antioxidantes presentes no extrato especialmente o acido
clorogénico, composto majoritario que representa cerca de 42% dos compostos bioativos
encontrados neste extrato . Em hamsters, a administracdo da infusao de erva mate proporcionou

efeitos protetores contra o estresse oxidativo, com acdo hipolipidémica e de perda de peso
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corporal. Estes efeitos também foram atribuidos a acdo antioxidante de compostos fendlicos
como o acido clorogénico e o acido caféico (GAO et al., 2013a). Schinella et al. (2000)
demonstraram a capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica enzimética e ndo-enzimatica
em microssomas hepaticos de ratos, além de, inibir a peroxidacdo induzida por peroxido de
hidrogénio (H202) em membranas de glébulos vermelhos possivelmente por melhorar o sistema
de defesa antioxidante do organismo por mecanismos ainda ndo muito bem esclarecidos. Em
ratos hiperlipidémicos, a administracdo da erva mate demonstrou ser capaz de regular a funcéo
lipidica e endotelial possivelmente por reduzir os niveis de endotelina e tromboxano B2,
diminuir a expressao de ICAM-1 e aumentar os niveis de NO e de 6-ceto-PGFla no sangue,
reduzindo a progressao da aterosclerose (GAO et al., 2013b). Borges et al. (2013) observaram
que 0 consumo do extrato aquoso da erva mate em ratos promoveu perda de peso, atenuou 0s
efeitos prejudiciais a dieta hiperlipidémica na adiposidade e na sensibilidade a insulina e
diminuiu os niveis sanguineos de biomarcadores inflamatorios. Além disso, mostrou uma

importante reducdo nos niveis de IL-6 sem alterar IL-1p, fator de necrose tumoral e NO.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Investigar os possiveis efeitos antiateroscleroticos de uma fragdo butandlica enriquecida
e padronizada de llex paraguariensis (n-BFIP) em coelhos hipercolesterolémicos e analisar os

provaveis mecanismos moleculares envolvidos nas respostas biologicas.

3.2 Objetivos especificos

1. Obter a fracdo butandlica a partir das folhas de Ilex paraguariensis (n-FBIP) e proceder
a caracterizacdo quimica de seus diferentes metabdlitos secundarios;

2. Induzir a hipercolesterolemia e a aterogénese em coelhos da linhagem Nova Zelandia
atraveés da administracéo de dieta comercial enriquecida com 1% de colesterol por 8 semanas;
3. Acompanhar o ganho de peso corporal durante o tratamento experimental;

4. Mensurar os niveis de colesterol total e de suas fracbes HDL, ndo-LDL e TG, nos
diferentes grupos experimentais no tempo 0, 30 e 60 dias;

5. Verificar macroscopicamente o indice de aterogénese no arco adrtico e na aorta toracica
apos os tratamentos com a n-BFIP ou sinvastatina;

6. Avaliar microscopicamente as alteracfes histopatologicas nas artérias onde houve
formacdo de ateroma e mensurar 0 espessamento da camada intima dos vasos nos diferentes
grupos experimentais;

7. Determinar os efeitos antioxidantes e a acdo da n-BFIP sobre a concentracao sérica de
IL-1B, IL-6, sSICAM, sVCAM, nitrotirosina, nitrito e TBARS,;

8. Avaliar os efeitos da n-BFIP sobre os niveis intracelulares de GMPc.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Ilex paraguariensis A. St. Hil. var. paraguariensis (Aquifoliaceae) popularly known as ‘mate’ is an

Adhesion molecules important species native to South America. Despite numerous studies showing significant antioxidant and lipid

Antiatherosclerotic lowering properties, the antiatherosclerotic mechanisms of this species remain unknown.

Antioxidant Purpose: To evaluate the possible antiatherosclerotic effects of a butanolic fraction (n-BFIP) obtained from I.

Cytokines iensis and to investigate the molecular mechanisms involved in this activity.

Hlex paraguariensis paraguarwn:ﬂs i 8 A 5 R v T i

Lipid levels Methods: First, n-BFIP was obtained from the hydroalcoholic extract and a detailed phytochemical investigation
about its main secondary metabolites was performed. Then, during 8 experimental weeks, rabbits received diet
supplemented with 1% cholesterol (CRD). After 4 weeks of CDR, animals were redistributed into five groups
(n = 6) and treated (p.o.) with n-BFIP (10, 30 and 100 mg/kg), simvastatin (5 mg/kg), or vehicle (filtered water,
1 ml/kg) once daily for 4 weeks. An additional group was fed with cholesterol-free diet and treated with vehicle.
At the end of 8 weeks, serum samples were obtained for the measurement of serum lipids, lipid and protein
oxidation and indirect nitric oxide levels. In addition, serum IL-1f, IL-6, sSICAM-1, sVCAM-1, and intracellular
c¢GMP levels in rabbit aortic rings were measured. Samples from the aortic arch and thoracic segment were
collected for histopathological analysis.
Results: CRD induced oxidative and nitrosative stress and increased serum lipids, IL-1f3, IL-6, sSICAM-1, and
SVCAM-1 levels. In addition, structural changes in the intima layers of different arterial branches were also
found. Although it did not change serum lipids, n-BFIP reverted oxidative and nitrosative stress and reduced IL-
1B, IL-6, SICAM-1, and sVCAM-1 levels, besides to increasing intracellular levels of cGMP in vitro. In addition, the
formation of atherosclerotic plaques was reduced to values close to those of animals fed with cholesterol-free
diet.
Conclusions: A 4-week n-FBIP treatment reduces the progression of the atherosclerotic disease in New Zealand
rabbits. These effects are associated with an attenuation of oxidative and nitrosative stress, affecting IL-1f, IL-6,
SICAM-1 and sVCAM-1 levels.

Introduction popularly known as ‘mate’ is an important species native to South
America. Historically, it was adapted by native inhabitants (Guarani
Ilex paraguariensis A. St. Hil. var. paraguariensis (Aquifoliaceae) indigenous tribes) from a vast region that includes Paraguay, Uruguay,

Abbreviations: ANOVA, one-way analysis of variance; C-, negative control group; C+, positive control group; CRD, cholesterol-rich diet; CGAs, chlorogenic acids; ¢cGMP, cyclic
guanosine monophosphate; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HR-MS, high-resolution mass spectrometry; IL-1p, interleukin 1 beta; IL-6, interleukin 6; LDL-C, low density
lipoprotein cholesterol; n-BFIP, butanolic fraction from Ilex paraguariensis; non-HDL-C, non-high-density lipoprotein cholesterol; NT, nitrotyrosine; ODQ, 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3,-a]
quinoxalin-1-one; S.E.M., mean =* standard error of the mean; sGC, soluble guanylyl cyclase; SNP, sodium nitroprusside; sICAM-1, soluble intercellular adhesion molecule-1; SIMV,
simvastatin; sVCAM-1, soluble vascular cell adhesion molecule-1; TBARS, thiobarbituric acid; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; UPLC, ultra performance liquid chromatography
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North-Eastern Argentine and Southern Brazil (Bracesco et al., 2011;
Grigioni et al., 2004). For centuries, this species has been used in the
preparation of stimulant beverages (e.g. ‘chimarrao’, ‘tereré’ or ‘cha
mate’) and for its possible medicinal properties (Bracesco et al., 2011).

Chemically, I paraguariensis is well known. Alkaloids (methyl-
xanthines), flavonoids, vitamins, tannins, chlorogenic acid derivatives
(CGAs), triterpenes, and several ursolic acid saponins have been iden-
tified (Heck and de Mejia, 2007). The properties attributed to CGAs,
such as free radical scavenger, antioxidant system modulator and their
possible effects on glucose metabolism, have put these compounds in
evidence (Olthof et al., 2001).

In the last 20 years, considerable scientific progress has been aimed
at identifying the medicinal properties of I. paraguariensis. Among its
pharmacological activities, antioxidant (Pereira et al., 2017), anti-in-
flammatory (Munoz-Culla et al., 2016), and lipid-lowering effects
(Balzan et al., 2013; Gao et al., 2013; Messina et al., 2015) stand out,
evidenced in numerous in vivo, ex vivo and in vitro assays. In addition, its
effects on body weight, glucose uptake and metabolism are also com-
monly described (Andersen and Fogh, 2001; Arcari et al., 2009;
Conceicao et al., 2017; Gamboa-G6émez et al., 2015; Kim et al., 2015).

Although several studies have shown its possible positive effects on
atherosclerosis  progression markers (Cardozo  Junior and
Morand, 2016), some available data are inconsistent. While in rodents,
I. paraguariensis extracts show promising antioxidant and lipid lowering
effects (Balzan et al., 2013; Gao et al., 2013), in other animal models,
data are inconclusive (Mosimann et al., 2006). In fact, the molecular
mechanisms by which I paraguariensis could exert its antiathero-
sclerotic effects are not fully elucidated.

Considering the existing gaps regarding the effectiveness of I
paraguariensis against atherosclerosis evolution, a butanolic fraction
from hydroalcoholic extract of I. paraguariensis (n-BFIP) was obtained
and its different secondary metabolites were characterized. Then, using
a classic atherosclerosis model in New Zealand rabbits, the role of n-
BFIP against dyslipidemia and atherosclerotic process was evaluated.
Finally, the participation of oxidative stress, inflammatory cytokines
and adhesion molecules in this process was investigated.

Material and methods
Drugs and chemicals

Cholesterol, simvastatin (SIMV), sodium nitroprusside, and 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3,-a]quinoxalin-1-one (ODQ) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acetonitrile, methanol, and formic
acid were purchased from J. T. Baker (Center Valley, PA, USA). All
other reagents and solutions were obtained in analytical grade.

Plant material and n-BFIP preparation

Ilex paraguariensis leaves were collected in the municipality of Ivai/
PR, Brazil (25°0040” S - 50°48’02” W, 748 m). The n-BFIP was pre-
pared according to Balzan et al. (2013). For this, leaves were dried in a
forced air oven at 45 °C during 48 h After milling, the powder of leaves
was extracted with 70% ethanol (1:2.5 w/v), filtered and evaporated to
obtain the crude extract, which was fractionated by liquid/liquid par-
titioning (n-hexane, chloroform, ethyl acetate and n-butanol), obtaining
the n-butanol fraction (yield of 9.316%).

Phytochemical analysis

The phytochemical analysis of n-BFIP was developed by LC-MS on
an Ultra Performance Liquid Chromatographer (UPLC™) equipped
with binary pump, column oven and a sample delivery system (Waters
Co.). Separation was carried out with a C;g column, HSS-T3 (Waters),
with 100 X 2.1 mm and particle size of 1.7 um. The mobile phase was
composed of ultra-pure water and acetonitrile, both with 0.1% of

163

42

Phytomedicine 34 (2017) 162-170

formic acid (v/v), increasing the organic solvent content from 0% (in-
itial) to 20% (5 min), 70% (13 min) and 0% (13.5 min), at flow rate of
400 ul/min and column temperature of 60 °C. The sample was prepared
using 2 mg/ml in HyO-methanol (7:3, v/v) and injection volume of 5 pl.
Detection was provided by high-resolution mass spectrometry (HR-MS).

HR-MS was performed in an LTQ-Orbitrap XL (Thermo Scientific),
with electrospray at atmospheric pressure ionization in the positive and
negative ionization modes. For sample desolvation, sheath gas using
nitrogen at flow rate of 40 arbitrary units (a.u.) and auxiliary gas at 10
a.u. was used, along with source temperature of 350 °C. The energies for
positive ionization were: spray of 4.5kV, tube lens of 120V and ca-
pillary of 30 V and, for negative ionization: spray of 3.5 kV, tube lens of
—200 V and capillary of —40 V. The mass resolution was set at 15.000
FWHM (at m/z 400) in LC-MS mode. External calibration was regularly
performed covering m/z 100 - 2000 and acquisition occurred in total
ion current. In the negative ionization, compounds were fragmented by
collision induced dissociation using helium and energy of 20eV,
whereas saponins produced better fragment-ions in the positive ioni-
zation mode (energy at 40 eV), with post-column infusion of LiCl so-
lution (10 mM) introduced to the sample with syringe pump at 5 ul/
min.

Pharmacological studies

Animals

Male New Zealand rabbits weighing 1.8-2.0 kg were obtained from
Federal University of Mato Grosso do Sul and housed at the Federal
University of Grande Dourados under controlled temperature
(20 = 2°C), relative humidity (50 = 10%), 12 h light/12h dark cycle,
with ad libitum access to food and water. The ethics committee on an-
imal use of the Federal University of Grande Dourados approved all
procedures (Protocol N°. 09/2015).

Experimental procedures

Dyslipidemia and atherosclerosis were induced according to
Barboza et al. (2016). During 8 weeks, rabbits received ad libitum
commercial diet (Nutricoelho, Purina”) supplemented with 1% choles-
terol (cholesterol-rich diet — CRD). After 4 weeks, animals were dis-
tributed into five groups for treatment (p.o.) with n-BFIP, vehicle (fil-
tered water, 1 ml/kg) or SIMV, daily, for 4 more weeks. One group was
fed without the addition of cholesterol (negative control). The final
groups (n = 6) were: (1) Negative control (C-): chow without cholesterol
and vehicle; (2) Positive control (C+): CRD and vehicle; (3) n-BFIP 10:
CRD and 10 mg/kg of n-BFIP; (4) n-BFIP 30: CRD and 30 mg/kg of n-
BFIP; (5) n-BFIP 100: CRD and 100 mg/kg of n-BFIP; (6) SIMV: CDR and
5mg/kg of SIMV.

Body weights were weekly measured. Triglyceride (TG), total cho-
lesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), and non-
high-density lipoprotein cholesterol (non-HDL-C) levels were detected
using biochemical analyzer at the beginning of experiments and at
weeks four and eight. At the end of experiments, rabbits were fasted for
12h and anesthetized with isoflurane. Blood was collected from the
abdominal cava vein, and the serum samples were obtained by cen-
trifugation (1500g for 5min). After euthanasia by intravenous ad-
ministration of potassium chloride, aorta segments (aortic arch and
thoracic segments) were removed and fixed in 10% formalin. After
48 h, part of each segment was longitudinally sectioned, rinsed in 70%
alcohol and immersed in Sudan Black B staining solution at room
temperature during 15 min. Tissues were transferred to 80% ethanol for
20 min, washed in tap water for 1h and the luminal surface was as-
sessed for sudanophilic lesions. Samples of different arterial branches
were dehydrated with alcohol and xylene, embedded in paraffin, sec-
tioned at 5um, stained with hematoxylin/eosin and microscopically
examined. Intima and media layers were measured with Motic Images
Plus software version 2.0.
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Investigation of the key mediators involved in antiatherosclerotic activity of
n-BFIP. Serum nitrotyrosine (NT), soluble vascular cell adhesion
molecule-1 (sVCAM-1), soluble intercellular adhesion molecule-1
(sICAM-1), interleukin 1 beta (IL-1P), and interleukin 6 (IL-6) were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay kit according to the
manufacture's specifications (BD Biosciences, CA, USA). Thiobarbituric
acid (TBARS) levels were measured using TBARS assay kits (Cayman
Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA) according to manufacturer's
instruction. Plasma nitrite concentration was determined by
enzymatically reducing nitrate according to technique described by
Schmidt et al. (1989).

In order to evaluate the role of the NO-cGMP pathway in the
atheroprotective effects of n-BFIP, we measured the intracellular con-
centration of cyclic guanosine monophosphate (cGMP) according to
methods described by FEstancial et al. (2015). For this, rabbit aortic
rings (2-3mm; n = 5) were removed and placed in Krebs-Henseleit
solution (composition in mm: 117 NacCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCl,, 1.2 MgSOy,,
1.2 KH,PO,4, 25 NaHCO; and 11 glucose). The aortic rings were
mounted in an organ bath and continuously bubbled with a mixture of
95% O, and 5% CO, (pH 7.4) at 37 °C. A resting tension of 2g was
applied to each tissue and a rest period of 1 h was allowed before the
experiments. Then, aortic rings were then stimulated for 15 min with
sodium nitroprusside (SNP, a NO donor, 10 um), or n-BFIP in different
concentrations (0.01, 0.1, and 1 mg/ml) in the absence and in the
presence of soluble guanylyl cyclase (sGC) inhibitor ODQ (100 pm,
30 min). Subsequently, the tissues were removed and frozen in liquid
nitrogen. Then, the tissues were homogenized in trichloroacetic acid
(5% wt/vol), centrifuged (10 min at 4 °C at 1500 g) and the supernatant
was collected. The pellet was dried, weighed, and the trichloroacetic
acid was extracted. Procedures for antibody incubation, and tracer
preparation were performed as described in commercially available kits
(Cayman Chemical Cyclic GMP EIA kit, Ann Arbor, MI, USA). All ex-
periments were performed in duplicate.

Statistical analyses

Data were analyzed for homogeneity of variance and normal dis-
tribution. Differences among means were determined by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's post hoc test. p-
values less than 0.05 were considered statistically significant. Results
are expressed as mean * standard error of the mean (S.E.M.).

Results
Phytochemical characterization
In the n-BFIP chromatogram (Fig. 1), many secondary metabolites

were observed, namely those from the series of isomeric mono-
caffeoylquinic acids. These compounds were fragmented, producing 3
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deprotonated ions at m/z 353.0876 [M-H]- with fragment-ions at m/z
135.044, 173.045, 179.034 and 191.056. Monocaffeoylquinic acids
were identified as neo-chlorogenic acid (3.75 min), chlorogenic acid
(4.90min) and crypto-chlorogenic acid (5.00 min). Series of di-
caffeoylquinic acids were observed at m/z 515.119 [M-H] , confirmed
by fragment-ions at m/z 135.044, 173.045, 179.034, 191.056 and
353.087. Similar to monocaffeoylquinic acids, the distribution of these
fragments is characteristic of each isomer, allowing their identification
as 3,4-dicaffeoylquinic acid (8.45min), 3,5-dicaffeoylquinic acid
(8.65 min) and 4,5-dicaffeoylquinic acid (9.17 min). Some glycosides of
flavonoids were also identified, but only rutin has appeared at high
abundance, observed at m/z 609.14605 (7.76 min). Other minor phe-
nolics and glycosides observed are summarized in Table 1.

Although saponins have appeared in the negative ionization with
good intensities, mainly adducted by HCOO™ [M + 45]~, their frag-
ment-ions were poorly produced. Thus, for the identification of sapo-
nins, positive ionization adducted by Li" was carried out, and lithiated
ions produced good fragments, allowing their identification. Since the
Li* complex is higher with glycans than with terpenoid moieties,
abundant fragment-ions from oligosaccharides were observed, with the
main cleavage occurring at the carbonyl site (C28), allowing identifying
oligosaccharides linked to C28 and those linked to C3 glycosylation
sites (Fig. 2). Aglycone moieties were consistent with ursolic and
oleanolic acids. Saponin structures are summarized in Table 1.

Pharmacological study

n-BFIP does not affect serum lipids levels

The effects of n-BFIP and SIMV on serum lipid levels are shown in
Table 2. TC levels of C+ group (1985 = 203 mg/dl) were increased
when compared with negative control group (baseline 57 + 6.4 mg/
dl) after 8 weeks of CRD. Treatment with SIMV lowered TC levels to
1021 + 117 mg/dl when compared to C+. Similarly, reduction in the
non-HDL-C (C+: 1629 * 196 mg/dl; SIMV: 750 * 128 mg/dl) and
TG (C+:200 = 41 mg/dl; SIMV: 112 + 15mg/dl) levels was evident
in rabbits treated with SIMV. Body weight, HDL-C, non-HDL-C or TG of
animals treated with n-BFIP showed no significant changes when
compared with C+ group.

n-BFIP produces antiatherogenic effects on aorta segments

Macroscopic evaluation. The intensity of lesions in the aortic arch and
thoracic segment was used as an index of disease severity (Fig. 3).
Sudanophilic blue lesions (average area) in aortic arch and thoracic
segment of C+ were  increased (57,955 = 5845 and
39,856 + 3664 um?) when compared with negative controls (~
65 um?) (Fig. 3(A) and Fig. 3(B), respectively). On the other hand,
sudanophilic lesions in aortic arch were reduced to 26,910 + 3562 and
20,674 + 4138 um? in animals that received 30 and 100 mg/kg,
respectively (Fig. 3(A)). Similarly, n-BFIP (100 mg/kg) reduced

Time (min)

Fig. 1. Phytochemical analysis of the n-BFIP obtained by LC-MS/MS.
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Table 1
Phytochemical composition of n-BFIP obtained by LC-PDA-MS.
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Peak MS' (M-H)~ MS? (key fragments) Identification Ref
1 191.05578 Quinic acid 1,2
2 353.08766 191.056, 179.034, 135.044 neo-Chlorogenic acid 1,2
3 341.08683 179.034 Caffeoyl-glucoside 142
4 341.08689 179.034 Caffeoyl-glucoside 1,2
5 353.08760 191,056 Chlorogenic acid 1,2
6 353.08763 191.056, 179.034, 173.045, 135.044 crypto-Chlorogenic acid 1,2
7 367.10304 193.050, 173.045 Feruloylquinic acid 1;2
8 367.10298 191.055, 173.045 Feruloylquinic acid 1,2
9 609.14605 463.08813, 300.027 Rutin 12
10 463.08736 300.027 Quercetin-glucoside 1,2
11 515.11963 353.087, 191.056, 179.034, 173.045, 135.044 3,4-Dicaffeoylquinic acid 152
12 593.15066 447.092, 284.032 Kempferol-diglycoside 1,2
13 515.11939 353.087, 191.055, 179.034 3,5-Dicaffeoylquinic acid 1,2
14 515.11945 353.087, 191.056, 179.034, 173.045 4,5-Dicaffeoylquinic acid 1,2
15 529.13474 364.103, 193.050, 173.045 Caffeoylferuloylquinic acid 1,2
M + Li] © Saponins
16 1081.57702 919.523, 773.462, 447.168, 301.111 Glc-(Rha)-Ara-Agly(OH)-Gle 2
17 1389.68964 903.529, 757.471, 493.174, 447.168, 331.121 Gle-(Rha)-Ara-Agly-(Gle)s 2
18 1227.63527 903.528, 757.471, 447.168, 331.120, 301.111 Glc-(Rha)-Ara-Agly-(Glc), 2
19 1081.57873 919.524, 757.471, 463.163, 301.111 (Glc),-Ara-Agly-Gle 2
20 1285.64013 961.535, 799.481, 505.174, 343.121, 331.121 (Ac)(Glc),-Ara-Agly-(Glc), 2
21 1255.62876 931.524, 799.482, 475.163, 343.121, 331.121 Xyl-Gle-(Ac)Ara-Agly-(Glc), 2
22 1065.58183 741.476, 595.417, 331.121 Rha-Ara-Agly-(Glc), 2
23 1123.58803 799.482, 343.121, 331.121 (Ac)Gle-Ara-Agly-(Gle) 2
24 1065.58244 903.529, 757.469, 447.168, 301.110 Gle-(Rha)-Ara-Agly-Gle 2
25 919.52384 757.471, 319.121, 301.110 Glc-Ara-Agly-Gle 2
26 1093.57765 931.524, 799.482, 493.174, 475.164, 343,121 Xyl-Gle-(Ac)Ara-Agly-Gle 2
27 903.52975 741.476, 595.419, 303.126 Rha-Ara-Agly-Gle 2
28 961.53387 799.482, 637.429, 361.131, 343.121, 199.079 Gle-(Ac)Ara-Agly-Gle 2

Agly — Aglycone (Ursolic or Oleanolic acid), Ac — Acetyl, Ara — Arabinose, Glc — Glucose, Rha - Rhamnose, Xyl - Xylose.

sudanophilic lesions by 8672 + 1097 um? in the thoracic segment
(Fig. 3(B)). The effects obtained with SIMV (aortic arch:
18,490 + 3997 ym?; thoracic segment: 8915 + 951 um?) were
similar with those observed with n-BFIP treatment.

Microscopic evaluation and morphometric analysis. Representative
images of the effects of CRD and treatments with n-BFIP and SIMV on
the atherosclerosis development in the aortic arch of rabbits are shown
in Fig. 4. In C- group, endothelial cells were intact and adhesive to the
internal elastic lamina in single layers, and smooth muscle cells were
orderly arranged in the tunica media. In contrast, tunica intima of C+
animals experienced more evident thickening and edema with several
foam cell layers. Smooth muscle cells were reduced in the tunica media,
which were accompanied by disorganized, twisted, and structurally
undefined elastic fibers, and there were scattered atherosclerotic
plaques. Animals treated with n-BFIP showed a dose-dependent
reduction in the inflammatory infiltrate and foam cell layers, with
smooth muscle cells relatively orderly arranged. Treatment with SIMV
produced a similar response pattern to animals treated with n-BFIP at
dose of 100 mg/kg.

OH
(0]
R'=H or Rhap

R?0

a-L-Arap OR'

Morphometric measures of the intima and media layer of aortic arch
and thoracic segment are shown in Fig. 5. Histopathological examina-
tion of aortic segments showed thickness in intima layer after 8 weeks
of CRD (aortic arch: 118 + 9.4 um; thoracic segment 109 *= 8.0 um)
when compared to C- (aortic arch: 46 + 3.2 um; thoracic segment
52 *= 5.3 um). Treatment with n-BFIP (30 and 100 mg/kg) prevented
thickening, with values close to those of groups that received treatment
with SIMV, which were close to those observed for negative controls
(Fig. 5(A) and (D)).

Although values of media layers did not present significant differ-
ences among experimental groups (Fig. 5(B) and (E)), treatments with
30 and 100 mg/kg of n-BFIP prevented increases in the intima-media
ratio (0.18 = 0.02 and 0.13 = 0.02 to aortic arch, and 0.18 * 0.02
and 0.13 + 0.02 to thoracic segment, respectively) and values were
similar to those found in SIMV or C- (Fig. 5(C) and (F)).

n-BFIP reduces oxidative stress and increases NO-cGMP pathway in rabbit
aortic rings

The effects of n-BFIP and SIMV on T-BARS and NT levels of rabbits
are shown in Fig. 6(A) and Fig. 6(B), respectively. CRD for 8 weeks

Fig. 2. General structures for the saponins
found in n-BFIP. Although ursolic acid de-
picted in the structure being the main terpe-

HO noid nucleous, oleanolic acid was also re-
ported. In the R2, acetylated oligosaccharides
HO were also found.
0 P OH
oR®
B-D-Glcp

R? = H or Glcp or Glcp-Glcp or Xylp-Glcp
R® = H or Glcp or Glcp-Glcp
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Table 2

Lipid profile from New Zealand rabbits before (outset) and after administration of cholesterol-rich diet (CRD; by 4 weeks) in the absence and presence of treatment (for another 4 weeks) with n-BFIP (10, 30 and 100 mg/kg) or simvastatin (SIMV).

Non-HDL-C (mg/dl) TG (mg/dl)

HDL-C (mg/dl)

TC (mg/dl)

Group

CRD CRD+T

CRD+T Outset

CRD CRD+T Outset CRD

CRD+T Outset

CRD

Outset

27 + 28 33 + 33 28 + 2.1 26 = 4.4 20 * 5.6 23 = 56 12313 9 + 14 93 + 12

55+ 6.3

55 + 6.3

57 + 6.4

200 + 41°

179 + 20*
188 + 34"
210 + 36"
204 += 40°

115 = 11
128 * 12

1629 + 196"
1513 + 281°
1821 + 347
2142 + 392¢

1952 + 259°
1957 + 288"
1997 + 315
2261 + 494°

2048 + 187°

30 £ 3.4
35 +

328 + 36" 255 + 15"

312 + 27¢
276 + 37°

30 + 5.6

1985 = 203"
1769 = 310"

2280 + 285"

60 + 5.9

C+

245 + 56°
338 + 66"
290 + 74°
112 + 15"

143 + 32
133: =

9.8

255 + 38°

20 = 4.7

2270 + 312°

63 = 9.1

n-FBIP (10)

15

39 + 7.7
23 =
32

249 + 11

22 + 42

+ 353?
2402 = 399

2071

2673 + 484"
2673 + 322°

2348 + 417°

69 + 8.7

n-FBIP (30)

9 *+ 7.9

260 = 14* 4.4
4.7

302

289 + 35"

+

309

33 £ 6.0

28

54 + 9.5

n-FBIP (100)
SIMV (5)

110 = 9.7

1158 + 128°°

*

271 + 227

3.3

+

1021 + 117°"

59 * 7.7

Values are expressed as mean + S.E.M. (n = 6) in comparison to the positive control (°p < 0.05) or negative control (°p < 0.05) using one-way ANOVA followed by Bonferroni test. CRD (cholesterol-rich diet); CRD+T (cholesterol-rich

diet + treatment); HDL-C (high-density lipoprotein cholesterol); Non-HDL-C (non-high-density lipoprotein cholesterol); TC (total cholesterol); TG (triglyceride). C-: negative control group, C+: positive control group.
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elevated serum TBARS and NT levels by approximately 50%. Treatment
with n-BFIP (100 mg/kg) or SIMV reduced TBARS and NT levels for
values close to that found in control animals.

At baseline, the concentration of nitrite was significantly lower in
the CRD rabbits when compared with normocholesterolemic ones
(20 = 2.2 vs. 39 = 3.4uM; p < 0.05). On the other hand, the treat-
ment with n-BFIP (100 mg/kg) and SIMV increased the nitrite levels by
155 and 95%, respectively (Fig. 6(C)).

The NO-donor SNP increased cGMP levels by ~ 226% (p < 0.05),
whereas co-incubation with ODQ completely prevented the SNP-
mediated increases in ¢cGMP (Fig. 6(D)). Incubation with n-BFIP (0.1,
and 1 mg/ml) increased cGMP levels by ~ 46% and 104%, respec-
tively, when compared with basal levels (p < 0.05), whereas its co-in-
cubation with ODQ (100 pm) also completely abolished this effect
(Fig. 6(D)).

Effects of n-BFIP on the interleukins and soluble adhesion molecules levels

The effects of n-BFIP and SIMV on sVCAM-1, sICAM-1, IL-1f, and IL-
6 levels of rabbits are shown in Fig. 7(A)-(D). sVCAM-1, sICAM-1, IL-
1B, and IL-6 levels of negative controls (baseline 1.4 * 0.1 ng/l,
3.5 = 0.2ng/l, 508 = 34 pg/ml, and 204 * 21 ng/l, respectively)
were changed to 4.6 + 0.3ng/l, 11 = 0.3ng/l, 844 + 55 pg/ml, and
520 %= 39ng/l, respectively, in positive controls after 8 weeks. Treat-
ment with n-BFIP 100 mg/kg reduced sVCAM-1, sICAM-1, IL-1f3, and
IL-6 levels to close to those found in SIMV or negative control groups.

Discussion

In the present study, it was demonstrated that 4-week n-BFIP
treatment was effective in reducing atherosclerotic lesion in hyperch-
olesterolemic rabbits. This favorable effect induced by n-BFIP is asso-
ciated with a parallel reduction of oxidative and nitrosative stress
biomarkers, in addition to a possible activation of the NO-cGMP
pathway. Additionally, changes in serum concentration of different
inflammatory markers have shown that n-BFIP actions on cellular redox
state may have been intensified, a finding that indicates a potential
mechanism for the atheroprotective effects of n-BFIP.

In the first stage of our study, we decided to use SIMV as the stan-
dard cardioprotective drug. Data have pointed out that statins, in-
cluding SIMV, may exert cardioprotective effects regardless of their
cholesterol-lowering action. Current findings have indicated that SIMV
may increase NO bioavailability and reduce oxidative and nitrosative
stress during the atherosclerotic process. These effects provide an ad-
ditional atheroprotective response to the acute or prolonged lipid-
lowering effect (Iliodromitis et al., 2010; Miller, 2001). So, considering
our findings, SIMV was presented as adequate standard drug to com-
pare the cardioprotective potential of n-BFIP.

Another point that deserves attention is the initiation of treatments
with n-BFIP and SIMV only after 4 weeks of CRD. This option stems
from the need to submit animals to a previous period of sustained hy-
percholesterolemia to induce oxidative/nitrosative imbalance and to
allow the onset of endothelial dysfunction and LDL oxidation, a limiting
step in the atherosclerotic process. In fact, all rabbits fed with CRD had
a high degree of lipid and protein oxidation, which contributed to the
establishment of the atherosclerotic process. Treatment with n-BFIP
significantly reduced TBARS and NT levels and increased nitrite levels
(an indirect marker of NO bioavailability), showing important anti-
oxidant and antinitrosant properties. This effect may be the major
contribution of n-BFIP against the atherosclerotic process, since unlike
statins, n-BFIP did not reduce serum lipid levels. It is still premature to
point out the mechanisms involved in this antioxidant/antinitrosant
activity. However, considering the significant increase in ¢cGMP levels
after incubation of n-BFIP in isolated aortic rings, a direct involvement
of vascular nitric oxide may be highlighted. This hypothesis is re-
inforced by the complete reduction of this response in the presence of
ODQ, a sGC inhibitor, a limiting enzyme in ¢cGMP synthesis from NO.
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Fig. 3. n-BFIP treatment reduces sudanophilic lesions in the aortic arch and thoracic segment from rabbits undergoing cholesterol-rich diet (CRD). Macroscopic observations and average
area of atherosclerotic lesions in the aortic arch (A) and thoracic segment (B) are showed. Images in 4 x scale. Values are expressed as mean = S.EMM. (n = 6) in comparison to the
negative control (*p < 0.05) or positive control (°p < 0.05) using one-way ANOVA followed by Bonferroni test. C-: negative control group, C+: positive control group.

Alteration in endothelial function precedes the development of
morphological atherosclerotic changes and may have a direct re-
lationship with the reduction of endothelial NO production. The en-
dothelium damaged by the accumulation of oxidized LDL-C becomes
activated, promoting the release of different inflammatory mediators,
including interleukins IL-1p and IL-6, and expressing different adhesion
molecules (like SICAM-1 and sVCAM) (Steinberg, 2002). The activation
of endothelial cells by some inflammatory cytokines, including IL-1p,
induces the expression of the several adhesion molecules that are fun-
damental for adhesion, rolling and migration of leukocytes from the
bloodstream to the lesion site (Khan et al., 2015). So, with the adhesion
of monocytes to the activated endothelial layer, their transmigration

Controls

n-BFIP

among intact cells takes place, initiating the atheromatous process
(Swystun and Liaw, 2016). In this context, we believe that prolonged
treatment with n-BFIP can reduce lipid and protein oxidation, and in-
crease endothelial nitric oxide levels. These effects could significantly
reduce endothelial damage and, consequently, the expression of IL-1f3,
IL-6, SICAM-1 and sVCAM-1, reducing the progression of the athero-
sclerotic disease (Fig. 8).

A potential limitation of our study was the lack of accurate identi-
fication of the secondary metabolites directly involved in the cardio-
protective effects of n-BFIP. It has been shown that n-BFIP concentrates
large amounts of CGAs, glycosylated flavonoids and ursolic acid sapo-
nins. Studies have shown that the interaction among CGAs, flavonoids

Fig. 4. Representative cross-sections of the aortic arch stained with hematoxylin-cosin after 8 weeks of CRD and 4 weeks of treatment with n-BFIP (10, 30, 100 mg/kg) or simvastatin.

Images in 40 x scale. C-: negative control group, C+: positive control group.
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and saponins can reduce serum lipid levels, have important antioxidant
effects, and induce significant anti-inflammatory responses, reducing
the production of interleukins IL-1f and IL-6 (for review see Bracesco
et al., 2011; Cardozo Junior and Morand, 2016). Although we believe
that the antiatherosclerotic effects presented in this study result from a
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Fig. 5. n-BFIP treatment reduces arterial thickness in
the aortic arch and thoracic segment from rabbits
undergoing cholesterol-rich diet (CRD).
Histomorphometric analyses of arterial tunica intima
(A and D), media (B and E), and intima-media ratio
(C-F) are disclosed. Values are expressed as
mean = S.EM. (n=6) in comparison to the C-
(*p<0.05) or C+ ("p < 0.05) using one-way
ANOVA followed by Bonferroni test. C-: negative
control group, C+: positive control group.

complex interaction among different secondary metabolites present in
n-BFIP, the fact that there may be one or more responsible agents
cannot be ruled out. Biomonitoring studies can help answer these
questions and, if possible, identify the agent that stands out in this
process.
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Fig. 6. N-BFIP reduces oxidative and nitrosative stress markers and increases NO-cGMP pathway in rabbit aortic rings. Serum concentration of MDA (A), nitrotyrosine (NT; B), nitrite (C),
and intracellular cGMP levels (D) are presented. For MDA, NT, and nitrite levels values are expressed as mean = S.E.M. (n = 6) in comparison with C- (*p < 0.05) or C+ (°p < 0.05)
using one-way ANOVA followed by Bonferroni test. C-: negative control group, C+: positive control group. For cGMP levels data represent mean + S.E.M. (n = 5) and were expressed in

pmol/weight). p < 0.05vs “control (C) or after incubation with b0DnQ.
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Fig. 7. Effects of n-BFIP on the interleukins and soluble adhesion molecules levels. Serum concentration of L-1f (A), IL-6 (B), sVCAM-1 (C), and sICAM-1 (D) are presented. Values are
expressed as mean =+ S.E.M. (n = 6) in comparison with C- p < 0.05) or C+ (°p < 0.05) using one-way ANOVA followed by Bonferroni test. C-: negative control group, C+: positive

control group.
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Internal elastic lamina
Vascular smooth muscle

Fig. 8. Diagram showing the pathogenesis of atherosclerosis and the likely sites of n-FBIP action. CDR: cholesterol-rich diet; eNOS: endothelial nitric oxide synthase; IL-1: interleukin 1;
IL-6: interleukin 6; ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1; LDL-C: low density lipoprotein cholesterol; n-BFIP: butanolic fraction from Ilex paraguariensis; NO: nitric oxide; oxLDL-C:
oxidized low density lipoprotein cholesterol; ROS: reactive oxygen species; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1.

In summary, the results presented allow us to highlight three im-
portant points. Firstly, it was shown that n-FBIP has secondary meta-
bolites with antioxidant and antinitrosant properties, and as a con-
sequence, may reduce the progression of the atherosclerotic disease.
Secondly, the use of plasma markers as an indicator of progression or
reduction of the atherosclerotic disease provides basic data that com-
pose the first of three pillars of translational medicine (benchside,
bedside and community), opening a perspective for its routine use in
the medical clinic, as well as in population studies. Finally, this study
presents n-BFIP as a plant-based new drug for the future development of
a phytopharmaceutical, especially when a marked antioxidant effect is
required.

Conclusion

A 4-week n-FBIP treatment reduces the progression of the athero-
sclerotic disease in New Zealand rabbits. These effects are associated
with an antioxidant and antinitrosant action, affecting IL-1p, IL-6,
sICAM-1 and sVCAM-1 levels.
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6. CONCLUSOES

e Nesta pesquisa experimental, obtivemos uma fracdo butandlica da |I.
paraguariensis e caracterizamos quimicamente seus componentes bioativos responsaveis por
suas atividades. Os compostos fendlicos predominaram no extrato e atribuimos sua atividade
ao sinergismo de seus componentes.

e A anélise das artérias demonstrou resultados bastante promissores quanto ao
efeito antiaterogénico, sendo comparados aos efeitos da sinvastatina, farmaco amplamente
utilizado no tratamento de hiperlipidemias com efeitos ateroprotetores.

e O mecanismo de acédo pelo qual a n-FBIP atua na aterogénese pode ser atribuido
as suas atividades antioxidante e anti-inflamatorias observadas durante o tratamento. Nesse
ambito, a n-FBIP demonstrou ser um candidato promissor para a formulacdo de futuros
medicamentos fitoterapicos para a ateroprotecéo, podendo atuar também como coadjuvante no

tratamento com as estatinas.
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7.1 PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA EDUCACAO

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Dourados-MS, 12 de agosto de 2015.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacao das propriedades
antiaterogénicas de uma fragao enriquecida e padronizada de Ilex

paraguariensis A. St-Hil. em coelhos Nova Zelandia submetidos a dieta
hipercolesterolémica”, protocolo n® 09/2015, sob responsabilidade de
Arguimedes Gasparotto Junior — que envolve a producao, manutencao e/ou
utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da
Grande Dourados, em reuniao de 02 de junho de 2015.

Vigéncia do Projeto Setembro/2015 — Abril/2016

Espécie/linhagem Oryctolagus cuniculus / Var. Nova Zelandia
NO de animais 36

Peso/idade 1,5 Kg/ 3 meses

Sexo Machos

Origem Universidade Federal do Parana - UFPR
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