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RESUMO

RAMOS, Vanessa Plasse. Avaliacado do efeito hipolipémico e anti-inflamatorio do
extrato de butia (Butia odorata) em ratos tratados com tyloxapol. 2018. 66f.
Dissertacdo de mestrado. Programa de Pods-graduagcdo em Bioquimica e
Bioprospeccao, Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

A hiperlipidemia é uma das condi¢oes metabdlicas que determina o aparecimento de
doencas degenerativas cronicas, como a aterosclerose. A formagao das lesdes iniciais
parece estar intimamente ligada ao aumento focal do conteudo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) dentro de regides da camada intima, devido ndo s6 as
alteracdes na permeabilidade do endotélio, mas principalmente porque essas se ligam
a constituintes da matriz celular, aumentando o tempo de permanéncia das particulas
ricas em lipidios dentro da parede arterial. Considerando o exposto, o objetivo deste
estudo foi investigar o efeito do extrato de fruto de Butia odorata sobre parametros
metabdlicos, inflamatdrios e de estresse oxidativo em ratos submetidos a um modelo
experimental de hiperlipidemia induzida por tyloxapol. Os animais foram divididos em 3
grupos experimentais: (1) solugédo salina, (2) solu¢do salina e tyloxapol e (3) extrato
hidro-alcoolico de B. odorata e tyloxapol, os quais foram tratados durante 15 dias com
solugdo salina ou extrato (200 mg/kg por gavagem) e a hiperlipidemia foi induzida pela
administragao intraperitoneal de tyloxapol (300 mg/kg) no 152 dia. O soro e o figado
foram utilizados para as analises bioquimicas. Nossos resultados demonstraram que o
tratamento com o extrato de B. odorata reduziu os niveis de triglicerideos e de
colesterol total, e aumentou os niveis de colesterol HDL, quando comparado ao grupo
tyloxapol. A atividade da enzima PON-1 aumentou em soro de animais que receberam
o extrato de B. odorata em relagdo aos tratados com tyloxapol. Por outro lado, os niveis
séricos de proteina C-reativa, bem como as atividades da adenosina deaminase e
butirilcolinesterase tiveram uma reducao significativa devido ao tratamento com extrato.
Nao foram observadas diferencas nos parametros de estresse oxidativo avaliados em
figado. Os compostos fendlicos foram identificados e quantificados por LC-MS. Nossos
achados sugerem que o consumo crénico de extrato de B. odorata tem efeitos
hipolipidémicos e anti-inflamatérios em um modelo animal de hiperlipidemia.

Palavras-chave: Hiperlipidemia, Butia odorata, Compostos Fendlicos, Parametros
Metabolicos, Parametros Inflamatoérios



ABSTRACT

RAMOS, Vanessa Plasse. Evaluation of hypolipidemic and anti-inflammatory
effects of Butia odorata fruit extract in rats treated with tyloxapol. 2018. 66f.
Dissertacdo de mestrado. Programa de Péds-graduacdo em Bioquimica e
Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

Hyperlipidemia is one of the metabolic conditions that determine the onset of chronic
degenerative diseases, such as atherosclerosis. The formation of the initial lesions
seems to be closely linked to the focal increase of the low density lipoprotein (LDL)
content within regions of the intima, due not only to changes in the permeability of the
overlying endothelium, but mainly because they bind to constituents of the cell matrix,
increasing the durability of the lipid-rich particles inside the arterial wall. Therefore, the
aim of this study was to investigate the effect of Butia odorata fruit extract on metabolic,
inflammatory and oxidative stress parameters in rats submitted to an experimental
model of hyperlipidemia induced by tyloxapol. Animals were divided into 3 experimental
groups: (1) saline, (2) saline and tyloxapol and (3) B. odorata hydro-alcoholic extract
and tyloxapol. The animals were treated for 15 days with saline or extract (200 mg/kg
by gavage) and hyperlipidemia was induced by intraperitoneal administration of
tyloxapol (300 mg/kg) on day 15. Serum and liver were used for biochemical analyses.
Our results showed that B. odorata extract treatment reduced triglyceride levels and
total cholesterol, and increased HDL-cholesterol, when compared with tyloxapol group.
PON-1 activity (HDL-cholesterol related) increased in serum of animals that received B.
odorata extract compared with tyloxapol-treated animals. On other hand, serum C-
reactive protein levels, as well as adenosine deaminase and butyrylcholinesterase
activities had a significant reduction due to extract treatment. No differences were
observed in hepatic oxidative stress parameters. Phenolic compounds were identified
and quantified by LC-MS. Our findings suggest that chronic consumption of B. odorata
extract has hypolipidemic and anti-inflammatory effects in a hyperlipidemia animal
model.

Key words: Hyperlipidemia, Butia odorata, Phenolic Compounds, Metabolic parameters,
Inflammatory parameters
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1. INTRODUCAO

A hiperlipidemia & caracterizada por niveis de triglicerideos plasmaticos
(TG) e LDL-colesterol (LDL-C) aumentados, acompanhados de niveis
reduzidos de colesterol HDL (HDL-C). E conhecida como um dos fatores de
risco para a progressao da aterosclerose e doencga cardiovascular (DCVs) (De
Sousa et al., 2017).

As DCVs sao uma consequéncia do processo de aterosclerose, que é
uma doenga inflamatédria crénica que ocorre em resposta a agressao endotelial,
deposicao de lipidios, migragdo de células musculares e calcificagdo (Faria e
Souza et al., 2017), além dos niveis reduzidos de HDL-C (Zsiros et al., 2016).
Desta forma, as alteragdes nos marcadores inflamatérios, como a proteina C-
reativa (hsCRP) mostraram-se associadas ao risco de DCVs, morbidade e
mortalidade; e as elevag¢des, mesmo que modestas, dos niveis deste marcador
também estdo presentes em condigdes inflamatorias crénicas, como a
aterosclerose (Vellosa et al., 2013; Wedell-Neergaard et al., 2018) Além disso,
enzimas da classe das colinesterases como adenosina deaminase (ADA, EC
3.5.4.4) ou butirilcolinesterase (BuChE, E.C. 3.1.1.8,) podem estar envolvidas
na resposta inflamatdria relacionado com as DCVs, através de mecanismos
desencadeadores e/ou propagadores da inflamacdo. A ADA é uma enzima
importante na degradacdo da adenosina endégena e nas respostas
inflamatoérias agudas e prolongadas. Ja a BUChE é uma enzima colinesterase
nao especifica, que atua sobre a butirilcolina, acetilcolina (ACh) e varios
ésteres de colina, desempenhando papel importante na modulacdo da
atividade da célula imune, estando aumentada na obesidade (Goliasch et al.,
2012; De Bona et al., 2013; Kim et al., 2016). Embora seu papel biolégico ndo
tenha sido claramente estabelecido, os marcadores acima descritos tém sido
associados com inflamacgdes e alteragcdes do metabolismo lipidico, bem como
no desenvolvimento de aterosclerose (Pytel et al, 2016).

Adicionalmente, o0 processo de estresse oxidativo também esta
intimamente relacionado com patologias como DCVs e aterosclerose. Esse se
caracteriza como uma condi¢ao biolégica em que ocorre o desequilibrio entre a
producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e antioxidantes que removem
ou reparam os danos causados (Baldissera et al., 2016).
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Nesse sentido, a hiperlipidemia causa também um comprometimento no
sistema antioxidante hepatico, como o aumento dos marcadores hepaticos do
dano oxidativo, aumento da peroxidacdo lipidica e a perda no sistema de
defesa enzimatico antioxidante, primariamente relacionado com a atividade das
enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPx), resultando em dano celular (Baldissera et al., 2016).

Além das enzimas classicamente relacionadas com o sistema redox
celular, outras enzimas também parecem ter suas atividades relacionadas com
o desequilibrio entre a producédo de ERO e antioxidantes. Um exemplo é a
mieloperoxidase (MPO). A MPO é uma peroxidase que merece destaque na
hiperlipidemia, visto ser uma geradora de radicais livres, além de possuir
grande importancia na promocado da oxidagdo em lipoproteinas in vivo,
conforme ja bem descrita na literatura (Haraguchi et al., 2014; Zsiros et al.,
2016; Long & Song, 2017).

Outro ponto de extremo interesse no ambito das hiperlipidemias refere-
se ao papel do HDL-C, que apresenta um papel importante no efluxo do
colesterol dos tecidos para o figado, além de propriedades anti-inflamatérias e
antiapoptoticas (Zsiros et al., 2016). Estas propriedades, especialmente
relacionadas com o papel antioxidante do HDL-C, tém sido bastante
investigadas e os estudos demonstram que esta € originada através da
associacdo do HDL-C com a enzima paraoxonase-1 (PON1) (Zsiros et al.,
2016). Esta é uma enzima da classe das hidrolases, dependente do calcio, que
€ produzida pelo figado e liberada no soro. PON-1 € uma enzima associada ao
HDL-C, principalmente por ser associada a apo-Al. Experimentos mostraram
que a PON1 pode inibir a geracdo de LDL-C oxidado (LDL-ox) e prevenir a
peroxidacdo de ésteres de colesterol (Argani et al., 2016). Devido ao papel
fundamental da oxidacdo de LDL-C na inducado de aterosclerose, a atividade
sérica reduzida de PON1 pode explicar um dos mecanismos essenciais para o
aumento do risco de aterosclerose e DCVs em pacientes hiperlipidémicos
(Argani et al., 2016).

Com base nos conhecimentos acerca das patologias resultantes da
condicao de hiperlipidemia, diversos esforcos sao feitos no sentido de diminuir
estes efeitos, seja com o uso de terapia farmacoldgica ou com alteracbes em
estilo de vida. Dentre os alimentos, aqueles que possuem altas taxas de

flavonoides, compostos fendlicos, atividade antioxidante, antocianinas e
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carotendides parecem ser promissores para o tratamento e até mesmo para a
prevencao de patologias (Pereira et al., 2013). Diversos estudos demonstram
multiplas fungdes bioldgicas para estes grupos de metabdlitos especializados,
incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrios, anti-hipertensivas, anti-
hiperlipidémicas e hipoglicEmicas (Del Rio et al.,, 2012; Gazal et al., 2015;
Oliveira et al., 2017; Limmongkon et al., 2017). Khamis et al (2017) mostraram
que os flavondides inibem a enzima HMG-CoA redutase hepatica in vitro e in
vitro, contribuindo para niveis de reducao do colesterol total (Khamis et al.,
2017).

Butia odorata (B. odorata), popularmente conhecida como Butia, € uma
fruta nativa brasileira, ocorrendo com maior prevaléncia na regiao sul do pais.
Pesquisadores relataram que esta fruta apresenta uma variedade de
propriedades farmacologicas dentre elas, atividade antimicrobiana e
antioxidante, atuando diretamente na peroxidacao lipidica, bem como anti-
inflamatorio, sendo estas caracteristicas atribuidas a grandes quantidades de
compostos fendlicos identificados em seu conteudo (Beskow et al., 2015;
Schneider et al., 2017; Oliveira et al., 2017; Cardoso et al., 2017).

Assim, o objetivo do presente estudo € avaliar o efeito hipolipémico, anti-
inflamatério e antioxidante do extrato hidroalcodlico da fruta de B. odorata em
modelo animal de hiperlipidemia induzida por tyloxapol. E importante destacar
que este € um estudo pioneiro nos relatos de efeitos biolégicos do extrato de

frutos de B. odorata no modelo proposto.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os potenciais efeitos de extratos
de frutos de Butia odorata sobre parametros bioquimicos, inflamatérios e de

estresse oxidativo em modelo animal de hiperlipidemia induzida pelo tyloxapol.

Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da administragcdo do extrato de Butia odorata sobre
parametros bioquimicos séricos como colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, triglicerideos, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina
(FAL), glicose (GLI) e proteina C-reativa (hsCRP) em animais submetidos ao
modelo de hiperlipidemia induzida por tyloxapol.

Determinar o efeito da administragao do extrato de Butia odorata,
sobre a atividade da adenosina deaminase (ADA, EC 3.5.4.4),
butirilcolinesterase (E.C. 3.1.1.8, BuChE) e da paraoxonase-1 (PON1) em
soro de animais submetidos ao modelo de hiperlipidemia induzida por
tyloxapol.

Determinar o efeito da administracdo de Butia odorata obre alguns
parametros de estresse oxidativo, como as substancias reativas do acido
tiobarbiturico (TBARS), niveis de nitrito, conteudo total de grupamentos
sulfidrilas e atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) em figado de animais

submetidos ao modelo de hiperlipidemia induzida por tyloxapol.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Hiperlipidemia

O figado desempenha um papel importante no metabolismo lipidico,
removendo grande parte do colesterol do soro, processando-o
intracelularmente e levando a excrecgdo biliar, por exemplo, essencial para a
eliminagdo do colesterol em excesso (Baldissera et al., 2016). Embora o
colesterol seja essencial para diversas sinteses bioldgicas, como sintese de
membranas, precursor da sintese de acidos biliares, vitaminas e hormoénios, é
sabido que altos niveis desta particula podem estar associados a disturbios
metabdlicos, como por exemplo, a hiperlipidemia. Esta patologia é
extremamente ocorrente e afeta mais de 180 milhdes de pessoas em todo o
mundo (Baldissera et al., 2016).

Além do aumento do colesterol, a hiperlipidemia é caracterizada também
por niveis elevados de TG e LDL-C, acompanhados por niveis reduzidos de
HDL-C (De Souza et al.,, 2017). Os niveis séricos elevados de LDL-C séao
conhecidos como um dos fatores de risco mais importantes para as doencas
cardiovasculares (DCVs). De uma maneira geral, as DCVs sdao uma
consequéncia do processo aterosclerético, caracterizada como uma doencga
inflamatoria crénica, que ocorre em resposta a agressao endotelial, deposi¢cao
lipidica, migracdo de células musculares e calcificacdo, afetando,
principalmente, a camada intima das artérias de grande e médio calibre
(Baldissera et al., 2016; Faria e Souza et al., 2017).

Dessa forma, a reducdo do colesterol total e LDL-C, bem como a
protecao endotelial, sdo medidas importantes para o controle da doenca
aterosclerética e suas complicagdes como o infarto agudo do miocardio (IAM) e
a hipertensao arterial sistémica (HAS). Da mesma forma, o impacto da DCVs
relacionados com a sua alta morbidade e mortalidade tem levado a
comunidade cientifica a desenvolver diversos estudos metabdlicos e
toxicologicos na tentativa de elucidar os fatores de risco para a hiperlipidemia e
suas consequéncias patologicas, como por exemplo, lesdes no sistema
cardiovascular, cérebro, entre outros (Faria e Souza, 2017).

A via biossintética endégena do colesterol € controlada principalmente
pela enzima limitante 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase, a qual

17



catalisa a conversao de HMG-CoA em acido mevaldnico. Assim, esta enzima &
o alvo de medicamentos amplamente disponiveis no mercado, que atuam
através da reducao dos niveis séricos de colesterol. A principal classe destes
medicamentos sdo as estatinas, que diminuem a sintese de colesterol por inibir
a atividade da HMG-CoA redutase (Rony et al., 2014; De Sousa et al., 2017).

Entretanto, varios efeitos adversos foram associados ao uso destes
farmacos, dentre eles: elevagdo assintomatica da creatina cinase (CK) nos
musculos, rabdomiodlise, problemas gastrintestinais e hepaticos, provocando a
procura por estratégias seguras e eficazes para tratar a hiperlipidemia, inclusive
com alimentos (De Sousa et al, 2017).

Muitos alimentos funcionais tém sido investigados por suas potenciais
propriedades hipolipemiantes, através de uma abordagem global da reducéao de
lipideos, especialmente daquelas fragdes sabidamente aterogénicas como
LDL-C. Aqueles com efeitos bioquimicos promissores sobre o0s niveis
plasmaticos de lipideos incluem: proteina de soja, cha verde, esterois vegetais,
probidtico, iogurte, acidos graxos Omega-3, arroz vermelho fermentado
(Marinangeli et al., 2010; Hunter & Hegele, 2017). Esses alimentos funcionais
apresentam uma atividade antioxidante capaz de reduzir a oxidagdo de LDL-C
(Hunter & Hegele, 2017).

Modelo Animal de Hiperlipidemia

Os modelos animais sao ferramentas de grande importancia tanto na
pesquisa basica, quanto na aplicada. Estes modelos permitem o estudo da
biologia humana e das doencas, além do desenvolvimento de medicamentos e
a investigacdo do impacto de um determinado tratamento, no intuito de
melhorar e promover a saude humana. Para praticamente todas as doencas
humanas, pode-se encontrar modelos que tentam induzir aspectos
semelhantes nos animais, no intuito de replicar o sistema humano (Greek,
2001).

Entretanto, com a utilizacdo de modelos animais € impossivel recriar
fielmente todos os aspectos de uma determinada doenca, mesmo que 0s
modelos experimentais mimetizem um ou alguns dos sintomas associados a
doenca ou sejam sensiveis aos farmacos utilizados clinicamente (Fagundes &

Taha, 2004). O modelo experimental de inducéo de hiperlipidemia, com o uso
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de surfactante, é amplamente utilizado para diversos objetivos: avaliar a
eficacia de substancias naturais ou sintéticas com possiveis efeitos
hipolipemiantes, estudar afec¢gdes patolégicas que possam ser induzidas pelas
hiperlipidemia, como por exemplo, a aterosclerose (Castro et al, 2012).

Neste contexto, para induzir a hiperlipidemia em ratos tem sido utilizado
Triton WR-1339® (Tyloxapol) (Bertges et al., 2011). O surfactante tyloxapol é
um detergente ndo iGnico capaz de inibir diretamente as enzimas lipoliticas
responsaveis pela hidrolise de lipideos plasmaticos, tais como lipases de
lipoproteinas, bloqueando assim a absorcdo de lipideos da circulagdo para
tecidos extra-hepaticos, resultando em aumento da concentragédo de lipideos
no sangue, colesterol total e TG séricos (Bertges et al., 2011; Catro et al.,
2012). O tyloxapol aumenta os niveis plasmaticos de colesterol total por
promover a sintese hepatica deste, particularmente através de uma maior
inducao da atividade de HMG-CoA redutase (Bertges et al., 2011; Catro et al.,
2012).

Atualmente, estudos dietéticos, toxicolégicos e metabdlicos sé&o
extensivamente elaborados na tentativa de elucidar os fatores de risco para
hiperlipidemia e suas conseqliéncias patoldgicas, tais como lesdes no sistema
cardiovascular, cérebro, entre outros. As vantagens da inducdo de
hiperlipidemia experimental sdo a geracao de lesdes ateromatosas em curto
espaco de tempo, controle dietético adequado aliado a fatores ambientais, a
possibilidade de estudos sobre a reversibilidade de lesbes ateroscleroéticas e
ensaios pré-clinicos de substancias hipolipemiantes (Castro et al., 2012).

O aumento do colesterol total é consideravel e ocorre em, no maximo, 24
horas, porem apo6s esse periodo os valores voltam ao normal (Castro et al.,
2012; Khamis et al., 2017). No estudo de Castro et al (2012) foi demonstrado
que a administracao parenteral do tyloxapol em ratos adultos induziu a
hiperlipidemia e os niveis maximos de colesterol total e TG plasmatico foram
alcancados em 20 horas apos sua aplicagao, seguido por uma reducao aos
valores normais logo apos. Resultados similares também foram evidenciados
por outros autores (Harnfi et al., 2007; Bertges et al., 2011).

Eventualmente estudos com tyloxapol sdo conduzidos de forma crénica,
devido ao fato dos valores de colesterol total e TG plasmatico retornarem a
faixa de normalidade rapidamente ap6s sua administragdo (Castro et al, 2012).

No mesmo sentido, as doses de tyloxapol descritas para indugdo de
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hiperlipidemia em ratos variam de acordo com os estudos e estdo descritas em
intervalos de 100 a 600 mg/kg, a partir da solugdo previamente diluida com
solucgéo fisioldgica a 10% (Bertges et al., 2011; Castro et al, 2012).

No estudo de Bertges e colaboradores (2011) foi induzida a
hiperlipidemia através da administracdo de 200 mg/Kg do tyloxapol e os valores
de colesterol atingiram em torno de 300 mg/dL, em até 3 dias. Em adicao,
Castro e colaboradores (2012) utilizaram esse surfactante, na dose de 500
mg/kg, e também encontraram valores elevados de colesterol, porém a

elevacdo persistiu por até 4 semanas.

Aterosclerose

A hiperlipidemia e os disturbios das lipoproteinas séricas tém sido
conhecidos como fatores de risco para a progressao da aterosclerose e DCVs.
E nesse sentido as DCVs sao uma consequéncia do processo de
aterosclerose, que € uma doenca inflamatdria crénica que ocorre em resposta a
agressao endotelial, deposicao de lipideos, migracdo de células inflamatdrias,
oxidacdo do LDL-C e calcificacdo e niveis reduzidos de HDL-C na camada
intima das artérias provocando a formacao da placa aterosclerética (Rony et al.,
2014; Argani et al., 2017; Faria e Souza, 2017).

As moléculas de LDL-C depositadas nas artérias sao faciimente
oxidadas a LDL-ox, quando na presenca de ERO (Cerchiaro & Honorio, 2011;
Tabas et al., 2015). Estas moléculas provocam um ataque ao ténus endotelial,
ocasionando uma resposta inflamatéria na regiao (Cerchiaro & Honério, 2011;
Tabas et al., 2015). LDL-ox impulsionam a expressao de moléculas de adesao
e ligacao posterior as células inflamatorias, assim como sua migracdo no
espaco subendotelial (Cerchiaro & Honoério, 2011; Tabas et al.,, 2015). As
consequéncias disso sao a disfuncao endotelial, agregacédo plaquetaria,
expressao de metaloproteinase e trombogénese. Com o acumulo progressivo
de LDL-ox, os macrofagos modulam seu fenétipo, tornando-se as chamadas
células espumosas (Cerchiaro & Honério, 2011; Tabas et al., 2015).

Para reduzir a oxidacdo de LDL-ox, a adocao de estilos de vida
saudaveis sao as principais medidas nao farmacolégicas que devem ser
elaboradas antes de qualquer outra medida farmacoldgica. Existe uma gama
de terapias hipolipemiantes disponiveis no mercado, onde as mais utilizadas
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sdo as estatinas. Apesar disto, as terapéuticas existentes, por vezes, mostram
ser insuficientes ou até mesmo ineficazes. Dessa forma, estudos recentes
permitram a descoberta de um novo alvo terapéutico, especialmente
relacionada aos altos niveis de LDL-C, para tentar minimizar a formagao de
placa de ateroma: a pro-proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9)
(Tang et al., 2017).

A relagao direta da PCSK9 com o mecanismo principal de metabolizagéo
de LDL-C tem sido demonstrada, e consiste na degradacdo hepatica desta
fracdo do colesterol total, cuja endocitose das lipoproteinas € mediada através
de apolipoproteinas, como Apo-E, que se liga a receptores especificos. A
PCSK9 é a nona proteina da familia pro-proteina convertase, e foi descoberta
em 2003 e identificada como um novo contribuinte para a homeostase do
colesterol (Tang et al., 2017). Estudos demonstraram também que a PCSK9
tem uma funcdo fundamental na degradacédo do receptor de lipoproteinas de
baixa densidade (LDLR) (Tavori et al., 2016;Tang et al., 2017)

Assim, a variacao genética no l6cus PCSK9 diminui moderadamente os
niveis de LDL-C, mas nao reduz significativamente o risco de doencga vascular
em uma populacédo idosa (Tang et al., 2017). Ainda assim, a superexpressao
de PCSKO9 acelera a aterosclerose sem afetar os niveis lipidicos de ratos (Tang
et al., 2017). Com isso, a PCSK9 poderia acelerar a aterosclerose através de
mecanismos além da degradacao de LDLR hepatico (Tang et al., 2017).

A inflamagdo subclinica crbnica € uma caracteristica intrinseca da
aterosclerose, e durante a inflamacao sistémica pode-se observar o aumento
de alguns marcadores inflamatérios como a hsCRP e enzimas como a
adenosina deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) e butirilcolinesterase (BuChE, E.C.
3.1.1.8,) que também podem estar envolvidas no patogénese das DCVs (De
bona et al., 2013; Kim et al., 2016).

A hsCRP é uma proteina de fase aguda, sintetizada pelo figado e
regulada por citocinas, predominantemente interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1) (Volp et al., 2008; Pereira et al.,
2006). Embora o figado seja a principal fonte de hsCRP, adipécitos e tecido
arterial também sintetizam esta proteina. Seus niveis sdo aumentados em
resposta a infeccées ou ao processo subclinico crénico (Vellosa et al., 2013).

As elevagbes modestas dos niveis de hsCRP também estdo presentes

em condicoes inflamatdrias cronicas, como a aterosclerose, e seus niveis
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triplicaram aproximadamente na presenca de risco de doencas vasculares
periféricas (Vellosa et al., 2013). Assim, embora inespecificos, os valores
séricos de hsCRP sao passiveis de utilizagdo como marcadores de para
eventos cardiovasculares (Vellosa et al., 2013).

As colinesterases sao uma classe de enzimas que catalisam a hidrélise
do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e acido acético, uma reacao
essencial que permite o retorno do neurénio colinérgico ativado ao estado de
repouso. Dentro dessa classe de enzimas podemos citar a AChE e BuChE
(Pytel et al., 2016). Essas enzimas tém diferentes preferéncias para os
substratos, acetilcolina e butirilcolina, respectivamente. AChE, também
chamado de colinesterase de glébulos vermelhos, € mais abundante nas
membranas dos eritrocitos, sistema nervoso central e musculo esquelético,
enquanto BuChE, também chamado de colinesterase plasmatica, € secretado
em plasma e sintetizado no figado (Pytel et al., 2016; Sicinska et al., 2017).

BuChE é uma enzima colinesterase nao especifica que tua sobre a
butirilcolina, ACh e varios ésteres de colina, desempenhando papel importante
na modulacao da atividade da célula imune, estando aumentada em casos de
obesidade, sabidamente uma condi¢do inflamatéria crénica (Goliasch et al.,
2012; De Bona et al., 2013; Kim et al., 2016; Pytel et al., 2016). Estudos
demonstraram relagdes diretas significativas entre a atividade da colinesterase
e 0s TG, oHDL-C e LDL-C (Vanzin et al., 2015; Kim et al., 2016).

Os pacientes com doenca arterial coronariana demonstraram um
aumento de 47% na atividade de BuChE e um nivel elevado de colesterol.
Kalman e colaboradores (2004) relataram associa¢des entre a atividade BuChE
e 0 aumento dos niveis de colesterol sérico e TG em humanos. Sugeriram
também que o colesterol elevado pode mudar a estrutura espacial da enzima e
afetar o aumento da atividade BuChE. Outros estudos associados ao
metabolismo lipidico também relataram aumento da atividade BuChE (Kalman
et al., 2004; Boderg et al., 2010).

Outra importante enzima relacionada com o processo inflamatério € a
ADA, enzima conversora de adenosina em inosina, envolvida no metabolismo
das purinas. Esta distribuida em todo organismo, apresentando um papel
importante no sistema imunoldgico, além de possuir alta atividade nos linfécitos

T e macrofagos (Pytel et al., 2016).
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Essas alteragcbes nas vias de sinalizacdo ocorrem através do
desenvolvimento de patologias vasculares, incluindo as controladas por
nucleotideos extracelulares e nucleosideos, tais como trifosfato de adenosina
(ATP) e adenosina. A importancia da sinalizacao purinérgica é reconhecida na
inflamacdo e o trafico de células e varios estudos recentes sugeriram um
importante papel dos nucleotideos extracelulares e adenosina na aterosclerose
(Kutryb-Zajac et al., 2016; Pytel et al., 2016).

Os nucleotideos podem ser liberados de qualquer tipo de célula,
incluindo células endoteliais (CE), células musculares lisas vasculares, células
imunes e até mesmo de plaquetas, e esse processo é controlado por fatores
fisiopatoldgicos e estimulos fisiopatologicos (Kutryb-Zajac et al., 2016). Os
nucleotideos sao considerados como mediadores pro-ateroscleroticos, que
atuam no nivel célula-célula e exercem suas atividades desencadeando
receptores P2 amplamente expressados no sistema cardiovascular (Kutryb-
Zajac et al., 2016).

As concentragbes vasculares de nucleotideos extracelulares e seus
metabdlitos sdo modulados pelo plasma e ecto-enzimas da superficie celular. A
hidrolise sequencial de ATP extracelular via adenosina difosfato (ADP) para
adenosina monofosfato (AMP) é mediada por ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (eNTPD 1, CD39). Em seguida, AMP extracelular ¢é
catabolizado para adenosina por ecto-5-nucleotidase (e5NT, CD73). A
adenosina por sua vez, por meio da estimulacdo de receptores P1, neutraliza
uma inflamacao aterosclerética inicial, a acumulacéo de células espumosas € a
formacao do trombo (Kutryb-Zajac et al., 2016).

O tempo de meia vida da adenosina no sangue € definido por duas
reacoes importantes: a fosforilacdo de adenosina pela adenosina cinase e a
sua desaminacao pela ADA (Kutryb-Zajac et al., 2016). Embora a fosforilacdo
da adenosina seja quase um processo exclusivamente intracelular e sua taxa
seja limitada pela membrana extracelular de transporte de adenosina, a
desaminacao de adenosina intracelular poderia desempenhar um papel
equivalente (Kutryb-Zajac et al., 2016).

O ecto-ADA (eADA) ¢é particularmente importante na remocao de
adenosina do compartimento extracelular, uma vez que nao requer um
transporte de membrana (Kutryb-Zajac et al., 2016; Pytel et al., 2016). Dessa
forma, estudos evidenciam que os niveis circulantes de ATP E ADP séao

23



aumentados nas atividades de aterosclerose. No entanto, mudangas nas
atividades das ecto-enzimas presentes na parede do vaso nao sao totalmente
caracterizado no processo aterosclerotico (Kutryb-Zajac et al., 2016; Pytel et
al., 2016).

Também a ativacao patoldgica de CE durante uma inflamacdo poderia
levar uma reducado nas atividades ecto-nucleotidases, enquanto a hipdxia
estimula um aumento da ADA, derivada do endotélio (Kutryb-Zajac et al.,
2016). Essas mudancgas poderiam ter efeitos importantes na oxidagao lipidica e
acumulacao, inflamacgéo vascular e extensa ativagado de plaquetas observada
na aterosclerose (Kutryb-Zajac et al., 2016). Além disso, células do sistema
imune, como células T e macrofagos, que aderem e infiltram a parede do vaso
durante os estagios iniciais da aterosclerose, exibem atividades substanciais de
ectoenzimas (Kutryb-Zajac et al., 2016). Kutryb-Zajac e colaboradores (2016)
sugeriram que o processo aterosclerotico pode ser associado a mudangas
profundas no metabolismo de nucleotideos extracelulares na parede do vaso,
através da observacdo de que a taxa de desaminagcdo de adenosina era
significativamente maior em aortas ateroscleréticas, quando comparados com
ratos com aortas intactas, sem formacao de placa aterosclerética.

A associacdo da obesidade com IAM e outros fatores de risco
cardiovasculares, como resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, e
dislipidemias € resistente e frequente. Esse conjunto de fatores de risco, em
alguns pacientes é caracterizado como sindrome metabdlica e tem alta
prevaléncia em adultos (Sippel et al., 2014). Os mecanismos envolvidos nas
doencas cardiovasculares resultante da associacédo de fatores de risco incluem
0 aumento de citocinas, como interleucinas, principalmente 1 e 6, o TNF-a e

moléculas de adesao (Sippel et al., 2014).

Estresse Oxidativo, Atividade da Paraoxonase (PON1) e HDL-C

O estresse oxidativo € definido como o desequilibrio entre os pro-
oxidantes e antioxidantes, a favor do primeiro. Estudos demonstraram que o
estresse oxidativo contribui significativamente para o desenvolvimento e a
progressdao de uma grande variedade de doencas como diabetes, cancer e
doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, e doencas pulmonares (Toullec

et al., 2010). Os radicais livres sao um fator importante na patogénese da
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aterosclerose (Zirios et al., 2016). Pacientes com aterosclerose apresentam
varios sinais de ataques de radicais livres, como a peroxidagao lipidica,
oxidacao protéica, dano ao DNA mitocondrial e nuclear (Zirios et al., 2016).
Além disso, o papel crucial da producdo de superdéxido na patogénese da
aterosclerose também foi apontado (Zirios et al., 2016).

Diversas enzimas parecem ter suas atividades diretamente relacionadas
com este desequilibrio oxidativo, sendo que uma delas é a mieloperoxidase
(MPQO). Essa peroxidase € uma heme proteina geradora de radicais livres e
secretada por células mononucleares ativadas, incluindo os macréfagos
originados das placas ateroscleréticas (Haraguchi et al., 2014; Zsiros et al.,
2016;Long & Song, 2017). Ela é uma enzima liberada pela ativagdo e pela
degranulagdo dos leucécitos polimorfonucleares na  microcirculagédo
coronariana nas sindromes coronarianas agudas, sendo um marcador de
estresse oxidativo endotelial (Haraguchi et al., 2014; Zsiros et al., 2016; Long &
Song, 2017). Estudos apontam os provaveis mecanismos pelos quais a MPO é
capaz de promover a oxidacao de lipoproteinas in vivo, sendo liberada durante
os estados de inflamacao aumentada, além de catalisar a formagao de varias
espécies reativas. A MPO é enriquecida dentro das lesbes ateroscleréticas
avancadas em seres humanos, sugerindo um grande papel na aterosclerose
(Haraguchi et al., 2014; Zsiros et al., 2016;Long & Song, 2017). Este papel no
processo aterosclerotico parece ser mediado através das particulas de LDL-C,
modificagées oxidativas e funcionais, bem como promoc¢do da formacéo de
células espumosas subendoteliais, decorrentes da oxidacédo de LDL-C.

Em modelos animais, a MPO demonstrou catalisar o inicio da
peroxidacao lipidica em locais de inflamacao in vivo, quando incubados com
LDL-C in vitro (Khine et al., 2017). Nesse sentido, inicialmente os macréfagos
utilizam NADPH oxidase para produzir superéxido, que pode dismutar e formar
peréxido de hidrogénio (H202). A MPO catalisa rea¢des com H202 para gerar
oxidantes citotoxicos mais potentes como o HOCL (acido hipocloroso) e radical
tirosil, sendo a unica enzima humana capaz de gerar HOCL. Por meio de
ensaios de alta sensibilidade e especificidade, diversos produtos finais estaveis
gerados por essas espécies tém sido detectados em placas ateroscleroéticas
(Zsiros et al., 2016; Long & Song, 2017).

A MPO tem também a habilidade de modificar oxidativamente o
aminoacido tirosina da apolipoproteina B-100 (apo B-100) utilizando H202 e ion
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CI- para gerar 3-clorotirosina (Haraguchi et al., 2014; Zsiros et al., 2016; Long &
Song, 2017). Pode também nitratar a tirosina oxidando nitrito, produto final do
metabolismo do 6xido nitrico, gerando 3-nitrotirosina (Haraguchi et al., 2014;
Zsiros et al., 2016; Long & Song, 2017). Além de marcadores da atividade da
MPO, a 3-clorotirosina e 3-nitrotirosina tém importancia clinica por promover
dano oxidativo, o que contribui para a aterosclerose, prejudicando o efluxo de
colesterol e eventos anti-inflamatérios e anti-apoptéticos (Haraguchi et al.,
2014; Zsiros et al., 2016; Long & Song, 2017). Segundo Zriros et al (2016) o
aumento dos niveis de MPO foi associado a progressdo ateroscleroética
também em pacientes diabéticos.

A MPO por sua vez, também oxida HDL-C, tornando-o disfuncional. A
MPO ligada ao HDL-C mantém sua atividade enzimatica e a modificacdo do
HDL-C, aumentando consideravelmente a ligagao de afinidade de HDL-C para
MPO, levando a um ciclo vicioso de modificacbes em locais de inflamacgao
cronica (Zriros et al., 2016).

Por outro lado, o HDL-C é conhecido por proteger contra a
aterosclerose, através de anticorpos antioxidantes, mecanismos
antiaterogénicos, agente anti-apoptético e anti-trombético. HDL-C protege os
vasos da disfun¢do estimulando a produgao de 6xido nitrico (NO) e inibicdo da
producado de endotelina-1, um potente vasodilatador. Além desses efeitos, o
HDL-C impede o dano oxidativo do endotélio e a inducdo da inflamacao
(Chistiakov et al., 2017). Segundo Chistiakov et al (2017), ao contrario do LDL-
C, os niveis de HDL-C mostram correlagdo inversa com a progressao da
aterogénese. As estimativas mostraram que cada aumento de 1 mg/dL de HDL-
C estao associadas a queda de 3% no risco cardiovascular.

Com base nas atividades propostas para HDL-C, estudos tém
demonstrado a estreita relacdo entre a atividade antioxidante dessa fragcdo do
colesterol (HDL-C) e a da enzima paraoxonase-1 (PON1) (Zsiros et al., 2016).
Essa € uma esterase calcio-dependente sintetizada e secretada no figado, que
aparece associada com a apolipoproteina A-I (ApoA-l), indicando uma
interacao especifica com o HDL-C (Zsiros et al., 2016). Seu mecanismo esta
relacionado com a prevencdo da oxidacdo de lipidios em lipoproteinas,
permitindo que o HDL-C exerca acbes ateroprotetoras e anti-inflamatorias
(Zsiros et al., 2016). A familia génica da PON esta localizada no cromossomo
humano sete e € composta por 3 genes (PON1, PON2, PON3) (Zsiros et al.,
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2016). Dentro dessa familia, a PON1 foi a primeira enzima a ser descoberta em
1946. No entanto, o interesse pela enzima aumentou somente em 1991,
quando Mackness et al (1991) a associaram a doencgas cardiovasculares.

Zsiros et al (2016) demonstraram que PON1 mostra-se associada com o
menor HDL3, o qual € uma particula antioxidante HDL mais potente. Verificou-
se ainda que a atividade PON1 diminui em pacientes com aterosclerose
avancgada, incluindo aqueles com complicagdes cardiovasculares e doencas
renais (Zsiros et al., 2016). J& a geracdo de LDL-ox aumenta o risco de
disfuncdo endotelial e promove mudangas pro-aterogénicas, incluindo
infiltragdes por leucdcitos, formagcdo de células espumosas e inducdo de
processo inflamatorio. E sugerindo que o HDL-C hidrolisa os fosfolipideos
oxidados em LDL-C e depois transfere os fosfolipideos para si proprio,
enfraquecendo assim a geragdo de LDL-ox em vasos ateroscleréticos (Figura
1). No entanto, em doencas inflamatérias crénicas, como a aterosclerose, o
HDL-C é submetido a modificagbes patologicas pela MPO, que incluem a
reducdo no HDL-C de particulas de PON-1, portanto, levam a diminuicdo da
capacidade protetora do HDL-C contra oxidagdes (Zsiros et al., 2016;
Chistiakov et al., 2017).
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Figura 1: Neutralizagdo de lipoproteinas oxidadas de baixa densidade (LDL oxidada) por
Paraoxonases (PONs) (Chistiakov et al, 2017).
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Butia odorata (Butia)

O g¢género Butia (Arecaceae) contém 20 espécies que ocorrem
naturalmente na América do Sul, particularmente no sul do Brasil e Uruguai. Na
regiao sul do Brasil, ocorrem oito espécies de Butia, e sdo distribuidas em
grupos de populagdes chamadas “butiazais”. Entre essas espécies, Butia
odorata tem um rendimento estimado de 22.048 kg ha"' com 53 kg de fruta por
ano e uma polpa com 55% de rendimento (Hoffmann et al., 2017).

Butia sdo palmas com uma unica haste que podem chegar a 10 metros,
possuem fruto ovoide que vao da cor amarela a laranja, e apresenta um sabor
doce (Beskow et al., 2015). As palmeiras de Butia sdo usadas em paisagismo e
suas folhas secas sao usadas na fabricacdo de chapéus, vassouras, cestas e
outros produtos (Hoffmann et al., 2016).

A fruta (também conhecida como butia) € apreciada por seu aroma e séao
usadas para fazer suco, geléia, licor, e outros produtos alimentares (Hoffmann
et al, 2017). Segundo Beskow et al. (2015), os frutos de Butia odorata
apresentam uma diversidade de substancias, dentre elas acido L-ascorbico,
antocianinas, compostos fendlicos, carotendides e fibras. Algumas dessas
substancias possuem um alto potencial antioxidante que podem auxiliar no
tratamento e até mesmo prevencao de muitas doencgas.

Os principais acidos fendlicos relatados nas espécies de butia (B.
odorata e B. eriosphata) sdo acido galico, acidos protocatécico, caféico,
clorogénico, hidroxibenzoico, cumarico e ferulico, enquanto que os principais
flavonodides incluem catequina, epicatequina, quercetina, kaempeferol e rutina.
Alguns desses compostos foram considerados marcadores de origem
geografica e diferenciacdo de espécies (Beskow et al., 2015; Hoffmann et al.,
2017).

O perfil carotendide relatado para a polpa e suco de B. odorata incluem
r-criptoxantina (2.0 a 2.7 mg 100g™"), r-caroteno (0.553 a a 1.1 mg 100g7") e
luteina (0.07 a 0.10 mg 100g~") (Beskow et al., 2015; Hoffmann et al., 2017).

A colheita dos frutos ocorre durante os meses quentes, de dezembro a
marco, sendo altamente perecivel. Portanto, a pasteurizacédo da polpa de butia,
combinada com um armazenamento frio permite a disponibilidade durante todo

0 ano para ser usado na confeccdo de néctar, sorvete, geléia e iogurte.
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Contudo, a estabilidade do conteudo bioativo sob estas condigbes pos-colheita
ainda nao é conhecido (Hoffmann et al., 2017).

A alta acidez, aliada ao baixo teor de acucar e alto teor de fibras sao
fatores que desencorajam o seu consumo generalizado como fruta seca, e
justifica a procura de produtos derivados com alta aceitagdo sensorial. Sucos e
néctares de frutas sdo exemplos de produtos derivados de frutas com elevado
valor agregado (Hoffmann et al., 2017). A produg&o de néctar também pode
envolver processos de aquecimento e filtracdo, que podem influenciar o
conteudo de compostos bioativos (Hoffmann, et al., 2017).

Com base na composicdo de metabdlitos especializados, o fruto butia
tem atraido a atencao para estudos que buscam identificar a sua possivel agcao
biolégica (Schneider et al., 2017). A grande variedade de compostos fendlicos
presente nestes frutos pode indicar uma possivel acgdo antioxidante,
minimizando os danos do estresse oxidativo, eliminando de maneira direta os
radicais livres e aumentando a atividade de enzimas antioxidantes. Ao mesmo
tempo, estes compostos atuam como quelantes de ions metalicos, evitando a
formacao de radicais livres (Shahidi et al., 1992) e podem atuar como anti-
inflamatorios, conforme ja relatado em estudos com outras fontes de polifenois,
como o cha verde. O estudo de Ding et al (2017) demonstrou a utilizagado do
polifenol de cha verde evidenciou epidemiologicamente os efeitos benéficos
destas substancias na prevencdo de doencas cardiovasculares, pela sua
grande atividade antioxidante. Os resultados desses estudos demonstraram
que o tratamento com polifenol de cha verde de 15 semanas melhorou o
processamento de lesdes ateroscleroticas, que podem estar envolvidas na
diminuicao da oxidagao do LDL-C.

Atualmente, existem poucos estudos sobre o efeito terapéutico do Butia,
no entanto, acredita-se que o Butia tenha algum efeito em algumas doencas.
Estudos demonstraram que o Butia sp. apresentou diversas atividades, dentre
elas: anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana e antineoplasica (Pereira et
al., 2013; Schneider et al., 2017).
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Figura 2: Frutos de Butia (A), Palmeiras de Butia (B) e Folhas de Butia (C).
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Abstract

This study investigates the effect of Butia odorata fruit extract on metabolic,
inflammatory, and oxidative stress parameters in rats submitted to a model of
hyperlipidemia induced by tyloxapol. Animals were divided into 3 groups: saline,
saline plus tyloxapol, and B. odorata extract plus tyloxapol. The animals were
treated for 15 days with saline or B. odorata fruit extract and on day 15, the
hyperlipidemia was induced by tyloxapol. Treatment with B. odorata extract
reduced serum triglyceride, total cholesterol, C-reactive protein, adenosine
deaminase and butyrylcholinesterase activities when compared with tyloxapol
group. HDL-cholesterol and paraoxonase 1 activity was higher in animals that
received extract compared with tyloxapol-treated animals. No differences were
observed in hepatic oxidative stress parameters. Phenolic compounds present
in B. odorata fruit extract were identified and quantified by LC-MS. These
findings indicate that chronic consumption of phenolic rich B. odorata extract

has hypolipidemic and anti-inflammatory effects in a hyperlipidemic model.

Keywords: Phenolic Compounds, Animal model system, Cardiovascular

disease
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1. Introduction

Hyperlipidemia and serum lipoprotein disorders are diagnosed when
plasma levels of triglycerides (TG) and low density lipoprotein-cholesterol (LDL-
C) are high, and high density lipoprotein-cholesterol (HDL-C) is low. They have
long been known as risk factors for the progression of atherosclerosis and
cardiovascular disease (CVDs) (De Sousa et al, 2017).

CVDs originate from chronic inflammatory disorders that occur in
response to endothelial aggression, lipid deposition, migration of muscle cells
and calcification, and reduction in HDL-C levels (E Souza et al, 2017; Zsiros et
al, 2016) as well as redox alterations (Augusti et al, 2012b). Thus, alterations in
inflammatory markers, such as C-reactive protein (hs-CRP) have been
associated with risk of CVDs and mortality (Wedell-Neergaard et al, 2018).
Additionally, enzymes such as adenosine deaminase (ADA; EC 3.5.4.4) and
butyrylcholinesterase (BuChE; E.C. 3.1.1.8) may be involved in the CVDs’
trigger. ADA is important in the degradation of endogenous adenosine and in
the acute and protracted inflammatory responses and BuChE is a non-specific
cholinesterase, acting on butyrylcholine, acetylcholine, and various choline
esters, playing an important role in the modulation of immune cell activity and is
its activity is high in obese individuals (Goliasch et al, 2012; De Bona et al,
2013; Kim et al, 2016). Although their biological role has not been clearly
established, these markers have been associated with inflammation and lipid
metabolism alterations (Kutryb-Zajac et al, 2016; Kim et al, 2016).

It is well known that HDL-C has an important role in cholesterol efflux and
presents anti-inflammatory and antiapoptotic properties (Zsiros et al, 2016).
Human paraoxonase (PON) is a calcium-dependent hydrolase, which is
produced by the liver and released into serum. PON1 is an HDL-associated
enzyme mainly linked with the apolipoprotein Al (apo-Al) and it was shown to be
primarily related with the smaller HDL3 particle, which is a more potent
antioxidant of the HDL particle (Zsiros et al, 2016). In vitro experiments have
shown that PON1 can inhibit oxidized LDL (ox-LDL) generation and prevent
cholesterol ester peroxidation (Argani et al, 2016). Because of the key role of
LDL-C oxidation in inducing atherosclerosis, reduced serum activity of PON1
may explain one of the essential mechanisms for increased risk of

atherosclerosis and CVDs in hyperlipidemic patients.
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Hyperlipidemia treatment is limited in part due to patient adherence
(Casula et al, 2012) and alternative therapies using bioactive natural products
that may provide patient life quality improvements have been investigated (E
Souza et al, 2017; Baghdadi, 2014). Flavonoids for example, have been shows
to possess multiple biological functions, including antioxidant, anti-inflammatory,
anti-hypertensive, anti-hyperlipidemic, and hypoglycemic (Del Rio et al, 2013;
Oliveira et al, 2017; Gazal et al, 2015; Limmongkon et al, 2018). In addition,
phenolic compounds can inhibit hepatic HMG-CoA reductase in vitro and in
vivo, contributing for cholesterol reduction (Ademosun et al, 2015; Khamis et al,
2017).

B. odorata is an autochthone fruit to Southern Brazil that has shown a
variety of pharmacological properties including antimicrobial, antioxidant (acting
directly on lipid peroxidation), anti-inflammatory, and hepatoprotective (Beskow
et al, 2015; Hoffmann et al, 2018). Therefore, the objective of the present study
was to evaluate the hypolipidemic, anti-inflammatory, and antioxidant effect of
the hydro-alcoholic extract of the B. odorata fruit in a hyperlipidemic animal

model.

2. Materials and Methods

Phytochemicals

Extraction
B. odorata fruit (5 kg) were collected in the municipality of Capao do
Ledo, Rio Grande do Sul State, Brazil (31°52'00" S, 52°21'24" W, and altitude of
13 m). Unprocessed frozen B. odorata fruits (30 g) were sonicated for 30 min at
25°C in 90 mL of 70:30 v/v ethanol-water for each cycle. The extracts were
filtered; the ethanol removed under reduced pressure and then lyophilized.

These procedures were performed in triplicate and sheltered from light.

LC-MS analysis
To determine individual phenolic composition by LC-MS, 100 mg of
lyophilized extract were suspended in 1 mL of 75% methanol containing 0.1%
formic acid in water. The solution was vortexed, sonicated in a water bath at
room temperature for 15 min, centrifuged (9,900 x g for 15 min), and the

supernatant was collected. The process was repeated once and the
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supernatants were combined, filtered through 0.2 um nylon membrane (Merck
Millipore Corporation, Germany) and stored at -80 °C until analysis.

LC-MS analysis was performed on a Prominence UFLC system
(Shimadzu, Japan) coupled to a mass spectrometer Impact HD (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). lIdentification and quantification of phenolic
compounds in B. odorata extract were performed according to Hoffmann et al.
(2018) by mass spectra in the negative ionization mode, MS/MS fragmentation,
and retention time relative to external standards. Results were expressed as pg

g~' of dry weight (dw), as mean + standard deviation of four replicates.

Animals and drug treatments

Twenty-seven male Wistar rats (60-day-old) were obtained from the
Central Animal House of the Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil.
Animals were maintained under controlled environment (23 + 2°C, 12h-
light/dark cycle) and handled according to the Federation of Brazilian Societies
for Experimental Biology guidelines upon approval by the Ethics Committee of
the Federal University of Pelotas, Brazil (4609-2015). The hydro-alcoholic
extracts of B. odorata were dissolved in water and administered by gavage once
a day during 15 days of treatment. Tyloxapol (Triton WR-1339) was dissolved in
water and administered intraperitoneally (i.p) at day 15. Euthanasia was
performed 24 hours after tyloxapol administration. Extract dose (200 mg/kg) and
tyloxapol (300 mg/kg) used in the present study were chosen based on results

from previous studies (Castro et al., 2012).

Sample preparation

Rats were euthanized after 24 hours of tyloxapol injection. Blood samples
were collected in tubes without anticoagulant and, after clot formation the
samples were centrifuged at 400 x g for 10 min at room temperature. The
resultant serum was used for the estimation of biochemical profile and PON1,
ADA, and BuChE activities. Rat livers were dissected and homogenized in 10
volumes (1:10 w/v) of 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4 containing 140
mM KCI. Homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min at 4°C. The pellet
was discarded, and the supernatant was immediately separated and used to
measure oxidative stress parameters. Protein content was quantified by the
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method of Lowry et al. (1951) or Bradford (1976), using bovine serum albumin

as a standard.

Serum biochemical parameters
Total CHOL, HDL-C, LDL-C, TG, glucose, alanine aminotransferase (ALT),

aspartate aminotransferase (AST), alkalinephosphatase (ALP), gamma

glutamyl transferase (GGT), and hsCRP levels were determined using
commercial kit assays based on spectrophotometry absorbance measurements.

Paraoxonase (PON1) activity was determined based on the method
described by Browne et al. (2007) and expressed as kU/I.

Adenosine deaminase (ADA) activity was measured by the method of
Giusti and Galanti (1984). The specific activity was reported as U/L. One unit (1
U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1 mmol of
ammonia from adenosine per minute at standard assay conditions.

Butyrylcholinesterase (BuChE) activity was determined according the
method described by Ellman et al. (1961). The method is based on the
formation of DTNB measured at 412 nm. The reaction was initiated by adding
butyrylthiocholine iodide (BuSCh). BuChE activity was expressed in pmol
BuSCh/h/mg of protein.

Liver oxidative stress parameters
Thiobarbituric acid reactive species formation (TBARS), which provides a

measure of lipid peroxidation, was determined according to the method
described by Ohkawa et al. (1979). TBARS were reported as nmol TBARS per
mg of protein.

Total sulfhydryl content was determined as described by Aksenov and

Markesbery (2001). Results were reported as nmol TNB per mg of protein.

Superoxide dismutase (SOD) activity was measured with the method
described by Misra and Fridovich (1972). The specific activity of SOD was
reported as enzyme units per mg of protein.

Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured using commercially
available diagnostic kits supplied by RANDOX (Brazil). The specific activity was
reported as enzyme units per mg of protein.
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Catalase (CAT) activity was assayed according to Aebi (1984) based on
the decomposition of H202 monitored at 240 nm. The specific activity was
reported as units/mg protein.

Nitrite levels were measured using the Griess reaction as described by

Huang et al. (2009) and reported as pM nitrite per mg of protein.

2.6. Statistical analysis

All experimental results are given as mean = S.E.M. Statistical analysis
was performed by one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test. A value of
P<0.05 was considered to be significant. Analyses were performed using the
GraphPad PRISM 5®software.

3. Results

Twenty-one phenolic compounds were identified and quantified in B,
odorata extracts (Table 1). The major groups of phenolic compounds found in
the extract were flavanols ((+)-catechin and (-)-epicatechin), hydroxycinnamic
acids (clorogenic acid), and flavonols (rutin and quercetin-3-O-glucoside) (Table
1).

Table 2 shows that T+ vehicle group had a significantly higher levels of
CHOL (F(2,12) = 18.08; P<0.001), TG (F(2,16)= 21.97; P<0.001), LDL-C
(F(2,11) = 6.71; P<0.05) and extract treatment prevents these alterations. HDL-
C (F(2,23) = 47.89; P<0.001) had a significant increase in T + extract group.
There was no significant difference in AST, ALT, GGT, FAL, and glucose levels
between the control group, T + vehicle group and compared with T + extract
group (P>0.05).

PON1 activity was reduced by T + vehicle and extract treatment was able
to prevent this alteration (F(2,9) = 11.3; P<0.01) (Figure 1). Also, there was
significant decrease in the hsCRP concentrations (F(2,20) = 17.2; P<0.001;
Figure 2A), ADA (F(2,16) = 13.90; P<0.001; Figure 2B), and BuChE (F(2,21) =
7.45; P<0.01; Figure 2C), when compared the T + vehicle with T + extract
group.

Hepatic oxidative stress parameters were not affected by treatments
(Table 3).
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4. Discussion

Hyperlipidemia is induced by tyloxapol due to an increase in lipid
synthesis and/or decrease in lipid clearance from blood to tissues (Castro et al,
2012). Tyloxapol is a nonionic detergent that inhibits lipoprotein lipase, induces
increase in CHOL and TG serum contents, and promotes the activity of HMG-
CoA reductase, a key intracellular enzyme in the synthesis of hepatic
cholesterol. Tyloxapol has been widely used to block lipoproteins rich in TG and
thus induce acute hyperlipidemia in several animal models (Bertges et al., 2011;
Castro et al, 2012; Toppo et al, 2017). Previous studies have produced
controversial results about the effects of tyloxapol on HDL-C levels, some of
which indicated its reduction instead of increase (Rony et al., 2014, Igbal et al.,
2016), while others concluded that HDL-C content remained within the normal
range (Harnafi et al., 2007; Adeneye et al., 2010; De Souza et al, 2017). In this
study, acute tyloxapol-induced hyperlipidemia lead to an increase in CHOL, TG,
LDL-C and HDL-C; however B. odorata treatment suppressed the highest levels
of CHOL, TG and LDL-C levels and, in the same time, greatly increases HDL-C
levels. HDL-C (i) promotes CHOL efflux and reverse CHOL transport, thereby
removing cholesterol from macrophage foam cells in atherosclerotic lesions; (ii)
HDL-C can inhibit the oxidation of native LDL thereby preventing the formation
of pro-atherosclerotic and pro-inflammatory LDL particles; and (iii) HDL-C has
potent anti-inflammatory activity (Ebtehaj et al., 2017).

The most abundant HDL associated apolipoproteins A-l (apoA-l) and
apoA-Il and other proteins, including paraoxonase, a cotransporter with HDL in
plasma, are well-known antioxidants (Singh et al, 2017). Paraoxonase 1 (PON1)
is primarily synthesized in the liver, and secreted in association with HDL to the
circulatory system, suggesting that PON1 is responsible for the anti-oxidative
properties of HDL and retarding the oxidation of LDL and phospholipids in cell
membranes (Aviram & Rosrnblat, 2004; Alvi et al, 2017; Singh et al, 2017). In
ox-LDL, PON1 has been shown to hydrolyze 19% of lipid peroxides and up to
90% cholesteryl linoleate hydroperoxides suggesting a key atheroprotective role
of this enzyme by releasing LDL from lipid peroxides (Chistiakov et al, 2017).
While hyperlipidemia reduces PON1 activity, B. odorata prevented this effect,
together with an HDL-C increase, indicating an associative effect between the
highest HDL-C levels and PON1 activity increase. Low plasma PON1 activity
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was strongly associated with the increased risk of CVDs, related to the increase
in oxidized LDL levels in plasma and in plaque or oxidation of lipoproteins,
destabilization of atherosclerotic plagues and inhibition of cholesterol efflux
(Aviram & Vaya, 2013; Argani et al, 2016; Harisa et al, 2016; Chistiakov et al,
2017; Singh et al, 2017). Dyslipidemia inhibits PON1 activity, and statins-like
treatments improve this condition (Augusti et al., 2012a; Harisa et al, 2016).
Singh and colleagues (2017) also observed a significant linear positive
correlation between the HDL-C and PONT1, with significantly lower PON1 in
CVDs patients with Type 2 diabetes mellitus. It is possible that an increase in
serum PONT1 is associated with the high levels of HDL-C induced by B. odorata
fruit extract.

hsCRP, a global marker of low-grade inflammation, was measured in
order to investigate the anti-inflammatory properties of B. odorata. The
hyperlipidemic group showed high hsCRP content upon B. odorata treatment,
indicating an impact of HDL function on inflammation; however no direct
mechanistic role has been established for hsCRP in affecting HDL’s
atheroprotective abilities (Ebtehaj et al, 2017). The findings of this study are in
agreement with Toutouzas et al (2017) who have shown an increase in low
grade inflammatory activation on dyslipidemic individuals when compared to
normolipidemic, as demonstrated by higher serum levels of hsCRP and
fibrinogen. In addition, it is well known that a raise in circulating lipids
concentrations, with hepatic overproduction of TG and apolipoprotein-B-rich
lipoproteins, have pro-inflammatory activation (Toutouzas et al, 2017).

Increasing evidences suggested a role for the cholinergic system in the
regulation of the inflammatory pathway. One of the consequences of changes in
the acetylcholine (ACh) balance concerns the immune-regulatory function of
cholinergic signaling through the action of ACh on cells involved in immune
responses (Polachini et al, 2014; Reale et al, 2018). In this sense, altered
serum BuChE activity might indicate a disrupted ACh hydrolysis, which would,
in turn, indirectly signal an imbalance between the pro- and anti-inflammatory
systemic responses mediated by non-neuronal cholinergic activity (Zivkovic et
al, 2016). Human BuChE and PON1 are two major scavenging enzymes
associated with inflammation, oxidative stress, and lipid metabolism (Sicinska et
al, 2017). Patients with coronary artery disease exhibited an increase in BuChE

activity and an elevated CHOL level, suggesting a correlation between these
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parameters (Pytel et al, 2016). Association between lipid metabolism disorders,
pathological conditions in which low grade systemic inflammation, and
increased BuChE activity were also reported (Kalman et al, 2004; Randell et al,
2005; Boberg et al, 2010; Vanzin et al, 2015). B. odorata extract promoted a
decrease in BuUChE activity, indicating a possible anti-inflammatory action.
Corroborating this finding, Mansour et al (2011) showed that phenolic rich
extracts of Rhus pentaphyllum, also inhibit BuChE activity. Additionally, Kim et
al (2016) demonstrated that (-)-epicatechin derivate from Orostachys japonicas,
inhibits human BuChE.

Alterations in signaling pathways, including those controlled by
extracellular nucleotides and nucleosides, such as adenosine triphosphate
(ATP) and adenosine are involved in inflammation and atherosclerosis. In fact
nucleotides are considered proatherosclerotic mediators (Kutryb-Zajac et al,
2016). The half-life of adenosine in blood is defined by kinase phosphorylation
and deamination by ADA, which is important in the degradation of endogenous
adenosine and in the acute and protracted inflammatory responses.
Furthermore, ADA activity is high in diabetic and hyperglycemic subjects and is
important for modulating insulin action (De bona et al. 2013; (Kutryb-Zajac et al,
2016). In this study, ADA activity was higher in the hyperlipidemic group when
compared to the control group, according to the inflammatory profile induced by
hyperlipidemia. However, B. odorata treatment was able to decrease ADA
levels. Similar effect was observed in the flavonoid (catechin, quercetin, rutin,
and kaempherol) suppression of ADA activity in cell culture (Melzig, 1996;
Durak et al, 2015; Kutryb-Zajac et al, 2016).

Considering that hyperlipidemia and inflammation cause oxidative
imbalance (Augusti et al, 2012b), B. odorata extracts were tested on liver
oxidative stress parameters. No differences were observed between treatments.
Perhaps due to the acute hyperlipidemia model used and/or the short duration
of the treatment. Similar results were reported by Da Rocha et al (2009), in
which neither oxidative stress nor antioxidant effect was observed in mice liver
when using a similar experimental protocol. However, other studies reported
that a hypercholesterolemic diet changes the in vivo oxidant and antioxidant
status, mainly by the increase in oxygen free radicals, causing lipid peroxidation
(Baldissera et al, 2016; Rony et al, 2014).
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The above-mentioned effects may be attributed to the high phenolic
content of B. odorata extract. Common phenolics in the diet are flavanols,
flavanones, anthocyanins, and hydroxycinnamates. Many intervention studies,
mechanistic in vitro data, and epidemiological studies support a role for
phenolics against the development of chronic diseases. For example, flavanols
decrease endothelial dysfunction, lower blood pressure and CHOL, and
modulate energy metabolism (Williamson, 2017; Ding et al, 2017; Kong et al,

2017; Amarowicz & Pegg, 2017). Chlorogenic acid has been investigated for its

positive effect on glucose regulation, strong antioxidant, anti-inflammatory, and
anticancer activities (Kong et al, 2017). Rutin, a glycosylated flavonoid widely
spread in plants, has beneficial effects on cardiovascular diseases, possibly due
to its antioxidant and anti-inflammatory properties (Monika & Geetha, 2015).
This compound prevents hyperlipidemia induced by high cholesterol diet and
promotes the excretion of fecal sterols, decreases the absorption of dietary
cholesterol and lowers the plasma and hepatic cholesterol concentration
(Monika & Geetha, 2015). Rutin can reduce blood insulin and leptin contents, as
well as inhibit glycerol-3-phosphate dehydrogenase, an enzyme linked to
glycerol and triacylglycerol conversion in adipose tissue and liver (Hossain et al,
2016). Quercetin has potential anti-obesity effects because it inhibits pre-
adipocytes differentiation, induces apoptosis of mature adipocytes (Hossain et
al, 2016), and presents anti-inflammatory and hypolipidemic effects (Braun et al,
2017; Boruah et al, 2014; Khamis et al, 2017; Williamson, 2017; Toppo et al,
2017). Oliveira et al (2017) demonstrated that the extract of Eugenia uniflora
prevented the increase of TG, glucose, CHOL, and LDL-C after a metabolic
syndrome induced with a highly palatable diet lasting 150 days. Additionally,
Cardoso et al (2017) showed that the extract of E. uniflora and P. cattleianum
prevented the increase in glucose and TG levels in an animal model of insulin

resistance induced by dexamethasone.
5. Conclusion

The treatment with B. odorata fruit extract effectively decreased
hyperlipidemia (TG, CHOL, and LDL-C levels), increased HDL-C and PON1

activity, and decreased serum inflammation markers in an animal model of

hyperlipidemia. The exhibited biological activities can be associated with the
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properties of phenolics compounds present in the B. odorata extract. The
findings reveal the importance of native fruits in the treatment of dyslipidemia,
contributing to promote a commercial exploration and consumption of native

fruits.
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Table 1. Phenolic content (ug g') of hydro-alcoholic B. odorata fruit extract

Compounds Content (ug g
Hydroxybenzoic acids
Hydroxybenzoic 1.09+0.16
Syringic 1.65+0.06
Vanillic 1.21£0.03
Hydroxycinnamic acids
Chlorogenic 4.68+0.02
Caffeic 1.53+0.05
p-Coumaric 1.12+0.06
Ferulic 1.04+0.04
Flavanol
Catechin 24.75+0.64
(-)-Epicatechin 22.57+0.31
Catechin/Epicatechin dimmer 7.73+£1.04
Flavonol
Isorhamnetin-O-rutinoside 3.60£0.12
Kaempferol-3-O-6-acetylglucoside 0.21+0.01
Kaempferol-3-O-glucoside 0.37£0.02
Kaempferol-3-O-rutinoside 0.12+0.01
Quercetin 0.92+0.02
Quercetin-3-O-glucoside 4.75+0.06

Quercetin-3-O-malonylglucoside 1.47+0.04
Quercetin-3-O-rutinoside (rutin)  15.40+0.3

Flavone

Luteolin 1.11+0.00
Flavanone

Hesperetin 0.56+0.06

Pinocembrin 0.92+40.03




Table 2. Effect of Butia odorata fruit extract treatment in rats with tyloxapol-

induced hyperlipidemia on metabolic parameters

Vehicle T+Vehicle T+extract
Weight gain (g) 72.2+7.2 84.8+3.1 66+3.9
Glucose (mg/dL) 129.4+3.1 128.81+2.4 117.0+3.0
TG (mg/dL) 160.6+3.9 1284.0£246.2*** 115.0+5.8##
CHOL (mg/dL) 50.8+2.3 211.5+3.8*** 111.0+£16.8#
LDL-C (mg/dL) 23.0+1.0 115.3+8.4* 16.3+1.0%
HDL-C (mg/dL) 33.1£1.6 62.6+6.0* 93.4+1 4***###
AST (U/L) 225.0+11.8  220.9+20.3 205.4+14.1
ALT (U/L) 86.91£22.5 77.244.5 79.31£8.1
GGT (U/L) 22.9+1.1 22.4+1.4 19.9+1.2
ALP (U/L) 151.1+£13.7  142.0+9.5 145.0+11.3

Data are expressed as mean = S.E.M. (n=4-9). (***) P<0.001 as compared with Control/Vehicle.
(*) P<0.05 as compared with Control/Vehicle. () P<0.001 as compared to Tyloxapol/Vehicle.
(*) P<0.01 as compared with Tyloxapol/Vehicle. () P<0.05 as compared with
Tyloxapol/Vehicle. One-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test. TG: Triglycerides; CHOL.:
Cholesterol; LDL-C: Cholesterol-LDL; HDL-C: Cholesterol-HDL; AST: Aspartate
aminotransferase; ALT: Alanine aminotransferase; GGT: Gamma-Glutamyl Transferase.
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Table 3. Effect of Butia odorata fruit extract treatment in rats with tyloxapol-

induced hyperlipidemia on hepatic oxidative stress parameters

Vehicle T + Vehicle T + Extract
CAT (U/mg protein) 242.3+53.2 325.5+75.1 216.4+19.7
SOD (U/mg protein) 17.31£0.9 17.5+1.4 17.241.7
GPx (U/mg protein) 108.61£14.1 158.1£16.7 144.9+16.9
TBARS (nmol/mg
protein) 9.7+0,8 11.61£0.8 11.410.8
SH (nmol/mg protein) 28.614.5 31.1+3.2 37.4+7.8
Nitrite (UM/mg protein) 2.11£0.1 2.1+0.1 2.1+0.1

Data are expressed as mean £ S.E.M. (n =5-12). No statistically significant difference was found
between groups (one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test). CAT: Catalase; SOD:
Superoxide Dismutase; GPx: Glutathione peroxidase; TBARS: Thiobarbituric acid reactive

substances; SH: Sulfhydryl.
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Figure 1. Effect of Butia odorata fruit extract treatment in rats with tyloxapol-
induced hyperlipidemia on serum paraoxonase (PON1) activity. Data are
expressed as mean = S.E.M. (n = 4-5). (***) P<0.001 as compared with
Control/Vehicle. () P<0.05 as compared with Tyloxapol/Vehicle. One-way
ANOVA followed by Tukey post-hoc test.
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Figure 2. Effect of Butia odorata fruit extract treatment in rats with tyloxapol-

induced hyperlipidemia on C-reactive protein (A), adenosine deaminase (B) and

butyrylcholinesterase (C) activities. Data are expressed as mean + S.E.M. (n =

5-8). (***) P<0.001 as compared with Control/Vehicle. (**) P<0.01 as compared

with Control/Vehicle. (*) P<0.01 as compared with Tyloxapol/Vehicle. (¥)

P<0.05 as compared with Tyloxapol/Vehicle. One-way ANOVA followed by

Tukey post-hoc test.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo demonstrou que o tratamento com o extrato de fruto de
Butia odorata foi capaz de reduzir efetivamente a hiperlipidemia (TG, colesterol
e niveis de LDL-C), aumentar os niveis de HDL-C e a atividade da PON1, bem
como diminuir marcadores séricos de inflamagdo em um modelo animal de
hiperlipidemia, sugerindo uma potencial atividade hipolipemiante e anti-
inflamatoria desse extrato.

Em conjunto, nossos achados indicam que o extrato de B. odorata atua
como um promissor agente terapéutico, auxiliar no tratamento ou até mesmo
na prevencdao da hiperlipidemia. Dentro desse contexto, estudos
complementares sdo necessarios para melhor elucidar os efeitos benéficos
deste fruto, inclusive em outros modelos animais, como diabetes e sindrome

metabdlica.
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