UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

DUILIO TEIXEIRA SOARES JUNIOR

EFEITO DO FLAVONOIDE NARINGINA ASSOCIADO A
SINVASTATINA NO METABOLISMO LIPIDICO DE COELHOS
HIPERCOLESTEROLEMICOS

VICOSA - MINAS GERAIS

2015



DUILIO TEIXEIRA SOARES JUNIOR

EFEITO DO FLAVONOIDE NARINGINA ASSOCIADO A
SINVASTATINA NO METABOLISMO LIPIDICO DE COELHOS

HIPERCOLESTEROLEMICOS

Vigosa

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacao em Bioquimica Aplicada, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

Minas Gerais - Brasil

2015



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T

Soares Junior, Duilio Teixeira, 1982-
S676e Efeito do flavonoide naringina associado a sinvastatina no
2015 metabolismo lipidico de coelhos hipercolesterolémicos / Duilio

Teixeira Soares Junior. — Vigosa, MG, 2015.
xiin, 116f -1l ; 29 em.

Orientador: Tania Toledo de Oliveira.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: . 102-16.

1. Flavonoides. 2. Lipidios - Metabolismo. 3. Coelho.
4. Colesterol no sangue. 1. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular. Programa de
Pos-graduacao em Bioquimica Agricola. II. Titulo.

CDD 22. ed. 572.592




DUILIO TEIXEIRA SOARES JUNIOR

EFEITO DO FLAVONOIDE NARINGINA ASSOCIADO A FARMACO
SINVASTATINA NO METABOLISMO LIPIDICO DE COELHOS
HIPERCOLESTEROLEMICOS

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacao em Bioquimica Aplicada, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA:30 de julho de 2015

Sérgio Luis Pinto da Matta Virginia Ramos Pizziolo
(Coorientador)

Tania Toledo de Oliveira
(Orientador)



Dedico este trabalho especialmente aos meus pais Duilio e Moénica.



“No- meio da confusdo, encontre a simplicidade. A portir da

Ascordia, encontre o harmondia. No- meio da difienddade reside a
/ 'J( ;[2.”

Albert Ecngtecn


http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

AGRADECIMENTOS

A Deus por conceder a oportunidade da vida, me dando chance de vencer

desafios propostos com muita fé, forga e resignagao.

Aos meus pais, Duilio e Mbénica que se empenharam com determinacao
durante todos os instantes de suas vidas, ensinando, educando e dedicando

amor incondicional a nossa familia.
A Universidade Federal de Vigcosa e Departamento de Educacéao Fisica.

A Prof.2 Tania Toledo de Oliveira, por toda confianca depositada em nosso
trabalho. Pela amizade construida, orientagao dos estudos e conselhos, abrindo

as portas para a realizagdo de um sonho.

A Prof.2 Virginia Ramos Pizziolo pela coorientacdo, amizade e idéias.

Estando sempre disponibilizada em ajudar.

Ao Prof.° Sérgio da Matta por aceitar o convite para participagdo da

composi¢ao da banca avaliadora. Fico muito honrado com sua presenca.

A Juliana Lima, por ser minha amiga, confidente, namorada. Suportando
com paciéncia, dedicacao e principalmente amor os dias dificeis e os periodos
que estive ausente, sendo fundamental para o cumprimento de mais uma etapa
da vida. A Pietra pelo sorriso facil e carinho reciproco, sempre aliviando meus

finais de semana com sua dogura.

Aos meus sobrinhos Joao Vitor e Murilo por estarem em meus
pensamentos, fazendo das minhas manhas de sabado as mais leves desse
periodo, arrancando espontaneamente meu sorriso todas as vezes que 0s

lembro.

Aos amigos da Pés-Graduacao italo Soares, por ser fundamental para a
realizacao do trabalho. Ao Leandro Gusmao pela ajuda no experimento e estar
junto nessa jornada durante todo o mestrado. Ao Carlos Cardoso pelo apoio. A
amiga Luana Monteiro por ser meu brago direito durante todo o experimento e

pos-graduacao. Sou muito grato por toda sua dedicagao e amizade.



A todos os amigos e alunos do Laboratério de Performance Humana. Ao
Mario Lima e especialmente a Priscila Niquini que esteve presente em todas as
etapas e quase todos os dias comigo, sendo exemplo de amizade e
companheirismo. Muito obrigado!

Aos funcionarios do departamento de Bioquimica, Eduardo Monteiro e

José Geraldo pelo apoio.

Aos estagiarios, Amanda, Eduarda, Gabriela italo e Katarine, sendo muito

importantes para o andamento do experimento.

A todos que de alguma forma contribuiram com positividade e

pensamentos construtivos para a realizagao deste trabalho.



SUMARIO

Listade FIQUIras.............coooiiiiiii e viii
Listade Tabelas..............ccceiiii e iX
Lista de Abreviagoes.............ooooiiiiiiiiiiiiiiiee e Xi
RESUMO.... ..o Xiii
ADSEract...........o Xiv

1. INTrOAUGAO..... ..o e 1
2. Revisao Bibliografica..................ccooiiice 5
20t T I ] o T - 3PS 5
2.1.1 Fatores que influenciam os niveis lipidicos.........cccccevvvvniinnnnn. 8

2.2 DisSlipIdemMIas. ......couuiiiiieieic e 8
2.2.1 Fatores de risco das dislipidemias............ccccciiviieeiiiiiineeeenns 10

2.3 ALEIOSCIEIOSE. ... .. ittt 12
2.4 Prevencao e tratamento das doengas cardiovasculares................... 14
2.5 Os inibidores da HMG-coa redutase: estatinas..............ccccceevvvnnnnne. 19
2.6 Sinvastating.........ccooooiiiiii 23
2.6.1 Hepatotoxicidade com estatinas.............ccccceeeeeeiiiiiiicieieeeeenn, 25

2.7 Estresse oxidativo e atividade antioxidante das plantas................... 26
2.8 FIaVONOIAES.......oovniiiiieeeee e 28
2.8.1 Acao de flavondides a nivel cardiovascular......................... 31

2.8.2 Flavondides e sua agao em dislipidemias...............ccccouue.... 34

28 I N E= 4T e 1o = TS 41
2.10 Modelo animal e metabolismo de coelhos.............oeiieiiiiiiiiiiiie, 43
3. ODBJELIVOS......cooeeeee e ———— 48
3.1 ODbJEtIVO Geral..... . 48
3.2 Objetivo eSPECIfICOS.......cooi i 48

4. Materiais @ MetodoOS............ooooiiiiiiiiiii e 49
L O I o110 ¢ F= 1TSS UPPUPPP 49
4.2. Indugao da hiperlipidemia.............uuuiiiiiiiiiiiee e 49



4.3. Grupos e tratamentos...........ccoooeeiiiiiii i 50

4.4. Delineamento experimental..............oooooiiiiiiiiiiiiiiii e 50
4.5. Principios da analise dO SOr0...........cceviiiiiiiiiiiiiiiiiieee e eee e 51
4.6. Analise estatistica............ooooiiiiiiiiiii 53
5. Resultados € DiSCUSSAO0.............coooiiiiiiiiiiiiiiii e 54
5.1 . Efeitos dos tratamentos nas concentracdes de colesterol total......54
5.2 . Efeitos dos tratamentos nas concentragdes de triacilglicerol.......... 58
5.3 . Efeitos dos tratamentos nas concentragdes de colesterol HDL......61
5.4 . Efeito dos tratamentos nas concentracdes de glicose.................... 64
5.5 . Efeitos dos tratamentos nas concentragcdes de AST (TGO)........... 66
5.6 . Efeitos dos tratamentos nas concentragbes de ALT (TGP)............ 68
5.7 . Efeitos dos tratamentos nas concentragbes de creatinina.............. 71
5.8 . Efeitos dos tratamentos nas concentragdes de ureia..................... 74
6. CONCIUSAO........uuiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e 77
7. Referéncias Bibliograficas..............cccccooooc 78

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura1:Percentual aproximado dos componentes das lipoproteinas.........c.ccccccceeveeee. 7
Figura 2: Valores de referéncia dos niveis de colesterol.............cccoveiiiiiiiiiiiinn. 9
Figura 3:0 Endotélio e a evolugéo da placa aterosclerotica............ccoeoeeveieeeiiiiiiiieennne, 14

Figura 4: Acdes das estatinas, fibratos, resinas e ezetimibe nas vias enddgena e

exogena de sintese dO COIESTErOl..........coouueii i 18
Figura 5:Biossintese do colesterol e inibicdo da Hmg-Coa redutase............................ 20
Figura 6: A estrutura quimica de algumas estatinas mais utilizadas..........c.................. 21
Figura 7:Efeitos pleiotropicos das estatinas..............oooovviiiiii 22
Figura 8:Estrutura Quimica da Sinvastatina..........ccccccceiiii e 25
Figura 9: Estrutura Basica dos Flavondides..............coooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e, 28
Figura 10:Subclasses de FIavonGides.............oooooiiiiiiiiiiiiiiie e, 30
Figura 11: Substituinte importantes a atividade antioxidante..............ccccccuviiiiiiiiinnenen. 38
Figura12: Estrutura quimica da naringinae da naringenina............cccccuuuvvveeeeeiiiiinnennnenn. 41

Vil



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores médios de colesterol total e percentual de variagdo em relagao

aos grupos controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28

Tabela 2: Valores médios de triacilglicerol e percentual de variagdo em relagao

aos grupos controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28

Tabela 3: Valores médios de colesterol Hdl e percentual de variagado em relagao

aos grupos controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28

Tabela 4:Valores médios de glicose e percentual de variacdo em relagcéo aos

grupos controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28

Tabela 5:Valores médios de AS e percentual de variacdo em relagdo aos

grupos controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28

Tabela 6: Valores médios de ALT e percentual de variacdo em relagao aos

grupos controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28

Tabela 7: Valores médios de creatinina e percentual de variacdo em relagao

aos grupos-controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28



Tabela 8: Valores médios de colesterol total e percentual de variacdo em relacéo

aos grupos-controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28



LISTA DE ABREVIAGOES

ADP-Adenosina 5'-difosfato

AGL- Acido graxo livre

AST (TGO) - Transaminase oxalocinética

ALT(TGP) -Transaminase oxalacética

ACAT- Acil-CoA Acetiltransferase

AMPc-Adenosina 3,5’ — Monofosfato ciclico

BHA - butil-hidroxianisol

BHT- hidroxitoluenobutilado

CETP - Proteinas de transferéncia de éster de colesterol
CT- Colesterol total

DAC- Doenca Arterial Coronariana

DCV- Doencgas Cardiovasculares

Enos-Oxido nitrico sintetase endotelial

Eros -Espécies reativas de oxigénio

FR -Fatores de risco

HDL - Lipoproteina de alta densidade

HDL-c - Colesterol HDL

HMG-Coa redutase- Hidroximetilglutaril-Coenzima-A redutase
HMG - Grupo hidroximetilglutaril

IAM - Infarto agudo do miocardio

IDL- lipoproteina de densidade intermediaria



iINOS-Oxido nitrico sintetase reduzivel
fon potassio -K*

LDL - lipoproteina de baixa densidade
LDL-c - Colesterol LDL

LP-lipoproteinas

LH -lipase hepatica

LPL- enzima lipoproteina lipase

LCAT- Lecitina Colesterol AcilTransferase
LP-Lipase lipoprotéica

Na* - ion sodio

NO- Oxido nitrico

OMS- Organizagao Mundial de Saude

PGI2 - Prostaglandina 2

PLTP - proteina de transferéncia de fosfolipidios
PON-Paraoxonase

Qm- Quilomicrons

ROS- Espécies reativas de oxigénio

RSN - Espécies reativas de azoto

SOD- Superéxido dismutase

TG- Triacilglicerois

TBAR-Substancias reativas de acido tiobarbiturico
VLDL - lipoproteina de muito baixa densidade

B-VLDL - VLDL remanescentes

Xl



RESUMO

SOARES JUNIOR, Duilio Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2015. Efeito do flavondéide naringina associado a farmaco sinvastatina no
metabolismo lipidico de coelhos hipercolesterolemicos. Orientador: Tania Toledo
de Oliveira. Coorientadora: Virginia Ramos Pizziolo.

A Hiperlipidemia é considerada uma dos mais importantes fatores no desenvolvimento
da doenca arterial coronariana, principal causa de morte de individuos adultos no
mundo. A dislipidemia € um quadro clinico caracterizado por concentragdes anormais
de lipidios ou lipoproteinas no sangue, que é determinada por fatores genéticos e
ambientais. A Sinvastatina € um farmaco com potencial acdo hipocolesterolémica.
Estudos demonstraram que a Naringina possui agao antiinflamatéria, impede a oxidagao
da LDL-c e previne formacgao de placa aterosclerética. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar o efeito do flavondide Naringina associado ao farmaco Sinvastatina, em
diferentes concentragdes, no metabolismo lipidico de coelhos hipercolesterolémicos. A
hiperlipidemia nos coelhos foi alcangada suplementando a dieta com 20 ml diarios de
gordura animal via oral. Os niveis de colesterol e triacilglicerol aumentaram
consideravelmente quando comparados ao grupo que recebeu apenas ragao, 86,52%
e 83,96% respectivamente. Os tratamentos com naringina 25mg associada a
sinvastatina 1,2 mg foi a formulagao que apresentou os melhores resultados, diminuindo
em 60,08% os niveis de colesterol e 65,35% os niveis de triacilglicerol com 28 dias de
tratamento. Contudo, apenas no grupo dos animais tratados com 5 mg de Naringina e
0,3 mg de sinvastatina tiveram os valores de Hdl-c aumentados. Os resultados de
glicose, ureia e creatinina sofreram poucas variagées ao longo do experimento. Ja os
valores de AST e ALT tiveram uma reducao de seus niveis plasmaticos em todos os
grupos. De maneira geral os compostos associados de naringina e sinvastatina
apresentam acao farmacoldgicasinérgica no metabolismo lipidico de coelhos
hipercolesterolémicos, contudo nao se pode afirmar que os tratamentos utilizados e
resultados obtidos de ureia, creatinina, AST e ALT foram capazes de causar
nefrotoxicidade e ou hepatotoxicidade nos animais. Testes para avaliagao toxicolégicas
e avaliagdo de cortes histoldégicos seriam necessarios para avaliar qualquer dano

hepatico e ou renal nos animais em teste.
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ABSTRACT

SOARES JUNIOR, Duilio Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, july 2015.
Evaluation of the narigin flavonoid effect associated with the drug simvastatin in
the lipidic metabolism of hypercholesteraemic habits. Adviser: Tania Toledo de
Oliveira. Co-advisers: Viginia Ramos Pizziolo

Hyperlipidaemia is considered one of the most important factors in the development of
Coronary arterial disease, the world’s main cause of death in adults. Dyslipidaemia is a
clinical condition characterized by the abnormal concentrations of lipids or lipoproteins
in the blood, which is determined by genetic and environmental factors. Simvastatin is a
pharmaceutical drug with hypocholesterolemic action. Studies have shown that the
naringin has an anti-flammatory action, which stops the oxidation of the LDL-c and
prevents the formation of the atherosclerotic board. The aim of the present study was to
evaluate the effect of the flavonoid Naringin associated with the drug Simvastatin in
different concentrations, on the lipid metabolism of hypercholesteraemic habits. The
hyperlipidaemia on habits was achieved by supplementing their diet with 20ml of daily
oral doses of animal fat. The cholesterol levels and triglycerides considerably increased
when compared with the group that was only fed, showing the percentages of 86,52%
and 83,96% respectively. The treatments with naringin 25 mg associated with
simvastatin 1.2 mg was the formula that presented the best results, decreasing in 60,08
% the levels of cholesterol and 65.35% the levels of triacylglycerol with 28 days of
treatment. However, only the group of the animals treated with 5mg of Naringin and
03.mg of simvastatin had the values of Hdl-c raised. The results of glycose, urea and
creatine suffered low variations along the experiment. Nonetheless, for the AST and ALT
values, a reduction was observed on the plasmatic levels of all groups. In general, the
associated compounds of Narigin and Simvastatin showed a synergistic
pharmacological action in the lipid metabolism of hypercholesteraemic habits, yet it
cannot be stated that the chosen treatments and found results of urea, creatinine, AST
and ALT were capable of causing nephrotoxicity and or hepatotoxicity on the animals.
Further tests for toxicological evaluations of histological cuts could be necessary to

assess any possible hepatic or nephric damage on the tested animals.
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1. INTRODUGCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo as principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo atual, chegando a 30% do numero de ébitos
nos paises do ocidente (SBC, 2007). Segundo a Organizagao Mundial de Saude
(OMS), 7,3 milhdes de pessoas morreram por doenga isquémica cardiaca e 6,2
milhdes por acidente vascular cerebral ou outras doengas cerebrovasculares em
2008. Juntos estes oObitos representam aproximadamente 24% das causas de
morte daquele ano no mundo (WHO, 2015). Estudos apontam que ha uma
tendéncia no mundo atual para uma crescente no numero de mortes
relacionadas as doencgas cardiovasculares (MORAES et al., 2013). Dados
brasileiros mostram que a situacdo em nosso meio € semelhante ao relatado em

outras pesquisas em diferentes partes do mundo (ROMALDINI et al., 2004).

Dentre as DCV a aterosclerose, doenga caracterizada pelo acumulo de
gordura na parede interna das artérias, se destaca no contexto epidemiologico,
atuando como a principal causa nos indices de mortes nas sociedades
industrializadas. O processo de formacgao da placa de ateroma no endotélio tem
inicio muito antes das manifestagdes clinicas serem detectadas (ARAKI, et al.,
2013). O risco de desenvolver a aterosclerose esta ligado ao efeito global de
varios fatores como: o uso de tabaco, inatividade fisica, alimentacao inadequada,
uso nocivo do alcool, hipertensdo, diabetes, niveis elevados de lipidios no
sangue, dentre outros (MENDIS et al., 2011).

A mudancga do estilo de vida de grande parte da populagdo nos ultimos
anos € um fator que favoreceu o processo de acumulo de lipidio arterial
(LIBERALLI et al., 2012). Os lipidios mais importantes presentes no sangue
circulante sdo: os acidos graxos, mono ou poli-insaturados; os triacilglicerdis,
depositados no tecido adiposo e muscular usado como fonte de energia; os
fosfolipidios, usados como estrutura de membrana celular e o colesterol usado
na sintese da vitamina D, sais biliares, hormonios esteroides, corticosterona,
aldosterona, surfactante alveolar, além de membranas celulares (CHIESA et al.,
2007).



O colesterol plasmatico é proveniente de duas vias: a exdgena via
alimentacdo e a endodgena, via sintese de acetil-CoA. A etapa que regula a
velocidade na via de sintese é a convers&o do 3-hidroximetilglutaril-Coenzima-A
para mevalonato, catalisada pela enzima hidroximetilglutaril-Coenzima-A
redutase (HMG-Coa redutase) sendo o figado o 6rgao responsavel pela maior
parte da sintese do colesterol endégeno. Os niveis colesterolémicos plasmaticos
sao controlados principalmente pelos receptores de LDL, captadores desta
lipoproteina rica em colesterol (BAYS e STEIN, 2003). Tais lipidios ndo existem
no estado livre no plasma e para serem transportados em meio aquoso eles
necessitam de estruturas organizadas, macro agregados moleculares
denominados lipoproteinas de transporte de colesterol (HDL - lipoproteina de
alta densidade, LDL - lipoproteina de baixa densidade e VLDL - lipoproteina de
muito baixa densidade) (DE OLIVEIRA et al.,2009). A lipoproteina € a forma com
que os lipidios circulam no plasma e tem por fungcdo suprir os tecidos com
gorduras provenientes da dieta ou sintetizados pelo préprio organismo
(MARZZOCCO e TORRES, 2007).

A aterosclerose desencadeada por hiperlipidemias € uma doencga
inflamatdria crbnica progressiva, tem como processo inicial o depdsito e a
oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) na parede das artérias (LIMA
e COUTO, 2006). Segundo Abdalla e Sena (2008) o processo aterosclerético
esta relacionado a uma resposta inflamatdria crénica da parede arterial, iniciada
por uma lesdo do endotélio, cuja progressao € mantida pela interacao entre as
lipoproteinas modificadas, macréfagos derivados de mondcitos, linfocitos T e
constituintes celulares normais da parede arterial, desencadeando o acumulo de
gorduras na superficie interna da artéria, sendo o ponto principal do
envolvimento da inflamacédo e a LDLcomo particula central no processo. Os
estudos de Nissem (2004) revelaram que o0 uso de medicamentos,
principalmente as estatinas, tem grande poder sobre a diminuicdo dos altos

niveis de colesterol no sangue.

As estatinas inibem competitivamente a enzima HMG-CoA redutase, a
etapa enzimatica limitante da velocidade da biossintese do colesterol, o que
resulta em redugao da sintese de colesterol e maior expressao de receptores de

LDL. O incremento do numero destes receptores na superficie dos hepatocitos
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resulta em aumento da remocgéao desta lipoproteina do sangue e sua redugao
plasmatica. O colesterol € entdo excretado para o intestino, na sua forma livre
ou como integrante dos acidos biliares (KAJINAMI, 2005).

A Sinvastatina, farmaco associado em estudo, € um dos principais
membros da classe das estatinas que possuem acéao antilipémica. Tal farmaco
atua por meio da inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, bloqueando a rota de
sintese do colesterol enddégeno, importante em varias frentes fisiologicas no bom
funcionamento do organismo (GOODMAN e GILMAN, 2003). A sinvastatina
também pode provocar efeitos adversos. A miopatia € apontada como uma
complicagdo mais comum das estatinas, mais especificamente as miopatias séo
doencas que causam problemas na contracdo dos musculos esqueléticos. Estes
problemas vaiam desde rigidez a fraqueza, com diferentes graus de gravidade
(JOY e HEGELE, 2009). Segundo Rang et al. (2011) foram comprovados efeitos

anti-inflamatdrio e antioxidante, demonstrando a

Capacidades da sinvastatina em reduzir os danos oxidativos por meio da
diminui¢cdo da peroxidacéo lipidica e geragcao de espécies reativas de oxigénio
na célula (MIYOSHIY et al., 2014). Outros estudos também comprovaram que
alguns flavonoides, compostos polifendlicos presentes somente em plantas,
apresentaram capacidade de diminuir significativamente os indices de colesterol
sanguineo, portanto, utilizados como alternativa ao tratamento da aterosclerose
(SILVA et al., 2001).

A naringina, flavonéide em estudo neste trabalho, € um polifenol presente
em frutas citricas, utilizado tradicionalmente na medicina chinesa como anti-
inflamatoério e antioxidante (CUNHA, 2007). Alguns trabalhos anteriores
demonstraram que a naringina protege a oxidagao da LDL colesterol prevenindo
a formacao de placa aterosclerética. S&do também responsaveis por inibir a
biossintese de eicosandides, impedindo a agregagéao plaquetaria e promovendo
o relaxamento do musculo liso tendo assim efeito anti-hipertensivo (SANTOS et
al., 1999; LOPEZ et al.,2013).

Considerando tais fatos, terapias adicionais, bem como associagdes de
compostos, sado requeridas a fim de se otimizar a prevengao e o tratamento da

doencga cardiovascular. Torna-se alvo entao, de grande interesse, a pesquisa de
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novos medicamentos capazes de interferir no metabolismo do colesterol,
principalmente aqueles capazes de obter efeito terapéutico com menor
incidéncia de efeitos colaterais (ARAUJO et al., 2005).

Diante disso, as doengas cardiovasculares s&o ainda patologias que
apresentam grande impacto socioeconémico, sendo um problema de grande
preocupagao para a saude publica, e apesar dos grandes avangos alcangados
na terapéutica ainda existe a demanda de pesquisas de novas alternativas para

o controle desse tipo de doenga.

Neste sentido, o presente trabalho objetivou o estudo in vivo de uma
formulacédo farmacéutica que consiste em unir a sinvastatina, com o flavondide
naringina, que também possui atividade na reducédo do colesterol plasmatico,
visando avaliar a acao sinérgica dos compostos em uma mesma formulagao, em
diferentes concentracdes, avaliados por meio de analises bioquimicas do soro

obtido do sangue de coelhos hipercolesterolémicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipidios

Lipidios sao moléculas hidrofébicas que participam de funcdes
importantes no organismo como a hormonal, energética, digestiva e estrutural

nas membranas celulares (BURTIS, 2011).

Eles formam um grupo heterogéneo de substancias que inclui acidos
graxos livres (AGL) e substancias encontradas naturalmente em associagéo
quimica com eles. Os principais lipidios encontrados em seres humanos s&o
AGL, triacilglicerois (TG), esteroides, fosfolipidios, prostaglandinas, vitaminas
lipossoluveis, provitaminas e lipoproteinas. Os lipidios mais abundantes sao as
gorduras ou triacilglicerois, que sao os principais combustiveis metabdlicos na
maioria dos organismos. No entanto, sdo os lipidios polares os principais
componentes das membranas celulares, onde ocorrem as reagdes metabdlicas.
As membranas n&o apenas envolvem as células, elas contém muitas enzimas e
sistemas de transporte importantes. Além disso, na superficie externa das
membranas celulares estdo localizados muitos sitios receptores ou de
reconhecimento, que podem reconhecer outras células, ligar certos hormonios e
detectar outros tipos de sinais do ambiente externo. Muitas das propriedades das
membranas celulares sado reflexos do seu conteudo de lipidio polar
(COSTANZO, 2014).

Os lipidios mais simples e abundantes que contém os acidos graxos como
unidades fundamentais s&o os triacilglicerois. Estes sdo os principais lipidios
ingeridos e armazenados dentro do corpo sendo constituidos de trés acidos

graxos livres combinados com o glicerol (WOLINSKY et al., 1996).

Todos os lipidios s&o insoluveis em agua e sao transportados na forma de
lipoproteinas no sangue, que podem ser divididas de acordo com a sua
densidade. As lipoproteinas sao separadas em classes, por suas densidades,

pelo tamanho e pela composigéao lipidica e proteica (FORTI e DIAMENT, 2006).



Lipoproteinas sdo estruturas que desempenham papel importante no
transporte de lipidios no sangue. O componente proteico da lipoproteina é
denominado apo lipoproteina ou apoproteina e cada classe dessa lipoproteina
possui uma composigao particular relativamente constante. Estas proteinas tém
a capacidade de se ligar a receptores na superficie celular agindo na ativagao
ou na inibicdo de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico (BACHORIK et al.,
1999).

As principais lipoproteinas sdo: Qm que apresenta densidade menor que
1,006 g/mL; VLDL com valores entre 0,950 e 1,006 g/mL; LDL com valores entre
1,006 e 1,063 e HDL com valores entre 1063 e 1,210 g/dL. A composicao da
lipoproteina é o fator que determina sua densidade (FIGURA 1) (MARIANI e
SPERETTA , 2012).

O colesterol pode ser sintetizado pelo organismo no figado (endégeno) e
intestino (entero hepatico) ou pode também ser proveniente da dieta (ex6geno).
Os lipidios provenientes da alimentacao e ou produzidos por meio enddégeno sao
absorvidos e incorporados aos Qm, produzidos por células intestinais que tem
como uma de suas fungdes transportar os lipidios para o figado onde sera
sintetizado o colesterol enddgeno, armazenado e eliminado pela bile na forma
de metabdlitos de acidos biliares, sendo grande parte destes reabsorvidos e
retornados ao figado para novo armazenamento e processo de eliminacgao (SBC,
2007).

Na via exdgena do metabolismo lipidico, logo apdés a acado da lipase
pancreatica, moléculas de acidos graxos livres, monoglicerol e diacilglicerol,
absorvidos pelos enterocitos, sdo reagrupadas junto a uma molécula de apoB-
48 e circundadas por uma monocamada de fosfolipidios formando os Qm. No
sangue os Qm adquirem proteinas denominadas apoC-Il e apoE, sofrem a agéo
imediata da enzima lipoproteina lipase (LPL), ativada pela apoC-Il, que diminui
seus conteudos lipidicos. A hidrélise dos TG pela LPL gera acidos graxos livres
que sao rapidamente utilizados como combustivel nos musculos e coragao ou
serao armazenados novamente como TG nos tecidos adiposos. Alguns Qm

remanescentes que se mantém na circulagdo sdo captados no figado, via



receptor de proteina relacionada com LDL, e o seu conteudo sera reutilizado ou
excretado (BOREN et al., 2012).

Na via endogena, as VLDL sdo montadas nos reticulos endoplasmaticos
dos hepatécitos e secretadas para a circulagdo. Cada particula de VLDL é
composta basicamente por TG, colesterol, lipoproteinas (LP) e uma molécula de
apoB-100 para cada particula VLDL (BOULLART et al., 2012). No plasma a
VLDL sofre agdo da LPL, da lipase hepatica (LH), além das proteinas de
transferéncia de éster de colesterol (CETP) e a proteina de transferéncia de
fosfolipidios (PLTP), processo pelo qual as VLDL diminuem seu conteudo de TG
e PL, dando origem as VLDL remanescentes (B-VLDL), dentre estas a
lipoproteina de densidade intermediaria (IDL). Em continuidade as B-VLDL
podem ser captadas pelo figado e metabolizadas, ou originar as LDL, que
permanecem maior tempo na circulacdo. A LDL é a principal particula
transportadora do colesterol proveniente do figado para os tecidos periféricos, ja
o transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado é feito pela HDL
(LIMA e COUTO, 2006).
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FIGURA 1-Percentual aproximado dos componentes das lipoproteinas.

FONTE: (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2002).



2.1.1 Fatores que influenciam os niveis lipidicos

As concentragdes de lipidios e lipoproteinas plasmaticas podem variar
dentro de uma mesma populagao, entre populagdes e um mesmo individuo sob
diferentes condigdes. As concentragdes de lipoproteinas e lipidios podem sofrer
influéncia da idade, sexo, peso corporal, dieta, ingestdo excessiva de alcool,
pratica de exercicios fisicos, fatores genéticos e disturbios crénicos como
hipotireoidismo,  hepatopatia  obstrutiva ou nefropatia  (NATIONAL
CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM ,1995). A obesidade abdominal ou
central € um dos principais fatores de risco para esta sindrome e esta

diretamente associada as alterag¢des no perfil lipidico (RIBAS e DA SILVA, 2014).

Alguns trabalhos apontaram diferengas no perfil lipidico entre homens e
mulheres da mesma idade, além de mudancgas nos niveis lipidicos de mulheres
pos-menopausa em relagdo aos niveis no periodo reprodutivo (GUETTA e
CANNON, 1996). Estudos demonstraram que a administragdo de estrogeno em
mulheres na menopausa reverteu as alteracdes lipidicas, o que sugere um papel
importante dos hormdnios sexuais, principalmente de estrogeno, na
determinacao dos lipidios plasmaticos (GODSLAND, 2001).

2.2 Dislipidemias

A dislipidemia consiste num quadro clinico caracterizado por concentragoes
anormais de lipidios ou lipoproteinas no sangue, determinado por fatores
genéticos e ambientais (PEREIRA et al., 2010). Niveis elevados de colesterol
total (CT), LDL e TG, associados a diminuicdo nos valores de HDL estdo
relacionados com uma maior ocorréncia de hiperlipidemia sanguinea e
consequente doencga aterosclerética (FRANCA e ALVES, 2006).

As dislipidemias primarias ou sem causa aparente podem ser
classificadas genotipicamente ou fenotipicamente por meio de analises
bioquimicas. Na classificacdo genotipica, as dislipidemias se dividem em

monogénicas, causadas por mutagcdes em um soO gene, e poligénicas, causadas
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por associagdes de multiplas mutagdes que isoladamente ndo seriam de grande
repercussdo. A classificagao fenotipica ou bioquimica considera os valores de
CT, LDL-C, TG e HDL-C e compreende quatro tipos principais bem definidos:
hipercolesterolemia isolada: elevagdo isolada do LDL-C (>160 mg/dl),
hipertrigliceridemia isolada: elevagéao isolada dos TGs (> 150 mg/dl) que reflete
0 aumento do numero e/ou do volume de particulas ricas em TG, como VLDL,
LDL e Qm. Como observado, a estimativa do volume das lipoproteinas
aterogénicas pelo LDL-C torna-se menos precisa a medida que aumentam os
niveis plasmaticos de lipoproteinas ricas em TG. Portanto, nestas situagdes, o
valor do colesterol ndo-HDL pode ser usado como indicador de diagnostico e
meta terapéutica (Figura 2) de hiperlipidemia mista: valores aumentados de LDL-
C (> 160 mg/dl) e TG (> 150 mg/dl). Nesta situagao, o colesterol nao-HDL
também podera ser usado como indicador e meta terapéutica. Nos casos em
que TGs >400 mg/dl, o calculo do LDL-C pela formula de Friedewald é
inadequado, devendo-se, entdo, considerar a hiperlipidemia mista quando
CT > 200 mg/dl; HDL-C baixo: redugdo do HDL-C (homens < 40 mg/dl e
mulheres < 50 mg/dl) isolada ou em associagao a aumento de LDL-C ou de TG
(XAVIER et al., 2013).
Valores de referéncia dos lipideos para individuos >20 anos de idade

Lipideos Valores mg/dL Categoria
Colesterol total

<200 Otimo
200 -239 Limitrofe
2 240 Alto
LDL
<100 Otimo
100 - 129 Desejavel
130 -159 Limitrofe
160 — 189 Alto
2190 Muito alto
HDL
< 40 Baixo
> 60 Alto
TG
<150 Otimo
150 - 200 Limitrofe
200 - 499 Alto
=2 500 Muito alto

FIGURA 2: Valores de referéncia dos niveis de colesterol. FONTE: (MARIANI E SPERETTA

2012)



2.2.1 Fatores de risco das dislipidemias

O conceito de fatores de risco se desenvolveu a partir de estudos
epidemioldgicos realizados nos Estados Unidos e na Europa, onde foram
demonstradas associagcdes entre a incidéncia de doencas coronarianas e
determinados agentes ou condi¢cdes, com o baixo indice de atividade fisica,
hipercolesterolemia, hipertensdo arterial, tabagismo, obesidade e diabetes
mellitus. As DCV apresentam fatores de risco em comum, entre os quais se
destacam: tabagismo, consumo de bebida alcodlica, excesso de peso,
inatividade fisica, dieta com elevado teor de gorduras saturadas, baixo consumo
de frutas e hortalicas, hipertensdo arterial, hipercolesterolemia e estresse
psicoemocional. Estes fatores, também chamados de fatores de risco (FR)
modificaveis, sdo considerados como os principais FR relacionados ao estilo de
vida e apresentam grande impacto sobre o desencadeamento e o progndstico
destas doengas (SOUZA, 2014). A estes agentes, e outros que vieram a se
somar, (hereditariedade e sexo) deu-se a definicdo completa aos fatores de

risco, universalmente aceita e aplicada nos dias atuais. (RIBEIRO, 2012)

O perfil lipidico em conjunto a outros fatores de risco representa uma
condicao associada ao maior desenvolvimento da aterosclerose (FARIA et al.,
2012). Pelo menos dez fatores de risco podem predizer a probabilidade de
depodsitos lipidicos, nas camadas internas das artérias, evidenciando a
influéncia dos fatores de risco na formagéo da placa ateromatosa (COELHO et
al., 2005). Os fatores de risco sdo ainda subdivididos em controlaveis e nédo
controlaveis. Os fatores de risco nao controlaveis, dentre os quais estéo
inseridas a hereditariedade, sexo (homens com idade superior a 45 anos e
mulheres apés a menopausa) € a idade avancgada; e os fatores de risco
controlaveis, destacando o tabagismo, hipertensdo arterial sistémica,
obesidade, sedentarismo, niveis anormais de gordura e colesterol se referindo
as dislipidemias (SBC, 2007). Estes fatores sao responsaveis por cerca de 80%
dos casos de doencga arterial coronariana e cerebrovascular. Os efeitos de uma
dieta ndo saudavel e do sedentarismo podem ser identificados nos individuos

por meio da elevagéo da pressao arterial, da glicose, e dos niveis lipidicos, além
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do sobrepeso e obesidade decorrentes e indicam um risco aumentado de
desenvolver infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia
cardiaca e outras complicacdes decorrentes da acao isolada, ou somatdério das
acgdes negativas dos fatores que tendem aumentar os riscos de desenvolvimento
de DCV (JARDIM et al., 2014).

A obesidade, sobretudo a obesidade central ou abdominal, esta
fortemente relacionada aos principais fatores de risco de doencas
cardiovasculares do adulto. A distribuicdo da gordura corporal € um fator de risco
muito importante nas DCV. A obesidade andréide, também chamada central, é
caracterizada por acumulo de gordura na regido abdominal e se relaciona
com alto risco para as DCV (BEZERRA et al.,2012).

A dislipidemia nas criancas e adolescentes é frequentemente associada
a obesidade, ocorrendo geralmente niveis elevados de CT, TG, LDL-C, niveis
reduzidos de HDL-C e idade (FREEDMAN et al., 2009).

O aumento da adiposidade, sobretudo a visceral, e particularmente por
hipertrofia dos adipécitos, tem como consequéncia a desregulagao
metabdlica destas células que resulta na infiltragdo de macréfagos e
expressao de variados mediadores inflamatérios, que se potenciam
mutuamente, e que contribuem para o processo inflamatério crénico de baixo
grau, influenciando de maneira direta no processo aterosclerético do endotélio
vascular e favorecendo o agravamento das DCV, sendo, portanto, um dos

principais fatores de risco (PIRES et al., 2015).

Outro fator agravante é a falta de exercicio fisico que aumenta o estresse
oxidativo, a disfungédo endotelial e a aterosclerose. Os fatores de risco incluem
alteragdes na homocisteina, fibrinogénio, lipoproteinas, tamanho da particula de
LDL e da proteina C-reativa (MARIANI e SPERETTA, 2012).

Segundo SANTOS (2001), o fumo é um fator de risco capaz de lesar o
endotélio vascular causando a disfungdo endotelial. A hipertensao arterial
sistémica (PA = 140/90 mmHg), HDL-C < 40mg/dl, historia familiar precoce
de aterosclerose e hereditariedade sao fatores considerados agravantes das
DCV.
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2.3 Aterosclerose

A aterosclerose, que pode ser causada pelas diferentes classificacdes das
dislipidemias, é uma doencga inflamatodria crénica progressiva, que tem como
processo inicial o depodsito e a oxidagdo das LDL na parede das artérias e a
oxidagdo dos lipidios superficiais da LDL deposita e estimula as células
endoteliais a liberarem fatores quimicos que atraem os mondcitos (NAVAB et al.,
2004). Essa resposta considerada inflamatoria parece ser um dos principais
pontos de um processo aterosclerotico, desde o nascimento da lesao até o
evento coronariano (TEIXEIRA et al., 2014).

O entendimento atual da fisiopatologia da aterosclerose envolve varios
fatores que interagem de forma complexa, muito diferente da antiga visao de
uma doenca decorrente do depdsito anormal de lipidios na parede vascular.
Dentre esses fatores, destacam-se de forma importante a inflamacdo e a
disfuncao endotelial (BAHIA et al., 2006).

A dislipidemia aterogénica, causadora da aterosclerose, associada a
Sindrome Metabdlica também se associa a niveis elevados de triacilglicerol
séricos combinados com baixas concentragdes circulantes de HDL (PACIFICO,
2011).

A aterosclerose é o fator causal, isoladamente, mais importante e se
caracteriza como uma doenca multifatorial progressiva, causada por fatores
genéticos e adquiridos com acumulo de lipidios e desenvolvimento de fibrose e
obstrugdo nas artérias (BORGES et al., 2015). A oxidacdo dos lipidios
superficiais da LDL depositada estimula as células endoteliais a liberarem fatores
quimioatraentes para mondcitos. Como consequéncia, ha acumulo de
macrofagos no endotélio da parede arterial, que expressam varios receptores,
alguns dos quais tém a habilidade de se ligar e internalizar a LDL oxidada
levando a formacado das células espumosas, as quais vao aumentando em
numero gradativamente e culminam com a formagdo da placa de ateroma
(FIGURA 3), dando inicio a doenga aterosclerética (TOREGEANI et al., 2014).

Embora a aterosclerose tenha sua patogénese atribuida a causas

multifatoriais, os principais marcadores de risco para esta doenca estdo
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relacionados a alteragdes nas concentragdes séricas de moléculas componentes
das lipoproteinas. Na hipertrigliceridemia ocorre enriquecimento de
triacilglicerdis nas lipoproteinas e aumento na quantidade de particulas
remanescentes de LDL com menores diametros. Particulas de LDL menores e
reducao da concentracdo de HDL-C frequentemente coexistem em situagao de
hipertrigliceridemia e apresentam relagcdo direta com o aumento do risco de
eventos cardiovasculares. Com atividade antiaterosclerética, a classe HDL é
representada por uma populagdo de particulas heterogéneas, com tamanho,
densidade, conteudo proteico e atividade antiaterogénica diferentes (FORTI e
DIAMENT, 2006). No processo de formacéo das HDL a particula inicial, a medida
que ganha colesterol esterificado no seu nucleo e na camada externa, pela agéo
das LCAT e da proteina de transferéncia de fosfolipidios (PLTP), forma
subclasses de particulas com tamanhos gradativamente maiores (TIAN et al.,
2011).

A principal agédo antiaterogénica da HDL consiste em transportar o colesterol
dos tecidos periféricos para o figado, onde sera reutilizado ou excretado, sendo
este processo conhecido por Transporte Reverso do Colesterol (TRC), (BARTER
et al., 2003).

As dislipidemias quando ja instaladas e quando a prevencao ja nao é eficaz,
sdo comumente tratadas com terapias farmacoldgicas que modificam o perfil
lipidico do sangue. Dentre os medicamentos usados incluem-se as estatinas,
ezetimibe, resinas sequestradoras de acidos biliares, acido nicotinico e fibratos
(RIBEIRO,2011).
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FIGURA 3: O endotélio e a evolugao da placa aterosclerédtica. FONTE: GUYTON e HALL,
2006

A localizacdo mais frequente da aterosclerose no setor cerebrovascular é
no nivel da bifurcagéo carotidea (bulbo carotideo), onde a formagao de placas
de ateroma tende a limitar o fluxo sanguineo, causando estenose. Os fendmenos
embodlicos a partir de placa de ateroma da bifurcagéo carotidea constituem um
dos principais mecanismos causadores de acidente vascular cerebral e
consequentes sequelas comprometendo irrigagdo a sanguinea do local afetado
(CARVALHO et al., 2010).

2.4 Prevencgaéo e tratamento das doencas cardiovasculares

A prética de atividade fisica e habitos alimentares adequados s&o
considerados o0s principais mecanismos de protecdo ao surgimento e a
progressao dos fatores de risco, predisponentes as doencgas cardiovasculares.
Diferengcas quanto a realizagdo de esforgos fisicos no cotidiano, ao nivel da

aptidao cardiorrespiratdria e a composicao das dietas, tém sido frequentemente
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utilizadas na tentativa de explicar variagdes relacionadas a prevaléncia de
doencgas cardiovasculares entre grupos populacionais, sendo dessa forma,
capazes de atuar no elenco dos fatores de risco mediante uma multiplicidade de
adaptagdes metabdlicas, funcionais e morfolégicas que interagem entre si
(POLACOW e LANCHA JUNIOR 2007).

No ano de 2000 publicaram o primeiro estudo prospectivo relacionando o
efeito protetor do exercicio fisico sobre a disfungcdo endotelial em pacientes
com DAC (HAMBRECHT et al.,, 2000). Em 2003 LEE et al., delinearam um
amplo estudo longitudinal envolvendo alunos da Harvard University e
analisaram a associagdo entre frequéncia, modalidade e intensidade de
atividade fisica e sua predicéo do risco para DAC. Neste estudo foi constatada
uma associagao inversa entre a intensidade e o risco coronariano, sendo
observada menor mortalidade cardiovascular e por todas as causas nos
individuos que apresentavam um gasto energético equivalente ou superior a
2.000 quilocalorias semanais, independentemente da presenca de fatores de
risco. Além disso, concluiram que a interrupcdo da pratica regular do
exercicio implicaria na perda do efeito protetor cardiovascular obtido quando

0 mesmo vinha sendo realizado em bases regulares.

Sjol et al., (2003) se detiveram em analisar o impacto entre diferentes
niveis de atividade fisica no lazer, avaliando a incidéncia do infarto agudo
do miocardio (IAM) em moradores dos suburbios da cidade de Copenhagen.
Foi observado que ao se combater o sedentarismo, é possivel gerar impacto
positivo sobre a aterosclerose e, consequentemente, reduzir incidéncia de |IAM.
Neste estudo os autores concluiram que a pratica regular de atividade fisica
moderada proporciona beneficios, mas os beneficios aumentam quando a

atividade fisica era realizada com mais intensidade.

Recentemente, foi realizado um estudo com o objetivo de descrever
associagao entre condicionamento e o cardiorrespiratério em individuos com e
sem DAC. Ao avaliarem os resultados observados em 4.360 participantes de
ambos o0s sexos, eles indicaram haver associacdo entre um maior grau de
condicionamento cardiorrespiratorio e reducdo de fatores de risco como

dislipidemia e hiperglicemia, independentemente da idade, porcentagem de
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gordura corporal, histérico familiar de DAC e da presenga ou nédo da doenga
(CAMARGO e STEIN, 2015).

A alimentacdo saudavel também tem importante impacto na prevencéao e
tratamento das DCV, assim como pequenas melhorias também trazem
relevantes beneficios na diminui¢do do risco cardiovascular. Em muitos paises
tem sido relatadas alteragcées nos padrbes de habitos alimentares. No Brasil,
tem-se observado que a dieta vigente apresenta maior participagédo de alimentos
com excesso de calorias provenientes de agucares livres e de gorduras
saturadas e menor presenca de frutas, legumes e verduras (GUIMARAES et al.,
2013).

Dessa maneira, os estudos da prevengdao de DCV convergem seus
resultados, relatando que nutricdo adequada pode alterar a incidéncia e a
gravidade das coronariopatias, ja que populagdes com diferentes dietas
apresentam variagcbes na mortalidade cardiovascular. A American Heart
Association também enfatiza que o consumo de vegetais, frutas e graos integrais
€ de extrema importancia na prevencao de DCV, confirmando a importancia das
fibras alimentares, antioxidantes e outras substancias na alimentacdo no

combate as doengas coronarianas (RIQUE et al., 2002).

Atualmente as pesquisas tém evoluido bastante e mostrado que além de
uma alimentagao caldrica balanceada com menor quantidade de gorduras e
carboidratos, outros tipos de alimentos estdo em ascensao no consumo da
populagdo mundial, sendo chamados se funcionais, ou seja, ricos em compostos
antioxidantes que por sua vez confirmam os beneficios de muitos alimentos ao
sistema cardiovascular. Assim, alimentacdo saudavel com a incorporagcédo de
alimentos funcionais deve ser encorajada. No entanto, a grande diversidade de
estudos com doses e metodologias diferentes dificulta o estabelecimento de um
consenso, de uma recomendacdo e dose apropriada a respeito da
suplementagao dos alimentos e compostos funcionais. Mais estudos clinicos
controlados s&o necessarios para que se possa elucidar essa questdo
(CARDOZO e MAFRA 2015).

Diante disso, um estilo de vida fisicamente ativa e uma alimentagao

saudavel podem contribuir para a melhoria do bem estar, além de estarem
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associados a prevencao de doengas cardiovasculares que tem como origem as
hiperlipidemias, tornando dessa forma o habito da adog&o de praticas saudaveis

uma grande arma de promocéao da saude (SANTOS et al.,2012).

Quando as alternativas preventivas, ndo medicamentosas, ndo sao
utilizadas ou nao surtem o efeito desejado, diferentes farmacos podem atuar no
metabolismo com a finalidade de reduzir os problemas causados pelas DCV.
Atualmente, existem varias classes de medicamentos para tratamento das
doencas cardiovasculares relacionadas a hipercolesterolemia, tais como as
estatinas, que estdo sendo cada vez mais utilizadas na pratica clinica para a
prevencao primaria e para a secundaria das DCVs. Apesar do tratamento com
as estatinas ser util, o elevado custo destes medicamentos e a perspectiva do
seu uso prolongado que pode trazer sérios problemas a saude, justifica
inteiramente a busca de alternativas para o controle da dislipidemia e da

prevencgao das doengas cardiovasculares (SENA et al., 2007).

O tratamento das dislipidemias visa principalmente reduzir os niveis
séricos de colesterol e/ou de triacilglicerdis por meio de farmacos que afetam o
metabolismo das lipoproteinas que contém a apolipoproteina B, tais como a
VLDL e a LDL. Os farmacos atualmente disponiveis atuam de duas maneiras:
inibindo a sintese do colesterol ou afetando a absorg¢ao gastrintestinal do mesmo.
Embora estes medicamentos sejam considerados seguros e capazes de
modificar favoravelmente o perfil lipidico, ainda ha a necessidade de aperfeicoar
o atual manejo terapéutico das dislipidemias (MAGALHAES et al., 2004).

Além das estatinas que sio os principais farmacos recomendados para a
hipercolesterolemia isolada, existem medicamentos que podem ser
administradas isoladamente ou associados as estatinas, tais como o ezetimibe
que € um potente inibidor da absor¢cao do colesterol que esta sendo usado
clinicamente para tratar hipercolesterolemia de resinas de troca, ocasionalmente
a fibratos , acido nicotinico e niacina que tem ag¢ao molecular sobre o tecido
adiposo (FIGURA 4) , porém insuficiente para explicar a sua ampla agao
antilipémica (De MARIA e MOREIRA, 2011).

Também se pode utilizar o dmega-3, isoladamente ou em associagao aos

farmacos. No tratamento da hiperlipidemia mista, se os TG forem superiores a

-17 -



500 mg/dL, deve-se iniciar o tratamento com fibratos, adicionando &cido

nicotinico e/ou 6mega-3, caso necessario (ABADI e BUDEL 2014).

Contudo, sabe-se que substancias antioxidantes ou que funcionam como
cofatores para elementos antioxidantes sdo capazes de reduzir o estresse
oxidativo e a inflamacéo, atenuando o processo aterogénico. Desse modo,
alternativas terapéuticas que buscam combater o estresse oxidativo e a
inflamacédo estdo sendo intensamente investigadas, sobretudo aquelas que
possam contribuir para o bloqueio do processo da aterosclerose com maior

eficacia com uma menor incidéncia de efeitos colaterais (MONTERA, 2007).

Via endogena u Via exogena

HEPATOCITO
Estatinas diminuom HMG CoA —= HMG CoA
asintesede C © rOutase P

MVA

DUCTO BILIAR

Ezetimiba reduz Acidos
absorcéo de C .

ENDOTELIO VASCULAR

P -

TECIDOS PERIFERICOS
(GORDURA. MUSCULO)

FIGURA 4 - Acbes das estatinas, fibratos, resinas e ezetimibe nas vias endégena e
exogena de sintese do colesterol. FONTE: RANG et al., 2011
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2.5 Os inibidores da HMG-coa redutase: estatinas.

O primeiro inibidor da HMG-CoA redutase, a compactina (mevastatina),
foi descoberto em 1976 por Akita Endo e originalmente isolado como produto
metabdlico da cultura do fungo Penicillium citrinum, mas essa substancia devido

a sua alta toxicidade n&o foi empregada para o uso clinico (ENDO, 2010).

As estatinas sdo a classe de medicamentos mais vendida nos Estados
Unidos e tem a atorvastatina como a subclasse mais prescrita em todo o mundo
(GOLOMB e EVANS, 2008). Sao também conhecidas como inibidores da enzima
3-Hidroxi-3-Metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase e possuem eficiéncia
para o tratamento das dislipidemias, uma vez que reduzem de 15 a 55% os niveis
de LDL-C, de 7 a 28% os de TG, e ainda elevam entre 2 e 10% os niveis HDL-
C (PASTERNAK et al., 2002). As estatinas possuem também efeitos adicionais
como promover crescimento de novos vasos sanguineos mediado pelo 6xido
nitrico, estimular a formag¢ao da medula 6ssea, proteger as LDL contra oxidagao,
efeitos anti-inflamatérios e reduzir os niveis de proteina C reativa. Tais farmacos
sao administrados por via oral geralmente a noite, quando sao bem absorvidos

e metabolizados pelo figado, seu local de acédo (WOLFRUM et al., 2003).

As estatinas inibem a enzima HMG-CoA, em uma fase inicial da via do
mevalonato, e assim a biossintese hepatica de colesterol é reduzida, resultando
em up regulation dos receptores da LDL que levam a diminui¢do dos niveis de
LDL. Recentes ensaios revelaram que as estatinas reduzem o risco de eventos
cardiovasculares (PORTELA et al., 2014).

A inibicado da HMG-CoA redutase também interfere na reducdo da
producdo dos intermediarios isoprendides tais como o farnesilpirofosfato e
geranilpirofosfato, ao impedir a conversdao da HMG-CoA (FIGURA 5) em &cido
L-mevaldnico (De LOECKER e PREISER, 2012). Estruturalmente, as estatinas
contém grupos rigidos hidrofébicos ligados ao HMG. Lovastatina, pravastatina e
sinvastatina derivam da compactina (mevastatina), sendo este grupo chamado
de estatinas do tipo 1. Fluvastatina, cerivastatina, atorvastatina e rosuvastatina

sao totalmente sintéticas com grupos volumosos ligados ao HMG, contém grupo

-19 -



fluorfenil e sdo as estatinas do tipo 2. (FIGURA 6) E importante destacar que
apesar de possuirem estruturas semelhantes, as estatinas tém acdes diferentes
e seu uso deve ser controlado por recomendacao meédicas. Essas moléculas
deferem entre si na absorgdo, biodisponibilidade, ligacdo as proteinas
plasmaticas, excregéo e solubilidade (ESLAMI et al., 2013).

Acetil-CoA + Acetoacetil=CoA

v

HMG CoA

HMGCoA | o X 4+—— ESTATINAS
redutase

Mevalonato

N

Isopentil-PP

E

Creranil-PP

.

17 Famczi]-PP —l

Ubiguinona Esqualeno Geranilgeranil-PP

.

Lanosterol

.

Colesterol

FIGURA 5: Biossintese do colesterol e inibicdo da Hmg Coa redutase., enzima limitante da
velocidade na via mevalonato Por meio de fosfolarizagdo subsequentes , mevalonato é
convertido em IPP e DMAPP , que séo usados para produzir FPP . FPP serve como molécula
precursora para uma variedade de compostos bioativos, como heme, dolichol , ubiquinona , e
esqualeno, ( precursor do colesterol) hepatico em células. HMG CoA redutase , 3 - hidroxi - 3 -
metilglutaril coenzima A ;DMAPP , pirofosfato dimetilalilo ; FPP farnesilpirofosfato ; GGPP ,
geranil - geranil - pirofosfato ; IPP, pirofosfato isopentenil. FONTE: (MARGARITIS et al., 2014)
A consequente reducdo na sintese hepatica de colesterol resulta em
aumento da sintese de receptores de LDL e, portanto, aumento da depuracao

das LDL e redugao da concentragao plasmaticas de colesterol LDL. Além disso,
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causam pequena reducgao dos triacilglicerdis plasmaticos e pequena elevagao
do colesterol HDL. Todas as estatinas possuem na sua estrutura um grupo
hidroximetilglutaril (HMG), o qual pode estar presente na forma de lactona
inativa. In vivo estas pro-drogas sao enzimaticamente hidrolisadas as suas
formas hidroxi-acidas ativando o mecanismo de acao inibitério da HMG-Coa
redutase (RIBEIRO et al. 2015).

Filuvastatin Simvastatin Pravastatin
HsC CH
Q o) OH OH O : ® OH OH O
7 /\)\)\/‘L
HAC P
YR, i
0=S
/ S
= o/ CH, F
Atorvastatin Rosuvastatin

FIGURA - 6: Estrutura quimica de algumas estatinas mais utilizadas. A rosuvastatina é
significativamente mais hidréfilo do que a atorvastatina e sinvastatina, que sdo mais lipofolicas.
FONTE:(BARREIRO e FRAGA, 2014).

Além da reducédo dos niveis de colesterol ja estabelecidos, a inibicdo das
proteinas intracelulares dependentes dos isoprendides promove efeitos
bioldgicos, que sdo conhecidos como efeitos pleiotropicos (FIGURA 7). Esses
efeitos caracterizam as atividades secundarias das estatinas, com provaveis
beneficios cardiovasculares, tais como propriedades antiinflamatérias, agdes
imunomoduladoras, anti-trombogénicas, protegdo da fungdo endotelial,
propriedades antioxidantes, sendo que esta ultima modula o stress oxidativo
(YAO et al., 2015).
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Estes efeitos pleiotropicos sao independentes do colesterol e sao
responsaveis pela melhora da fungdo endotelial, aumento da estabilidade de
placa aterosclerdtica, diminuigdo do estresse oxidativo e da inflamacgao, e ainda
inibicdo da resposta trombogénica. Muitos destes efeitos parecem ser mediados
pela inibicdo dos isoprendides, que servem como ligantes lipidicos de moléculas

sinalizadoras intracelulares (LIAO, 2005).

Outros modelos estdo sendo propostos para elucidar os demais efeitos
exercidos pelas estatinas. Estudos demonstraram que a sinvastatina é capaz de
exercer efeitos antiproliferativos e pré-apoptéticos em células tumorais
(OSMAK, 2012).

Fungdo Endotelial
- Expressic da iINOS
- Adesdo Leucocitaria

Anti-inflamatdrio:

- Proteina C Reativa

- Liberadores de Quimiocinas
- Moléculas de Adesdo

- Expressdo de citocinas

Antioxidante:
ESTATINAS — t- NADPH oxidase
l- Ativagio Heme Oxigenase

. Antitrombético:
- Express3o e Atividade CMH -Niveis  do  Inibidor  do
I * ativador de Plarninogénio
-Expressdo de  Tofl-Like- -Ativador de Plasminogénio
receptor 4 Tecidual N
-Ativagdo de Linfécitos T via -Expressio e Atividade de
bloqueio LFA-1 Trombomgdulina
-Proliferagdo de mondcitos e
macrdfagos

FIGURA: 7 — Efeitos pleiotropicos das estatinas.Fonte: RODRIGUES , 2014.

Recentemente, Nielsen et al. (2012) demonstraram a diminui¢cao de 15%
da mortalidade de pacientes com cancer usuarios de estatinas. Para este

estudo, realizaram analises em um grande grupo de individuos, recolhendo
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informacodes de 1995 a 2009, comparando os dados de pacientes usuarios de

estatinas com nao usuarios, e assim reforcando a acio dos efeitos pleiotropicos

A atuacio desses farmacos se da pela competicdo deles com o HMG-
CoA pela mesma enzima, responsavel por catalisar a reagdo da sintese de
colesterol (GUTERRES, 2014).

Os inibidores da HMG-CoA redutase (estatinas) sdo bem tolerados e os
efeitos indesejaveis incluem disturbios gastrintestinais, insénia e erupgdes
cutaneas (KATZUNG, 2003). Ja o efeito adverso mais severo é a miosite grave
(rabdomidlise), que atinge o sistema muscular relacionados a miopatias com
estatinas em cerca de 5 a 10% dos pacientes e podem ser manifestadas
por dores, caimbras, rigidez muscular, redu¢do da forca aumentao de creatino
quinase total e creatinina. Alguns pacientes mostraram aumento dos niveis de
uréia plasmatica. Mais raramente podem ocorrer hepatite, hipertrofia miocardica
e angioedema em tratamentos com estatinas (KRISHNAN e THOMPSON,
2010).

Apesar dos efeitos adversos, a eficiéncia e a relativa seguranca
demonstradas por estes medicamentos os tornaram mundialmente utilizados,
posicionando-os entre os mais comercializados, e recordistas de vendas da
industria farmacéutica (BONFIM, HANSEN et al. 2014)

2.6 Sinvastatina

A sinvastatina, farmaco escolhido para nosso estudo, € uma pro-droga
de lactona inativa, inibidora competitiva especifica e reversivel, que &
metabolizada no figado para sua forma ativa. E uma modificacdo quimica da
lovastatina e foi aprovada para comercializagao na Suécia no ano de 1988, e
hoje € um dos antilipémicos mais consumidos no Brasil e no mundo. Ela esta
incluida na Relagdo Nacional de Medicamentos essenciais para o tratamento de
cardiopatia isquémica e de hipercolesterolemia, atuando como inibidor
competitivo da HMG-CoA, limitando a taxa enzimatica, responsavel pela sintese

do colesterol (produto final da via do mevalonato). Portanto, € uma droga
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relacionada ao tratamento da hipercolesterolemia e hiperlipidemia, na prevengao
de do risco de doengas cardiovasculares e doengas que tém o nivel sorolégico
de lipidios aumentados, bem como doengas hematoldgicas, e acidentes

vasculares isquémicos (HASSAN et al, 2011).

Apresenta formula molecular C25H3s0s, (FIGURA 8). Sua apresentacao
€ na forma de um pé cristalino branco com coeficiente de particdo (log P
(octanol/agua) ) igual a 4,68 que se funde entre 135 e 138 °C e apresenta
absorc¢ao na regiao do ultravioleta em A = 231, 238 e 247 nm em acetonitrila. O
farmaco é facilmente soluvel em cloroférmio (610 mg/mL), dimetilsulféxido (540
mg/mL), metanol (200 mg/mL), e etanol (160 mg/mL); muito pouco soluvel em
hexano (0,15 mg/mL), é insoluvel em agua (0,03 mg/mL) e em acido cloridrico
0,1 M (0,06 mg/mL). A sinvastatina apresenta baixa solubilidade em meio aquoso
e alta permeabilidade em lipidios. No sistema de classificagao biofarmacéutica é
uma droga de classe Il (OLIVEIRA et al., 2010).

A sinvastatina tem outros efeitos além da redugcdo das taxas de
colesterol atuando também na melhora da funcédo endotelial, no decréscimo da
funcao vascular inflamatéria, na inibicao da proliferacdo dos musculos lisos, e
tem efeito de imunomodulagdo (HASSAN et al., 2011).

Na ultima década foi dado énfase no efeito da droga no tecido 6sseo
(via inibicao da via do mevalonato), sendo observado: expressao das proteinas
morfogénicas do osso (BMP-2), quando da sua administragao local no tecido
o6sseo (MUNDY et al.,, 2001); efeito 6sseo indutivo in vitro estimulo a
mineralizagcdo e diferenciacdo de células mesenquimais em novas células
responsaveis pela neoformacado Ossea; além da droga atuar em outras vias,
como a do oOxido nitrico, um mensageiro quimico liberado por células
inflamatorias (NASSAR et al., 2009).
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FIGURA 8: Estrutura Quimica da Sinvastatina. FONTE: ADAM e LAUFS, 2014

2.6.1 Hepatotoxicidade com estatinas

Mesmo sendo considerados farmacos seguros as estatinas nao estao
isentas de efeitos adversos. Apesar de raras, a hepatotoxidade e as miopatias
sdo as complicagdes mais comuns desses farmacos (CUETO et al., 2007). Os
dados dos diversos estudos em que as estatinas foram empregadas sdo muito
consistentes em mostrar que a hepatotoxicidade é rara (< 2%), mas quando
ocorre manifesta-se com aumento de AST (TGO) e/ou ALT (TGP). Além disso,
0s eventuais aumentos dessas enzimas s&o assintomaticos. As ictericias e a
hiperbilirrubinemia raramente estdo associadas as estatinas. Sabe-se que a
hepatotoxicidade € dose-relacionada com doses mais altas associadas a
maiores taxas de anormalidades enzimaticas. A AST tem-se mostrado mais
sensivel no acompanhamento do tratamento com estatinas. Sdo recomendados,
como critérios para interrupcao do tratamento AST e/ou ALT acima de trés vezes
o limite superior da normalidade para o método empregado para dosagem
dessas enzimas (BERTOLAMI, 2005).
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Pacientes com enzimas hepaticas aumentadas no nivel basal antes de
iniciar o tratamento com as estatinas, quando tomam esses medicamentos, tém
maior risco de desenvolver hepatoxicidade leve a moderada do que aqueles que
tém enzimas normais no inicio. Entretanto, o risco de desenvolver
hepatotoxicidade grave € igual em quem comega a terapia com enzimas
hepaticas aumentadas versus quem tem testes hepaticos normais. Além disso,
esses autores mostraram que se tiver que aparecer, a toxicidade hepatica muito
provavelmente ocorrera nos primeiros seis meses do tratamento (CHALASANI
et al., 2004).

2.7 Estresse oxidativo e atividade antioxidante das plantas

O estresse oxidativo esta ligado a doengas como cancer, aterosclerose,
injuria isquémica, inflamagdo, desordens neuro-degenerativas entre outras
(MATES et al.,, 1999). Existe uma variedade de substancias extraidas de
vegetais com atividades biolégicas, motivo pelo qual as plantas e seus

componentes tém merecido atencao especial (HALVORSEN et al., 2002).

Estudo referidos na literatura indicam que alguns componentes das plantas
atuam como potentes antioxidantes naturais (PROENCA DA CUNHA et al,,
2003).

Muitas plantas produzem antioxidantes naturais em resposta a presenca de
espécies oxidantes. Reagdes com espécies oxidantes podem conduzir a
formacao de radicais livres e, por sua vez, o seu acumulo leva a ocorréncia de
estresse oxidativo devido ao desequilibrio entre a geracado de espécies reativas
de oxigénio (ROS), ou de azoto (RSN) e as enzimas antioxidantes (SOUZA et
al., 2007).

Quando os antioxidantes naturais sao produzidos em excesso podem oxidar
lipidios, proteinas e acidos nucléicos, perturbando as suas estruturas e as suas
fungdes, interferindo assim com o metabolismo celular normal (estresse

oxidativo) e em ultimo caso, pode levar a morte celular. Os antioxidantes sao
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capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem alvos
biolégicos nas células (MATA et al., 2007). A producédo inevitavel de radicais
livres pelo organismo, com a consequente exposigado celular aos mesmos, fez
com que, adaptativamente, os organismos tenham desenvolvido mecanismos de
defesa (intra e extracelulares), que Ihes permitam salvaguardar o equilibrio de
que necessitam para o funcionamento celular normal, minimizando os efeitos
deletérios causados pelos agentes oxidantes. A grande concentragcdo de
antioxidantes encontrados em plantas deve-se a necessidade de proteg¢ao das
células vegetais contra os radicais livres gerados pelo estresse oxidativo,
provocado pela exposi¢ao aos raios solares e ao oxigénio (FERREIRA e ABREU,
2007).

Determinadas plantas tém uma elevada concentracdo de compostos com
capacidade antioxidante que, ao longo do tempo, vem sendo utilizadas na
medicina tradicional para prevenc¢ao ou tratamento de multiplas patologias. Nos
dias de hoje estas plantas continuam a ter um crescente interesse na fitoterapia
preventiva e curativa (SERRANO et al., 2007).

Esses compostos sdo encontrados na maioria dos alimentos ingeridos
diariamente numa dieta equilibrada (sementes, cereais, legumes, frutos, folhas,
raizes, especiarias e ervas), que possui na sua constituicao diversas moléculas
naturais bioativas como os flavondides, que se designam, genericamente, por
compostos fitoquimicos, evidenciado o seu potencial na modificagao favoravel
do metabolismo humano, no que se refere a prevengcao de doencgas crénicas e
degenerativas (ANJO et al., 2004). Atribui-se o efeito antioxidante das plantas, a
presenca de grupos hidroxilos nos seus compostos fendlicos que desempenham
um papel importante na neutralizacado ou sequestro de radicais livres e quelagao
de metais, que permitem a sua atuagdo como agentes redutores, doadores de
hidrogénio (VALENTAO et al., 2002).

Com isso, a constante busca e estudos desses antioxidantes tém sido
intensificados nos ultimos anos no sentido de encontrar produtos naturais com
atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir compostos sintéticos ou
fazer associacgao entre eles no com bate ao mecanismo de estresse oxidativo no

tratamento de dislipidemias.
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2.8 Flavonoides

Os flavonodides sao polifendis de baixa massa molecular, sendo que o
termo polifendis pode ser definido como sendo uma substéncia que tem um ou
mais nucleos aromaticos, contendo substituintes hidroxilados e/ou derivados
funcionais, como ésteres, glicosideos e outros (SOUZA et al., 2009). A palavra
flavondides deriva do latim “flavus” amarelo e “oide” forma. Esses flavondides
apresentam diversas propriedades farmacoldgicas importantes, sao eficazes na
prevencado de diversas enfermidades hepaticas como a cirrose e a hepatite
alcoolica e no tratamento doengas cronico-degenerativas, além de diferentes
mecanismos de prevencgao de doengas cardiovasculares. Os flavonoides estao
presentes em plantas comestiveis e ndo comestiveis, tém sido demonstrados
como possuindo efeitos farmacoldgicos como antioxidantes, hipolipidémicos,
anti-inflamatérios e anti-hipertensivos. Estes efeitos ocorrem devido a presenca
de diversas hidroxilas fenodlicas nas estruturas dos flavonoides (CALABRESE et
al., 2003).

Constituem um grupo quimico natural complexo, derivado do
metabolismo secundario de plantas, e s&o caracterizados por apresentarem trés
anéis fundidos como unidade estrutural basica. Estes anéis estdo nomeados
com as letras A, B e C. Além disso, os flavondides podem ser divididos em seis
importantes classes (FIGURA10): flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis,
flavandis e antocianinas (MATSUBARA et al., 2006).

FIGURA 9: Estrutura Basica dos Flavonodides. FONTE: AHERNE e O’'BRIEN, 2002
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Diversos ensaios tém mostrado a ampla variedade das atividades
biolégicas dos constituintes dos flavonoides. Foram relatados sobre os diversos
sistemas biologicos: capacidade antioxidativa, antiinflamatoria, vasodilatadora,
antialérgica, antihepatotoxica, antiulcerogéncia, hipoglicemiante,
antimicrobianas, antivirais, atividade contra o desenvolvimento de tumores,
hiperlipidemia, bem como nos processos ateroscleréticos, (MARTINEZ-
FLOREZ et al., 2002).

Ja o isoflavondide daidzeina, em concentracbes diferentes e em
tratamento cronico, demonstra atuar como protetor e regenerador dos
antioxidantes primarios do organismo, como o acido ascoérbico (vitamina C), o
tocoferol (vitamina E) e o B-caroteno (vitamina A). Estes mesmos autores relatam
que este polifenol pode, efetivamente, inibir as reacdes oxidativas deletérias a
tecidos e retardar os fendmenos fisiopatoldégicos da aterosclerose e da
trombogénese. Este composto, em concentracbes de 1 a 10 pM, também
mostrou ter a propriedade de inibir varias enzimas envolvidas na carcinogénese
promovendo efeitos anti-iniciais e antipromocionais na carcinogénese de pele,
mama e prostata (PERICLEOUS et al., 2014).

Com isso, as estratégias que se baseiam na acdo de constituintes
fitoquimicos com propriedades antioxidantes como formas de intervengao,
tornam-se imprescindiveis a qualquer programa que vise, a partir do principio da
integralidade das agbes bioquimicas e farmacoldgicas, elevarem a efetividade

das acgoes.
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FIGURA10 :Subclasses de Flavonoides, as suas caracteristicas quimicas, nome de flavondides

e exemplos da estrutura base. FONTE: Silva (2012).
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2.8.1 Acao de flavondides (nivel cardiovascular)

No inicio dos anos 1990, estudos epidemioldgicos mostraram que uma
associagao parecia existir entre a ingestao de flavonoides e a redugao de infarto
do miocardio e acidente vascular cerebral em algumas popula¢des (HERTOG et
al., 1993; KELI et al., 1996). Desde entado, surgiram evidéncias que flavonoides
poderiam ter um valor terapéutico potencial na prevencido e no tratamento de
doencas cardiovasculares (HABAUZIT e MORAND, 2012).

Varios ensaios clinicos tém sido realizados para explorar possiveis efeitos
benéficos da ingestdao de flavondides. A maioria dos resultados sugere uma
reducdo do risco cardiovascular em individuos com dietas ricas em flavondides.
Os efeitos terapéuticos foram associados ao seu potencial antioxidante, anti-
inflamatorio, antiproliferativos e agdes antitrombdticas (WRIGHT et al., 2013).
Além disso, as acgdes fisiologicas e farmacoldgicas de flavondides podem ser
afetadas por sexo, estilo de vida, doencgas e interagbes com drogas, limitando
assim a seu impacto na saude humana (CHANET et al., 2012).

No entanto, os flavondides sao extremamente interessantes como
modelos moleculares para conceber compostos com melhores perfis
farmacolégicos para o tratamento de doencgas cardiovasculares humanas. Uma
analise de estudos efetuados sobre os flavondides em relacdo a doenca
cardiaca coronaria mostrou que a ingestdo de flavondides estava associada
a reducao de 20% no risco de doenga cardiaca coronaria fatal (HODGOSO,
2008).

Os flavondides podem atuar relaxando os musculos do sistema vascular,
contribuindo assim para reduzir a pressao arterial e melhorar a circulacédo em
geral. O desenvolvimento de disfungdo endotelial pode contribuir para a
patogénese da doencga cardiovascular. Uma das moléculas mais importantes
libertadas pelo endotélio € o 6xido nitrico (NO). Esta molécula € um importante
regulador do ténus da parede arterial. A disfungao endotelial é caracterizada pela
perda da vasodilatacdo normal dependente do endotélio e mediada pelo NO na
artéria (OLIVEIRA et al., 2010).0 mecanismo que pode explicar o efeito
hipotensivo observado com os flavondides estaria relacionado a capacidade

destes de promover a liberacdo de NO pelo endotélio vascular, um composto
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que tem efeitos vaso relaxante e antiagregante, e que ao longo do tempo induz
a expressao de genes protetores para o sistema cardiovascular (GRASSI et al.,
2005)

Estudos recentes também concluiram que alguns flavondides sé&o
potentes inibidores da inducdo da iNOS e, ao mesmo tempo, eles podem
aumentar a atividade da eNOS. Os flavondides ja foram descritos como
inibidores da peroxidacao lipidica (também chamada de lipoperoxidagéo), in
vitro, por atuarem como antioxidantes eliminando os anions superoxido. As LDL
podem ser modificadas por radicais livres que oxidam os acidos graxos
polinsaturados na molécula. Particulas de LDL modificadas sao facilmente
absorvidas por macréfagos e tornam-se toxicas para o endotélio dos vasos
sanguineos. Isso possibilita a formacao de placas ateroscleréticas. Estudos in
vitro demonstraram que os flavondides inibem essa modificacdo oxidativa das
LDL pelos macréfagos através de um desses 2 mecanismos: Inibicdo da
hidroxilacdo das LDL ou oxidac&o preventiva do tocoferol, que esta presente
em lipoproteinas. As propriedades antioxidantes dos flavondides podem ser
benéficas a saude, ja que previnem a oxidagao das LDL, uma vez oxidadas,
acredita-se que elas sejam sao aterogénicas. Portanto, o bloqueio da oxidagao
das LDL, pode diminuir a formagao de placas ateroscleréticas que reduzem a
rigidez arterial, deixando as artérias mais susceptiveis aos estimulos endégenos
de vasodilatagdo. ( ACHKAR et al., 2013).

Muitos estudos demonstraram protegao significante dos flavonodides aos
danos vasculares e de melhora no perfil lipidico de animais submetidos a dieta
hipercolesterolémica. A acao protetora dos flavondides também pode estar
relacionada a sua capacidade de inibir a sintese dos ecoisandides (resposta
antiinflamatadria), de prevenir a agregagéao plaquetaria (efeitos antitrombéticos) e
de proteger LDL da oxidagao (prevencao de lesbes no endotélio) como visto
anteriormente (NIJVELT et al., 2001).

O flavondide morina reduziu as concentragdes dos triacilglicerodis
plasmaticos em 65%, reduzindo também a gordura do figado, mas aumentando

as concentragdes de HDL em 47%. Também reduziu o colesterol total em 30,9%
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e o LDL em 29,3%. Ja a quercetina provocou a elevagao plasmatica de HDL em
28,6% (HERTOG et al., 1992).

Flavondides presentes no vinho tinto, sobretudo o resveratrol, que € o
composto fendlico presente principalmente na casca de uvas, ao qual tem sido
atribuida importante fungdo no sistema cardiovascular, especialmente por sua
acao na redugao do estresse oxidativo, inibicdo da agregagao plaquetaria e
proliferacdo de células espumosas, além de redugao da inflamacéo vascular e
melhora da fung¢do endotelial, estdo relacionados na protecdo contra doencas
cardiovasculares devido a diminuicdo da concentracéo sérica de LDL e inibicdo
da agregacdo plaquetaria (BARBOSA e FERNANDES, 2014). Essa
suplementacao de flavonoides (oriundos da uva) adicionado ao etanol quando
administrados em ratos reduziu a oxidagao das LDL, sendo que o etanol sozinho
tinha um efeito contrario (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-CALIXTO 2008).

Além de estudos in vitro e em modelos animais citados anteriormente os
estudos epidemioldgicos sao de extrema relevancia para a melhor avaliagao de
compostos derivados de plantas. Um estudo epidemiologico realizado na
Holanda contou como amostra 805 homens com faixa etaria entre 65 e 84 anos
nos quais examinaram a relacdo entre consumo de flavondides e risco de
desenvolver doencas cardiovasculares. Observou-se uma relagdo inversa
significativa entre o consumo de flavondides e a morte por doencas
cardiovasculares e também uma relacido inversa, porém mais fraca, com a
incidéncia de infarto do miocardio (HERTOG et al., 1992).

Com isso, estudos em modelo animal e, sobretudo estudos
epidemiologicos sdo relevantes, uma vez que, muitos estudos in vitro nao
levaram em conta a biodisponibilidade ou o metabolismo dos flavondides, os

efeitos observados podem nao refletir situagdes in vivo.

Estudos clinicos mostram que a hipercolesterolemia esta associada com
o aumento da geragao de ERO no sistema vascular. Assim, sugere-se que 0
estresse oxidativo esteja relacionado com a fisiopatologia das doencgas
cardiovasculares. As ERO podem oxidar as lipoproteinas de baixa densidade,

que quando fagocitadas pelos macréfagos transformam-se em células
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espumosas, dando inicio a formacédo da placa aterosclerética (BENAVENTE-
GARCIA e CASTILLO 2008).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a agao
antiinflamatoria dos flavonoides, incluindo atividade antioxidante através do
sequestro de radicais livres, regulagédo da atividade de células antiinflamatérias,
modulagado do metabolismo do acido araquidénico, modulagado da produgao e
expressdo génica de moléculas pro - inflamatérias, mas esses mecanismos
ainda ndo estdo bem elucidados (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009).

Com isso, a atuacéao dos flavondides com seus possiveis mecanismos de
acao podem ser utilizados na prevencdo das doencas cardiovasculares,

podendo ajudar no processo de combate a hiperlipidemia.

2.8.2 Flavonoéides e sua agao em dislipidemias

Experimentos realizados em ratos evidenciaram que flavonoides
extraidos de beringela (Solanum melongena) apresentaram efeito na reducao
nos niveis sanguineos de colesterol total e triacilglicerdis. Esse efeito pode ser
explicado, em parte, pelo aumento da atividade da enzima LCAT,enzima
presente na superficie das HDL, que converte o colesterol presente em Qm,
VLDL, LDL em ésteres de colesterol. Observou-se também nesse experimento
um aumento nos niveis de acidos biliares hepaticos e fecais, bem como esterois
neutros fecais, indicando uma alta taxa de degradacao de colesterol e reducao
na reabsorgéao intestinal de acidos biliares (GONCALVES et al., 2006)

A reducédo do colesterol plasmatico resulta no aumento da absorgao de
colesterol dietético, o que contribui para a simultanea diminuicido da excrecao
fecal de colesterol em ratos alimentados com esses flavonodides. A atividade de
HMG-CoA redutase estda normalmente diminuida em ratos alimentados com
dieta alta em colesterol enquanto que a atividade da enzima ACAT e colesterol-
7-a-hidroxilase estdo aumentadas. Entretanto, a presenca desses flavondides

em uma dieta rica em colesterol diminuiu significativamente a atividade de HMG-

-34-



CoA redutase e ACAT. A reducao da atividade da enzima ACAT pode levar a
uma reducgao dos ésteres de colesterol disponiveis para formar VLDL resultando,
assim, na reducdo da secregdo dessa lipoproteina pelo figado. Dessa forma,
nem a naringina, nem a hesperedina inibiram HMG-CoA redutase ou ACAT in
vitro, sugerindo que ambas podem sofrer algumas mudangas estruturais ou
ficarem ativas no intestino ou em outro 6rgdo. Outra hipdtese seria que a
expressdo de genes dessas enzimas pode ser inibida pelas naringina e
hesperidina em ratos alimentados com dieta rica em colesterol. O efeito de
flavondides sobre os niveis de colesterol sanguineos em humanos também
foram estudados por Hodgson et al.(1998) que avaliaram o efeito dos
isoflavonoides genisteina e daidzeina sobre os niveis de lipidios sanguineos em
individuos saudaveis. Os isoflavondides apresentam atividade estrogénica e os
estrogenos podem reduzir colesterol LDL do soro e aumentar os niveis de
colesterol-HDL. Durante oito semanas, treze mulheres no periodo pos-
menopausa, nao submetidas a terapia de reposicdo hormonal, e quarenta e seis
homens receberam, diariamente, um tablete contendo 55 mg de isoflavondides
(predominantemente na forma de genisteina) ou um tablete de placebo. Os
individuos mantiveram sua dieta habitual e atividade fisica durante todo o
periodo de tratamento. Os niveis sanguineos de colesterol total, colesterol-LDL,
colesterol-HDL e subclasses de colesterol-HDL, triacilgliceréis foram avaliados
na ultima semana de tratamento, sendo que nenhuma diferenca significativa foi
identificada verificando o efeito hipolipidémico dos flavondides morina e

quercetina isoladamente e associados ao acido nicotinico em ratos.

laya e Igarashi (1992) relataram atividade hiperlipidémica dos flavondides
taxifolina, rutina e catequina por meio do efeito dos flavondides naringenina,
rutina e acidos nicotinicos isoladamente e associados na redugao dos lipidios
sanguineos. No mesmo estudo foram registradas as agdes hipolipidémicas dos
flavonoides naringenina, rutina e dos corantes naturais monascus e antocianina
isoladamente e associados. No entanto, para que no futuro essas substancias
possam ser utilizadas como medicamento torna-se necessario o seu estudo
farmacolégico e toxicoldgico em diferentes espécies de animais. Outros estudos
observaram a influéncia de polifendis presentes no cha preto sobre os niveis de

lipidios do soro em ratos alimentados com dieta contendo 15% de banha e 1%

-35-



de colesterol. A dieta foi suplementada com 1% de polifendis extraidos de cha
preto. Os animais alimentados com dieta contendo banha e colesterol
apresentou um aumento nos niveis de colesterol do figado e plasma, quando
comparados com os animais do grupo controle. A suplementagao com polifendis
extraidos do cha preto na dieta contendo colesterol e banha diminui os niveis de
lipidios no plasma e aumentam a excreg¢ao fecal de lipidios totais e colesterol.
Nos adipécitos, hormdnios lipoliticos como catecolaminas, glucagon e
corticotropina atuam na mobilizagdo de acidos graxos estocados na forma de
triacilglicerdis. Muitos agentes terapéuticos tém apresentado efeito lipolitico
através da inibicao da enzima fosfodiesterase (MATSUMOTO et al., 1998).

Kuppusamy e Das (1992), avaliaram o efeito de varios flavonoides sobre
a enzima fosfodiesterase do AMPc e mobilizagao de lipidios nos adipdcitos de
ratos. Os flavondides quercetina, luteonina, escutelareina, floretina e genisteina
apresentaram significativa inibicdo sobre a enzima fosfodiesterase quando
comparado com o 3-isobutil-2-metilxantina, um potente inibidor dessa enzima.
Os flavondides fisetina, quercetina, floretina e buteina, potentes inibidores
competitivos de fosfodiesterase, apresentaram um intenso efeito lipolitico,
embora nem todos os inibidores da fosfodiesterase demonstraram a mesma

resposta.

Kirk et al.(1998) avaliaram o efeito dos flavonoides genisteina e daidzeina
em camundongos, com e sem receptores de colesterol-LDL. Nesse estudo,
observou-se que nos animais com receptores de colesterol-LDL, os flavondides
testados aumentaram a atividade dos receptores. O colesterol-LDL transporta o
colesterol para os tecidos periféricos, e os flavonoides ao ativarem os receptores
de colesterol LDL no hepatdcito, aumentam a endocitose, o que leva a redugcao

dos niveis sanguineos de colesterol.

Juzwiak et al. (2005) em estudo com coelhos, evidenciaram que
quercetina possui propriedades hipolipidémicas e antiaterogénicas ao
demonstrar reducdo de niveis plasmaticos de triacilgliceréis e colesterol
elevados por dieta rica em lipidios apdés doze semanas de experimento e
reduzida formacado de placas ateroscleréticas na aorta bem como injuria na

artéria carétida com quatro semanas de estudo.Os efeitos hipolipidémicos de
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quercetina podem depender da ativacdo de algumas enzimas microssomais,
observados pela elevagao do conteudo de citocromo P450 e os mecanismos
anti-aterosclerdtica que denotam propriedades antioxidantes sugeridos pela
reducao da formacao de MDA (importante marcador de peroxidagao lipidica)

Inibicdo da oxidacao de LDL.

Os acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas das células
podem ser oxidados por peroxidacdo enzimatica ou anti-oxidativa, mediante
reacdes que envolvam radicais livres. O excesso desses radicais pode levar a
reacdo em cadeia incontrolada de peroxidagao lipidica, que ocorre em trés
estagios: iniciacdo, propagagao e terminacdo. No estagio de iniciagao ocorre
interagdo do acido graxo insaturado com o oxigénio, formando um radical
lipidico. No estagio de propagacdo, o radical lipidico reage com oxigénio
molecular, formando radical peroxila, que pode atacar outra molécula de lipideo,
formandos mais radicais livres. No estagio de terminacdo, os radicais livres
reagem com antioxidantes formando produtos inertes. A peroxidagao lipidica
pode ser suspensa por inativagdo enzimatica dos radicais livres pelos
antioxidantes que inibem o estagio de iniciacdo e/ou aceleram o estagio de
terminacdo. Os flavondides, representados com sua estrutura basuca na
FIGURA 12, inibem a peroxidacao lipidica, in vitro, no estagio de iniciacao, por
atuarem como antioxidantes eliminando anion superéxido e radicais hidroxilas.
Propbe-se que flavondides interrompam a reacdao em cadeia dos radicais livres,
doando atomos de hidrogénio ao radical peroxila, formando um radical de
flavondide. O radical flavondide, entdo, reage com o radical livre terminando,

assim, a propagacao da reagao em cadeia (SCOTTI et al., 2007).
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FIGURA 11: Em azul substituinte menos importantes a atividade antioxidante; em vermelho,
substituintes importantes a atividade antioxidante. FONTE: (SCOTTI et al., 2007)

Galvez et al. (1995) avaliaram a atividade antiperoxidativa de varios
flavondides sobre a peroxidagdo de membrana de células de figado de rato
induzidas pelo sistema ndo enzimatico (sistema acido ascoérbico-Fe?*) e pelo
sistema enzimatico (acido araquiddnico). Todos os flavondides testados foram
capazes de inibir a peroxidacgao lipidica induzida pelos dois sistemas. Produtos
de oxidagao do colesterol-LDL podem ser detectados como dienos conjugados,
TBARS, fluorescéncia de apolipoproteina B e mudangas na mobilidade
eletroforética. Os efeitos dos flavondides sobre a susceptibilidade a oxidacao de
colesterol LDL foram também avaliados pela inibicao de indugéo de oxidagao por
ao incubar em plasma com flavondides, estimando pela medicado de dieno
conjugado, peroxidacédo lipidica. Lim et al.(1998) avaliaram o efeito dos
flavondides quercetina e ganhuangenina na inibicado da oxidagao de colesterol-
LDL induzida por Cu?* Tanto a quercetina quanto a ganhuangenina inibiram a
modificagdo oxidativa de colesterol-LDL. A atividade antioxidante desses
flavondides foi evidenciada através da reducéo de substancias reativas de acido
tiobarbiturico, produgao de hidroperoxidos de fosfatidilcolina e intensidade de
fluorescéncia de colesterol ILDL oxidado.Outros estudos demonstraram que
catequina e quercetina protegem o colesterol-LDL de oxidagdo quando

incubadas com varias culturas de células, como por exemplo, macréfagos
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derivados de mondécitos humanos, células endoteliais de veia umbilical humana

ou células linfoides.

Quine e Raghu (2005), avaliando epicatequina (flavonoide constituinte da
raiz de Pterocarpus marsupium e folhas e raiz da Harunga madagascariensis)
em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina, obtiveram efeitos
favoraveis ao diminuir TBAR e hidroperéxido, aumentarem a concentragao da
SOD e catalase, enzimas antioxidantes envolvidas na redugao de peréxido de
hidrogénio. Logo, os efeitos antioxidantes e antiperoxidativos de epicatequina

devem ser devidos a reatividade do radical hidroxila.

Cirico e Omay (2006), em estudo in vitro com compostos fendlicos sobre
a capacidade de oxidagao de LDL, observaram que efeitos sinérgicos de acido
ferulico, quercetina, catequina e hesperidina exercem efeitos antioxidantes
interdependentes ou mutuamente protegem contra peroxidagao lipidica. Devido
a grande diversidade de propriedades farmacoldgicas dos flavondides, ao lado
dos seus efeitos antioxidantes (direta ou indiretamente estimulando mecanismo
de defesa enddgena) pode-se diminuir circulagao de colesterol LDL e oxidacéo
lipidica de membrana com suas deletérias consequéncias nas células
endoteliais, ocasionando melhoria da funcdo endotelial e inibicdo da
angiogénese e migracao, além da proliferacdo de células vasculares, efeitos
antitrombdticos, antiaterogénicas e de outras atividades que demonstram que o
emprego terapéutico de plantas contendo flavondides é vasto e de grande valor

para novos alvos para o futuro de drogas e adjuvantes nutricionais.

Com isso, esses compostos mostram importantes efeitos sobre os
processos regulatérios intrinsecos e, assim, podem marcadamente melhorar as
condicbes de pacientes em varios estagios da progressiva doenca
cardiovascular. Além de verificarem atividade antiproliferativas da apigenina,
observaram que altas concentragdes desse flavondide relaxam as artérias. NO
e cGMP estdo envolvidos no relaxamento endotélio dependente, visto que o
efeito estimulatério de apigenina sobre o aumento do Ca?* intracelular contribui
em parte para o relaxamento endotélio independente. NO é produzido pela L-
arginina por pelo menos trés isoformas de NOS. O aumento da producéo de NO

pela atividade constitutiva de NOS no endotélio vascular (NOS-3) dilata os vasos
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sanguineos e inibe adesao de leucécitos e plaquetas na superficie endotelial. Ja
isoformas de (NOS-2) sdo expressas para agado de estimulo inflamatorio
incluindo citocinas, endotoxinas ou espécies reativas de oxigénio, gerando
grandes quantidades de NO, toxico para bactéria e células tumorais (ZHANG et
al.,2000).

Os flavonodides interferem na acéo da atividade das enzimas lipoxigenase
e cicloxigenase também pela inibigcdo da peroxidagdo ndo enzimatica de acidos
graxos polinsaturados que atuam na ativacdo dessas oxigenases (SEFORA-
SOUSA e ANGELIS-PEREIRA, 2013)

A acao antitrombdtica e vasoprotetora de quercetina, rutina e outros
flavondides tem sido atribuida a sua habilidade de ligarem-se a membrana de
plaquetas e eliminarem radicais livres. Através de sua ag¢ao antioxidante, os
flavonoides restabelecem a biossintese e a acédo de prostaciclina endotelial e o
fator de relaxamento derivado do endotélio, os quais sao inibidos pelos radicais
livres. A atividade plaquetaria estd aumentada em pacientes com fatores de
riscos coronarianos, como elevado nivel de colesterol-LDL, hipertensao,
diabetes e tabagismo. Os flavondis quercetina e miricetina apresentaram forte
efeito inibidor da agregacdo de plaquetas humanas induzidas por acido
araquidénico e ADP, mas nao foram efetivas, quando a agregacao plaquetaria
foi induzida por colageno. Em um modelo de agregacéo in vitro, quercetina e
rutina foram capazes de dispersar trombos plaquetarios pré-formados, que foram
aderidos ao endotélio da aorta de coelho. Um dos mais potentes mecanismos
pelo qual os flavondides inibem a agregacao plaquetaria é a mediacao do
aumento dos niveis de AMPc plaquetario através da estimulagao da atividade da
enzima adenilato ciclase ou por inibicdo da fosfodiesterase do AMPc. Estudos
relatam varios efeitos dos flavondides sobre agregacéo plaquetaria bem como
sobre AMPc e metabolismo do acido araquidénico. As flavonas crisina, apigenina
e floretina inibiram a agregacgao plaquetaria por inibirem a via da cicloxigenase.
Crisina e apigenina reduziram o AMPc plaquetario em resposta a PGl 2. Esse
efeito foi provavelmente mediado pela inibicado da adenilato ciclase (LANDOLFI
et al. 1984).
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Portanto, esses compostos mostram importantes efeitos sobre os
processos regulatorios intrinsecos e, assim, podem marcadamente melhorar as
condicbes de pacientes em varios estagios da progressiva doenga

cardiovascular.

2.9 Naringina

A Naringina 4,5,7-tri-hidroxi-7-flavanona (FIGURA 13) é um flavonodide da
classe flavononas “associado” a agucares, sendo utilizado tradicionalmente na
medicina chinesa como anti-inflamatério e antioxidante. Possui sabor amargo
e estd relacionada com muitos beneficios para saude devido as suas
propriedades antioxidantes, atuando como um bom redutor do colesterol
(HERTOG et al., 1992) . E chamado de conjugado, heterosidio ou glicosilado
encontrado em frutas citricas, principalmente a toranja, também é conhecido
pelos nomes de jamboa, grapefruit, laranja-melancia, pamplemussa, laranja
vermelha, laranja-roma, Dentre outras denominagdes, sendo uma importante
fonte de flavondides (PETERSON et al.,2006). Quando ingerida, a naringina é
hidrolisada por bactérias intestinais, dessa hidrolise faz com que a molécula
glicosidica se desprenda formando a naringenina (aglicona na forma livre) que
tem demonstrado capacidade antioxidante e inibicao da proliferacdo de células
cancerosas (ROSA et al., 2012).

OH OH

(a) (b)

FIGURA 12. Estrutura quimica da naringina em (a) e da naringenina em (b). FONTE: (AHMED
et al. 2012).
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Em estudos anteriores realizados por SAPONARA et al., (2006) foi
mostrado que naringina poderia aumentar a condutancia de canais de Na*/K* em
musculo liso vascular de artérias (SAPONARA et al., 2006). Também tem sido
relatado que naringina possui agéo de reduzir os danos induzidos pela radiagao
em DNA de ratos, um efeito que parece estar relacionada com a inibicdo da
atividade de oxidases (JAGETIA et al., 2003).

Gordon et al., (1995) estudaram a protecao do endotélio gastrico devido
a ingestao de naringina quando suas células eram lesionadas por consequéncia
do excesso de ingestdo de alcool. Outros estudos demonstraram a acéo da

naringina, relatando suas atividades anti- apoptaéticas.

Estudos demonstraram que a naringina também apresenta seus efeitos
ligados no processo de reducédo dos niveis de colesterol total. Aléem disso, a
naringina diminui o fator angiogénico do endotélio vascular (SCHINDLER E
MENTLEIN, 2006).

Embora n&o elucidados, os mecanismos antioxidantes cardioprotetores
parecem envolver vias complexas e pouco se sabe sobre a possivel agao
fisiolégica cardiovascular da naringina. Entretanto, a maioria dos efeitos se deve
as agdes de naringenina, a aglicona formada durante a clivagem in vivo, da
por¢cdo de agucar naringina apos a sua ingestdo no processo de oxidagao do
colesterol (ALVAREZ COLLAZO et al., 2014).

Nagem et al.(1999), também observaram efeito hipolipidémicos bastante
acentuados do flavondide naringina isoladamente e associado aos corantes
naturais antocianina e carmim em ratos, além de uma diminuicdo
estatisticamente significativa dos niveis de colesterol e triacilgliceroéis em ratos
adultos da raca Wistar com o tratamento com naringina e antocianina
associadas. Verificaram ainda que, embora nao estatisticamente significativo, os

resultados evidenciaram uma tendéncia de aumento de colesterol — HDL.

Da mesma forma Boket et al. (1999), com o objetivo de avaliar o efeito de
extrato de casca de tangerina e mistura dos flavondides naringina e hesperedina
em ratos alimentados com dieta contendo 1% de colesterol, mostraram reducao

significativa dos niveis de colesterol hepatico e plasmatico, triacilglicerol hepatico
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e esterois neutros fecais. Em outro estudo realizado por Rodrigues, et al. (2015)
foram administradas 0,03% de chitosan e 0,006% de naringenina misturados na
ragao para avaliar o efeito da naringenina e chitosan sobre o metabolismo lipidico
de coelhos. Verificou que o flavondide naringenina reduziu as concentragdes de
colesterol total em 5,27% no 7°dia e em 52,68% no 15° dia do experimento. Em
associagcao com chitosan, houve reducgao de 15,24% no 7°dia e em 61,69% no
15°dia. Oliveira et al.(1997) verificaram que, a uma concentragdo de 10 °M, os
flavondides naringenina, rutina e quercetina apresentaram grande acédo na
inibicdo da enzima aldose redutase de E. Coli que é a enzima que catalisa a
reducao de glicose e galactose, produzindo sorbitol e dulcitol, respectivamente,
usando como cofator o NADH. Essa enzima tem sido encontrada em tecidos de

animal como cornea, retina, sangue.

RIBEIRO (2001) verificou que doses de 10mg de antocianina de uva roxa
e 10mg de naringenina de laranja proporcionou ganho de peso consideravel
assim como reducdo dos niveis sanguineos de glicose e triacilglicerdis em
coelhos, machos albinos da raca Nova Zelandia, com diabete induzida por
aloxano. Verificou ainda esse ganho de peso e redugdes dos niveis de glicose e

triacilglicer6is com dose de 20mg de antocianina no mesmo modelo animal.

Contudo, ainda ha a necessidade de investigacbes sobre as possiveis
acgoes fisioldgicas cardiovasculares diretas da naringina, ja que o flavonéide em
estudo tem aplicagdo antioxidante e antiinflamatéria. Com isso a naringina
poderia representa um protétipo para o desenvolvimento de drogas e
associagdes farmacolégicas que atuam, por meio de agdes no metabolismo

bioquimico, no combate de doencas relacionadas a hiperlipidemia e DCV.

2.10 Modelo animal e metabolismo de coelhos

Os herbivoros apresentam o intestino proporcionalmente maior porque as
plantas contém glicidios complexos, como a celulose caracteristica de vegetais
e que sao de dificil digestao, e nenhum vertebrado produz enzimas capazes de

hidrolisar este polissacarideo. Muitos herbivoros alojam bactérias em
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compartimentos, no ceco ou no préprio estbmago, que neste caso € sub
compartimentado. A ingestdo permanente torna-se necessaria para a
manutengao de um transito eficiente da digestdo. (FEKETE e GIPPERT, 1985).

O processo de digestdo inicia-se com a apreensao e mastigagdo dos
alimentos (20-25 movimentos mastigatérios por minuto), com consequente
trituragdo dos mesmos, a excegao dos cecotrofos, que sao deglutidos integros.
Concomitantemente a trituracdo, os alimentos sdo embebidos em saliva com
enzimas como a amilase salivar, que possui alta atividade, com subsequente
degluticdo. Os falsos ruminantes como os coelhos e lebres, também contém

prépria flora fermentativa, o ceco (GIDENNE, 1994).

A absorgao de nutrientes digeridos pelos microrganismos é pouco eficaz
e incompleta. Para compensar esta deficiéncia, os coelhos ingerem as suas
fezes (cecoprofagia). Existem dois tipos de fezes nestes casos: um composto,
exclusivamente, por detritos; outro, que € ingerido diretamente do anus,
composto por material cecal, este passara pelo estdmago e intestino delgado,
absorvendo os nutrientes. As secreg¢des estomacais incluem acido cloridrico,
pepsinogénio e muco. A despeito do baixo pH, alguma fermentag&o ocorre neste
local, indicada pela presenca do acido latico, decorrente da agdo das bactérias
nos cecotrofos. Assume-se que o estdbmago dos coelhos possui uma tunica
muscular pouco desenvolvida, pouco contratil, sendo que estes animais nao
vomitam e o estbmago normalmente nunca é encontrado vazio o que supde que
a acado mecanica da ingesta € que pressiona o conteudo estomacal para o
duodeno (DE ARAUJO et al., 2006)

O intestino delgado é o maior sitio de absor¢cdao de nutrientes,
encontrando-se dividido em trés areas funcionais: duodeno, jejuno e ileo, sendo
que este 6rgéo é bem vascularizado nas areas secretoras do duodeno e ileo
proximal. O conteudo de matéria seca da ingesta que chega a este 6rgao é baixo
e, seu pH, alto, no entanto, na medida em que se dirige ao ileo distal, onde se
da a absorcéo, o teor de matéria seca tende a aumentar. No duodeno ocorre a
neutralizacdo do material acido oriundo do estémago. O pancreas tem a fungao
de secretar enzimas digestivas como amilase, proteases e lipases, bem como

secregbes alcalinas (bicarbonatos). A bile é inoculada no duodeno préximo ao
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esfincter pildrico, e é sintetizada no figado (tetra lobado, com vesicula biliar) e
secretada no intestino via ducto biliar (RODRIGUES, 2012).

A bile é constituida por acidos biliares e pigmentos, com importante papel
na absorgao de gorduras e vitaminas. Devido a sua propriedade detergente e
emulsificante, solubilizam os lipidios no meio aquoso do intestino. A bile é
secretada conjugada com aminoacidos, aumentando sua solubilidade em agua.
Enquanto os ruminantes secretam os acidos biliares conjugados com a taurina,
os coelhos os fazem exclusivamente com a glicina. Outra peculiaridade € que os
pigmentos biliares do coelho sao principalmente constituidos de biliverdina
(como aves e anfibios) enquanto que a maioria dos mamiferos excreta
bilirrubina. Ap6s a neutralizagdo e mistura dos alimentos no duodeno, o bolo
alimentar segue ao jejuno, considerado o maior sitio de digestédo e absorgéo. Até
este ponto, a digestdo dos coelhos € muito similar a digestdo da maioria das
especies monogastricas. No entanto, a partir da passagem do material oriundo
da digestdo ao intestino grosso, o coelho apresenta uma fisiologia digestiva
bastante particular, inclusive diferenciada de outras espécies de herbivoros com

fermentacao apos o intestino delgado (GIDENNE, 1996).

O intestino grosso tem um importante papel na digestao do coelho, devido
a fermentacao cecal, excrecao seletiva da fibra e a reingestao do conteudo cecal
(cecotrofia), podendo ser dividido em ceco, colo e reto. O ceco dos coelhos é
bastante volumoso, medindo cerca de 40 cm, com capacidade aproximada de
600 ml. A mucosa do ceco é bem vascularizada e rica em células
mucosecretoras e absortivas, sendo que sua porcado distal apresenta um
apéndice vermiforme (medindo cerca de 13 cm, aos 4 meses) contendo
numerosas células linfoides, estando relacionada com a pressao arterial e
secrecao de ions bicarbonato (HCOs), tamponantes dos acidos graxos volateis
produzidos durante a fermentacgao cecal ( LEBAS e LAPLACE, 1977).

De particular importancia na fisiologia digestiva dos coelhos é a
separagao de particulas no colo. Apds a digestdo dos nutrientes no intestino
delgado, os residuos passam pela valvula ileal e seguem parte ao colo proximal
e parte ao ceco. Os cecotrofos sao produzidos depois que o conteudo cecal foi

submetido por algumas horas a agao bacteriana. Sua produgéao inicia-se em
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resposta a passagem completa de ingesta pela valvula ileal. O fusus coli é
responsavel pela separacédo das fezes duras e moles. Esta estratégia facilita a
utilizacdo de dietas altas em forragens e de baixa energia, ou seja, enquanto a
digestibilidade da parede celular é baixa, os demais constituintes das forragens

s&o utilizados eficientemente (McNAB et al., 1994).

As fezes duras sao particulas maiores e modeladas por contragdes do
colo, e sua eliminagcdo sempre precede contragdes simples e amplas do ceco e
colo, com rapida movimentagédo das fezes através do colo e reto. O coelho &
capaz de excretar rapida e seletivamente a fibra dietética, retendo por tempo
prolongado as fragdes soluveis e as particulas pequenas, no ceco. Os cecotrofos
sdo produzidos depois que o conteudo cecal sofreu agcéo bacteriana (BIANCHI
etal., 2014)

A fisiologia digestiva dos coelhos é estreitamente relacionada com a
cecotrofia, sendo esta ultima importante para melhorar a utilizagdo de proteina e
matéria seca da dieta. O coelho é capaz de utilizar a ureia circulante para a
sintese de proteinas, através dos microrganismos cecais e da cecotrofia. A ureia
cecal é oriunda do material ileal e sangue. A ureia vinda da dieta tem importancia
menor, visto que grande parte da mesma é degradada antes de atingir o ceco. A
mucosa cecal apresenta a enzima urease, que hidrolisa a ureia em aménia. Parte
desta amdnia é utilizada no ceco, para a sintese de proteina microbiana, e parte
é difundida através da mucosa cecal, indo ao sangue e depois ao figado, onde
€ reconvertida a ureia. Existem referéncias de que o nitrogénio nao proteico pode
substituir até 21,5 % do nitrogénio total utilizado para a mantenga. Sao varias as
fontes de gordura animal, e elas constituem uma parte substancial da gordura
adicionada a dieta dos coelhos. Outras fontes sdo os 6leos vegetais comestiveis,
utilizados em menor proporgao, obtida da extragao de frutos, cereais e sementes,
refinada ou ndo e ainda os subprodutos provenientes do processamento do 6leo
(YUITOEK et al., 1997).

As gorduras e os 6leos sdo uma mistura de triglicérides e acidos graxos
livres. Com relacao aos coelhos, o emprego de oleinas parece causar a
depressao da ingestdao em até 10%. Este aumento na digestibilidade aparente

da gordura pode estar relacionado com o decréscimo no consumo de matéria
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seca, observado nos coelhos, resultante do aumento da eficiéncia digestiva,
quando se aumenta os niveis de gordura na dieta. Os resultados da adigédo de
gordura s&o satisfatorios quando se trata de dietas com baixo conteudo
energético e alto conteudo de fibra. A resposta a adigao de gordura na dieta recai
na relagcdo entre ingestdo e retencdo da energia ingerida. Varios autores
reportaram aumento na gordura peri-renal em coelhos alimentados com dietas
suplementadas por gordura. Observou-se também aumento da circunferéncia
lombar, em fungdo do aumento do volume de gordura contida na cavidade
abdominal. Este fato ocorre em consequéncia da reducao da lipdlise, do aumento
da resisténcia a insulina e da sintese de novo de acidos graxos, relacionados
também a presenca de acidos graxos saturados (HEIN, 2002). Além disso, o
aumento da gordura corporal ocasionava a redugao no seu conteudo proteico e
de agua. Este efeito pode ser atribuido a diminuigdo na proporgéao
proteina/energia, normalmente relacionada a adigdo de gordura na dieta. A
utilizacdo de lipidios, até certo nivel, melhora a digestibilidade de toda a dieta
diminuindo o indice de conversao alimentar (valor extra calérico), aumenta a
palatabilidade, aumenta o fornecimento de acidos graxos essenciais. Ja em
niveis altos pode inibir o consumo (estimula o centro da saciedade - teoria
lipostatica) (DE BLAS e WISEMAN, 1998).

Diante disso, podemos inferir que o coelho € um bom modelo animal para
pesquisas relacionadas a atividades que visam verificar a acdo de compostos
que pretendem diminuir o nivel de gorduras no sangue bem como suas agdes
benéficas ao sistema cardiovascular em animais previamente tratados com dieta

rica em gorduras.
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3. Hipoteses experimentais:

| - A associagdo de sinvastatina e naringina possue a capacidade de
melhorar o perfil lipidico dos coelhos tratados com dieta hiperlipidémica.
Para a hipdtese acima perseguiram-se os seguintes objetivos:

- Avaliar o efeito da associagdo do flavondide naringina ao farmaco
sinvastatina em diferentes dosagens em coelhos tratados com dieta
hiperlipidémica.

- Determinar os niveis sanguineos de colesterol total e fracbes dos

coelhos tratados com diferentes dosagens de naringina e sinvastatina

Il - Diferentes doses de naringina e sinvastatina nao de alteram o perfil
glicémico dos coelhos.
Para a hipétese acima perseguiram-se os seguintes objetivos:
- Determinagao dos niveis de glicose no sangue dos coelhos tratados com

diferentes dosagens de naringina e sinvastatina.

lll - Diferentes doses de naringina e sinvastatina sao capazes de causar
efeitos adversos no organismo.

Para a hipétese acima perseguiram-se os seguintes objetivos:

- Determinacgao dos niveis sanguineos de AST e ALT dos coelhos tratados
com diferentes dosagens de naringina e sinvastatina.

- Determinacéo dos niveis sanguineos de uréia e creatinina dos coelhos

em diferentes dosagens de naringina e sinvastatina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para o ensaio biolégico foram utilizados 36 coelhos da raga Nova
Zelandia, com idade de 55 dias, pesando em média 2500 g, provenientes do
setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal e
Vigosa (UFV). Os coelhos foram acondicionados em gaiolas individuais, com
temperatura controlada na faixa de 22 a 24°C, fotoperiodo de 12 horas. A
administracao de 120 g diaria de ragdo comercial da marca Pesence ® e agua
ad libitum. Apds o periodo 5 dias de adaptagdao os animais foram divididos
aleatoriamente em seis grupos de seis animais na composicdo do ensaio

bioldgico. Esses animais permaneceram 28 dias em fase experimental.

Os animais foram mantidos em area experimental no Laboratério de
Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV. Todo
o experimento foi realizado no laboratério de Biofarmacos do Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa.

4.2. Indugao da hiperlipidemia

A indugao da hiperlipidemia consistiu ha administracdo de gordura animal
(Liquefeita utilizando um aparelho de micro-ondas Panasonic Piccolo ®) em duas
tomadas diarias por via oral durante os 28 dias do experimento para todos os
animais, com exceg¢ao do grupo controle que recebeu somente ragao. O grupo
controle (G1) recebeu apenas ragéo; os grupos de 2 a 6 (G2 a G6) receberam
120g de ragao pela manha + gordura animal (Seara ®) em duas tomadas de 10
ml, totalizando 20 ml por dia durante todo o experimento. Além disso, os grupos
de animais de 3 ao 5 receberam diferentes dosagens do flavonéide naringina

associado ao farmaco sinvastatina enquanto que os animais do grupo 6
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receberam o tratamento de sinvastatina sem estar associada com o flavondide

em estudo conforme os grupos e tratamentos.

4.3 Grupos e tratamentos

As dosagens de sinvastatina administradas aos animais foram projetadas a
partir das concentragdes farmacologicas utilizadas em dosagens para o

tratamento de dislipidemias em humanos.
- G1: Coelhos normais sem tratamento (Controle)
- G2: Coelhos hipercolesterolémicos nao tratados (Controle positivo)

- G3: Hipercolesterolémicos tratados com capsulas 5 mg de naringina + 0,3 mg

de Sinvastatina.

- G4: Hipercolesterolémicos tratados com capsulas 15 mg de naringina +0,6 de

Sinvastatina.

- G5: Hipercolesterolémicos tratados com capsulas 25 mg de naringina +1,2 mg

de Sinvastatina.

- G6: Hipercolesterolémicos tratados com capsulas de 2,4 mg de sinvastatina

4.4 Delineamento experimental

O experimento consistiu em se verificar os efeitos da administragdo do
medicamento sinvastatina associados a naringina (Sigma®) quando

administrados por via oral em coelhos previamente tratados com gordura animal.

A analise dos constituintes sanguineos foi realizada no tempo zero, no 14°
e no 28° dias e todos os animais foram pesados nestes trés periodos. Antes da

coleta de sangue os animais ficaram em jejum por um periodo de 12 horas. O
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sangue foi coletado na veia marginal da orelha de cada coelho, em tubos de
ensaio sem qualquer anticoagulante. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 7100 x g, durante 15 minutos, para obtengdo do soro. Foram
dosados os niveis de colesterol total, colesterol HDL, triacilgliceréis, AST, ALT
glicose, ureia e creatinina. As dosagens foram efetuadas no equipamento de
dosagens multiparamétrico de Bioquimica (Alizé€), sendo utilizados “kits” da
marca Bioclin®. Os resultados foram expressos em mg/dL. No final do
experimento os animais foram anestesiados e eutanasiados, seguindo as
recomendacgdes da Diretriz Brasileira de Pratica de Eutanasia preconizadas pelo
CONCEA/MCTI e corroborada pela aprovacdo da Comissao de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA — UFV) protocolado com
numero 14/2015 (ANEXO 1). O delineamento experimental foi inteiramente ao

acaso com 6 repetigdes.

4.5 Principios da analise do soro

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas e com o soro obtido
foram realizadas analise do colesterol total por meio de técnicas colorimétricas.
Esse método tem como principio a transformacao do colesterol esterificado em
acido graxo a partir da agao da enzima colesterol estearase. O colesterol- HDL
também foi doseado por métodos colorimétricos, no entanto, o HDL solubiliza
pela agcdao de um detergente, permitindo a agado enzimatica sobre o colesterol
ligado a ele. Desta forma, a intensidade da coloragcao formada € proporcional a

concentracao de colesterol HDL na amostra.

A dosagem dos triacilglicerois no soro foi determinada por via enzimatica
colorimétrica. O método se baseia pela atuagao da enzima lipase que hidrolisa
os ésteres de glicerol de acidos graxos de cadeias longas (Triacilgliceréis) em
diglicerideos, monoglicerideos e acidos Graxos livres. Durante a reagao o
substrato, em meio tamponado e estabilizado, adquire uma forma emulsificada

(micelas) formando interfaces (lipides - agua) necessarias a agao da lipase que
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em presenca do acido ditionitrobenzdico (DTNB) forma um cromégeno de cor

amarela sendo proporcional a atividade da lipase no soro.

Para a determinacéo dos valores de AST e ALT foram utilizadas técnicas
de cinética de dosagem. A AST catalisa a transferéncia de grupos amina do
aspartato para o a-cetoglutarato, levando a formagdo de glutamato e
oxalacetato. O oxalacetato em presenca do MDH (Malato desidrogenase) reage
com o NADH, reduzindo-se a malato e o NADH oxida-se a NAD*. A velocidade
de oxidacao é proporcional a atividade da AST na amostra. A ALT catalisa a
transferéncia do grupamento Amina da Alanina para o o - cetoglutarato, levando
a formacéao de piruvato e glutamato. O piruvato em presenca do LDH (enzima
lactato desidrogenase) reage com o NADH, reduzindo-se a lactato e o NADH
oxida-se a NAD". A velocidade de oxidagao é proporcional a atividade da ALT

na amostra

Para determinacao de ureia utilizou-se a técnica de cinética de tempo fixo.
O método se baseia na hidrélise da uréia em NH3 e CO2 pela enzima urease. A
enzima glutamato desidrogenase (GLDH) na presenca de NH3 e a-Cetoglutarato
oxida o NADH para NAD*, essa oxidacdo de NADH a NAD*, medida pela
diminuicdo de absorbancia é proporcional a concentracdo de uréia na amostra,

determinando os valores de uréia na amostra analisada.

Por fim a dosagem de creatinina foi obtida por calorimetria de ponto final.
A creatinina reage com o picrato alcalino em meio tamponado, obtendo-se um
cromodgeno cuja absorbancia € proporcional a concentragdo de creatinina na
amostra. Os cromogenos inespecificos sdo eliminados por uma pré-leitura, pois
estes tem formacao imediata. Todos os parametros bioquimicos das amostras
analisadas foram determinados de acordo com metodologia descrita nos kits

Bioclin utilizados no trabalho.
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4.6 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (teste de Shapiro-

Wilk) e ao teste de homogeneidade de variancias (Teste de Bartlett).

Os parametros bioquimicos foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA). A comparacéo entre os controles (G1 e G2) foi realizada pelo teste F;
a comparagao entre as médias dos tratamentos (G3, G4, G5 e G6) com os
controles (G1 e G2) foi realizada pelo teste de Dunnett; e a comparagao das
médias entre os tratamentos (G3, G4, G5 e G6) foi realizada pelo de teste de
Tukey. Os parametros bioquimicos entre os periodos experimentais (dias 0, 14
e 28) dentro de cada tratamento foram avaliados por ANOVA e a comparagao

das médias elo teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos dos tratamentos nas concentragées plasmaticas de colesterol

total.

Tabela 1.Valores médios de colesterol total e percentual de variagdo em relagdo aos grupos-

controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28 dias.

Dias | Tratamentos Colesterol total Peroe(r:lagem (o) em n::gao =
G1(R) 107,67 £12,52
G2(R+G) 109,82+ 22,57 1,99
G3 (R+*G+5mgNA+0,3mg Sl) 104,22 +£19,07 321 510
° G4 (R+G+15mgNA+0,6 mg Sl) 67,85+11,76 -36,98 -38,22
G5 (R+G+25mgNA+1,2mg Sl) 71551570 -33,55 -34,85
G6(R+G+24mgSl) 61,23+512 4313 -44.24
G1(R) 64,28 6,87
G2 (R+G) 125,63 +14,48 9546#
G3 (R+*G+5mgNA +0,3mg Sl) 10981785 70,84* -1259
14 [G4R+GH5EMgNA+06mg
Sl) 82931973 20,02 -3399*
G5 (R+G+25mgNA+1,2mg Sl) 68,19+ 11,58 6,09 -45,72¢
G6 (R+G+24mg Sl) 87421567 36,01 -3041*
G1(R) 7597 £11,01
G2 (R+G) 141,70+ 31,01 86,52 #
G3 (R+G+5mg NA +0,3mg Sl) 110,05+ 12,292 4487 2,34
28 | G4 (R+G+15mgNA+0,6 mg SI) 84,98+1861%® 11,87 -40,03
G5 (R+G+25mg NA+1,2mg
Sl) 7323+932° -3,60 48,32
G6 (R+G+24mg Sl)
101,90+13.89% 34,14 -28,09
R=Rag¢éo, G=Gordura animal 20 ml, N=Naringina, Sl=sinvastatina.

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0.05);* Diferencga

significativa para o controle pelo teste de Dunnett (P<0.05);# Diferencga significativa entre os

controles pelo teste F (P<0.05).
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No tempo zero, os grupos, G1 e G6 apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre eles, contudo neste periodo (tempo zero) se
iniciou a indu¢do da hipercolesterolemia, ndo apresentando valor clinico no

experimento.

Aos 14 dias houve aumento de +95,46% nos niveis de colesterol total do
grupo G2, portanto a metodologia utilizada para induzir o aumento do colesterol
plasmatico foi eficaz para o aumento da taxa de colesterol com 14 dias de
tratamento. A diminuicdo do colesterol apresentada em G1 pode ser explicada
pelo controle da ragao fornecida aos animais durante o experimento (120 gramas
diaria).

Os grupos G3 e G4, tratados tiveram redugcdo na concentragdo de
colesterol total de -12,59% e -33,99% em relacdo a G2, respectivamente, O
mesmo aconteceu para o grupo tratado com os grupos G5, cuja reducgao foi de -
45,72% e de - 30,41% no G6 tratado com 2,4 mg de sinvastatina diaria. Todos
os grupos apresentaram diferengas estatisticamente significativas em relagao ao
controle (G2) para o teste de Dunett.

Aos 28 dias 0 aumento do colesterol no plasma dos animais do grupo G2
foi ainda mais evidente, sendo de 141,51% em relagéo ao grupo controle G1.
Confirmando os resultados encontrados aos 14 dias de tratamento com gordura
animal.

Os tratamentos com naringina e sinvastatina em todos os grupos
apresentaram valores mais baixos de colesterol plasmatico em relagéo ao grupo
sem tratamentol. Em G3 a reducéo foi de -22,34%, no grupo 4 essa redugéo foi
de -40,03% e em G6, grupo tratado apenas com sinvastatina a diminui¢ao foi de
-28,09%. O melhor resultado foi apresentado pelo grupo G5 (25 mg de naringina
+ 1,2 mg de sinvastatina), com uma reducdo de -48,32%. Resultados
comparados com grupo G2.

Teldken et al. (2000), administrando 0,5% de colesterol mais 4% de
gordura de porco em coelhos obtiveram em 70 dias valor de colesterol
plasmatico de 314 mg/dL. Com uso de 20 g de banha de porco, também em
coelhos, sem uso de colesterol puro os mesmos pesquisadores obtiveram

concentragdes de colesterol no sangue de 183 mg/dL em 100 dias de tratamento.
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Os valores descritos no estudo acima estdo bem proximos aos
encontrados em nosso estudo que mesmo em um curto periodo de tempo
conseguimos elevar os indices de colesterol plasmatico, em média de 183, 47
mg/dL.

De acordo com os resultados obtidos aos 14 dias a associagao entre
sinvastatina 1,2 mg e 25 mg de naringina foi a que mais reduziu o teor de
colesterol. Aos 28 dias este efeito tornou-se ainda mais pronunciado ocorrendo
uma diminuicéo de -60,08%. Estes resultados indicam que houve um sinergismo
de adigdo permitindo concluir que o flavondide potencializou a agdo do
medicamento no estudo realizado.

Alguns estudos compararam os efeitos de naringina e da lovastatina em
camundongos knock-out para receptores de LDL e observaram expressiva
reducao de colesterol total no plasma e no tecido hepatico destes animais. Eles
encontraram também que a lovastatina foi mais efetiva do que a naringina em
reduzir o colesterol do plasma (KIM et al. 2004).

Estudos realizados demonstram que o flavondéide naringina compete com
o colesterol no momento da absorgao intestinal. Outro efeito pode ser atribuido
ao aumento de receptores de colesterol LDL no figado, isso se deve ao aumento
do turnover da apolipoproteina B do LDL (WESTER, 2000). Tais efeitos
hipolipidémicos estdo associados a interacdo de flavondides com
biomembranas, permitindo que essa classe de compostos possa interagir nas
bicamadas lipidicas membranas celulares alterando suas barreiras. Dessa
maneira a ingestao de flavonoides favorece a diminuic&o dos niveis de colesterol
sanguineo dos animais (VERMA et al., 2013).

Bok et al (2009), relata o efeito inibitério de flavondides, inclusive a
naringina, sobre a atividade da HMG-CoA redutase, enzima presente na rota de
sintese do colesterol. Este mesmo autor relata o efeito do flavonoide
aumentando a atividade da enzima ACAT e colesterol 7-alfa-hidroxilse. A ACAT
pode levar a reducao dos ésteres de colesterol presentes no colesterol VLDL e
colesterol LDL. Alguns outros autores relatam também a atividade estrogénica
de alguns flavondides, ja que, que os estrogénios podem reduzir o colesterol LDL
e aumentar colesterol HDL.

Cirico e Omay (2006), em estudo in vitro com compostos fendlicos sobre

a capacidade de oxidagdo de LDL, observaram efeitos sinérgicos de acido
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ferulico, quercetina, catequina e hesperidina, protegendo contra a peroxidagao
lipidica. A combinagao de compostos fendlicos obtida na dieta humana, por meio
de uma variedade de fontes alimentares contendo flavondides, sugere efeitos
antioxidantes agindo aditivamente também in vivo.

Kirk et al. (1998) avaliaram o efeito dos flavondides genisteina e daidzeina
em camundongos, com e sem receptores de colesterol-LDL. Nesse estudo,
observou-se que nos animais com receptores de colesterol-LDL, os flavondides
testados aumentaram a atividade dos receptores. O colesterol-LDL transporta o
colesterol para os tecidos periféricos e os flavondides, ao ativarem os receptores
de colesterol-LDL no hepatdcito, aumentam a endocitose, o que leva a redugao
dos niveis sanguineos de colesterol.

Bok et al. (1999) testaram os efeitos do extrato da casca de mexerica e
uma mistura de dois flavonoides (hesperidina + naringina), extraidos de frutas
citricas, sobre o colesterol sanguineo em ratos alimentados com uma dieta rica
em colesterol. Foi observado que a mistura dos dois flavondides e o extrato da
casca baixaram significativamente os niveis de colesterol no plasma.

Outros estudos também demonstraram que as isoflavonas agem sobre a
espessura do endométrio, o acumulo de gordura tecidual e aumento nos niveis
do colesterol HDL. Dessa forma pode se afirmar que estes flavondides
promovem a reducao da adiposidade, reduzindo a lipogénese e aumentando a
lipdlise (TORREZAN et al. 2008).

Apesar das varias agdes dos flavonodides em diversos estudos, um dos
unicos mecanismos de agao bem estabelecidos e descritos na literatura é a acao
antioxidante destes compostos. A estrutura basica dos mesmos reage com
muitos radicais livres formando complexos estaveis pela conjugacao das
ligagdes duplas de suas cadeias carbbnicas. Contudo, certos aspectos biofisicos

de seu funcionamento ainda nao estejam claros. (BABU et al. 2013).
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5.2 Efeitos dos tratamentos nas concentragées plasmaticas de

triacilgliceroéis

Tabela 2. Valores médios de triacilglicerol e percentual de variagdo em relagdo aos grupos-
controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28 dias.

Dias | Tratamentos TGL Percentagem (%) em relagao
G1 G2

GIR) 90482111
Q2RO 72921997 1941

, |G3(RGBmgNA+03mG S) 7200£578 2042 126
GARG+15mg NA+06mg SI) | 6665£19.17 2634 859
G5(R*G+25 mgNA+12 mgSl) | 75501315 16556 354
G6(R*G+24 mg S) 5372654 4063 2633
GIR) 103,17 £6,52
2 R+C) 13858+ 1744 3433

4 | ORAGEmgNA+03mgS) | 131071347 27,04 542
GARG+15mgNA+06mg S) 15736+ 1980 5250 1355
G5 GBR+G+25mgNA+1 2mgSl) | 13557 £26,07 314 218
G6(R*G+24mgS) 157.10£20,12 5228 1336
1R 88771263
2 R+C) 162852925 8346
G3(R*G+5mgNA+03mg S) 169,87+ 26,12 80,10 183

28 [ Ga(R+G+15mgNA+06mg S) 142161233 60,15 1271
G5R+G+25mgNA+I2mgS)) | 14575+ 19,12 64,19 21050
G6(R*G+24mgS) 16710+ 3431 8825 261

R=Racé&o, G=Gordura animal 20 ml, N=Naringina, Sl=sinvastatina.

Letras diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey (P<0.05);* Diferenca

significativa para o controle pelo teste de Dunnett (P<0.05);# Diferenca significativa entre os

controles pelo teste F (P<0.05).
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No tempo zero os animais do grupo controle nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relagao aos grupos controles G1 e G2 (Tabela
2).

Aos 14 dias os grupos controle G1 e G2 apresentaram diferengas
significativas pelo Teste de Dunnett (p< 0,05) nas concentragdes plasmaticas de
triacilglicerol. O valor encontrado foi maior em +34,33%, mostrando a indug&o da
hipertrigliceridemia. No trabalho de Asai et al. (1998) foi evidenciado aumento do
triglicerideo com dieta 1% de colesterol passando de104+18,1 mg/dL para
718,3+ 356,3 mg/dL durante 180 dias. No outro grupo de seu experimento,
colesterol 0,5%, o valor médio de triglicerideo foi de 122 mg/dL em 70 dias.
Aparentemente, o trabalho de Asai et al. (1998) apresentou valores muito
elevados de triacilglicerol pelo longo tempo de tratamento com a dieta
hiperlipémica.

Os diversos tratamentos com naringina e sinvastatina com 14 dias de
tratamento ndo mostraram resultados estatisticamente significativas pelo teste
de Dunnett. Em G3 o valor encontrado foi de -5,42% e em G5 os niveis de
triacilglicerol foram de -2,18% quando comparados aos animais tratados apenas
com gordora animal. Em contrapartida ocorreu aumento nos niveis plasmaticos
de colesterol em G4 +13,55% e em G6 tratado apenas com sinvastatina o
aumento foi de 13,36% quando comparados a G2.

Aos 28 dias evidenciamos maior elevacédo dos niveis de triacilglicerois.
Esse aumento foi de 83,46% maior em relacao aos animais de G1 tratados
apenas com ragado, determinando uma grande elevagdo dos niveis de
triacilglicerol no tratamento com administragéo de gordura animal no estudo.
Henry et al. (1981) com colesterol 2% em 60 dias, obtiveram taxas de
triacilglicerol de 129 £30 mg/dL em relacéo ao dia zero que foi de 90+23 mg/dL.

Com 70 dias de tratamento, Teloken et al.(2000), usou ragao acrescida
com 0,5% de colesterol mais 4 % de banha animal no tratamento de coelhos. Os
resultados obtidos apresentaram aumento significativo de triacilglicerol em
relacdo ao grupo controle. Para Ribeiro et al. (2005) os valores de triacilglicerol
dos coelhos chegaram a ter um aumento em 174% em relagao ao grupo controle.
A dieta estava baseada em 0,5% de colesterol juntamente com a gordura de

babacgu a 10%, administrada durante 35 dias. Os resultados séo reforgados pelos

-59-



autores citados identificando que a dieta com banha de animal aumenta de forma
significante o nivel de triacilglicerol em coelhos.

Os diversos tratamentos utilizados neste experimento reduziram a
concentracao plasmatica de triacilglicerol em todos os grupos. O tratamento do
grupo trés reduziu em -61,99% os niveis de triacilglicerois, em G4 a redugéo foi
de 48,27%, em G5, verificamos uma diminuigdo mais acentuada nos niveis de
triacilglicerol (-65,35%) e em G6 a redugéo foi de -35,69%. O significado clinico
desses resultados € bastante relevante, ja que em um curto periodo todos os
tratamentos usando flavondides com sinvastatina sofreram reducoes.

De acordo com Cha et al. (2001) a administragdo de flavondides parece
nao influenciar a atividade das enzimas hepaticas envolvidas na sintese de
triacilglicerol como fosfo-hidrolase fosfatidio (PAP), todavia parece influenciar o
conteudo de triacilglicerol no figado. Tem sido sugerido que o PAP microssomal
€ uma enzima que, na forma ativa, participa da sintese de triacilglicerol. Outro
possivel mecanismo para reduzir TG seria a inibi¢do da sintese de acidos graxos
e enzimas que geram NADPH, glicose 6-fosfato desidrogenase e malicas.

Tem sido sugerido que as pesquisas com mecanismo de acgédo da
naringina sobre a atividade da lipase, enzima que hidrolisa os triacilglicerdis,
mostram que o flavondide foi capaz de aumentar a atividade dessa enzima em
124,24% (LIMA, et al. 2008).

Em estudos utilizando um farmaco inibidores da enzima HMG-CoA
(atorvastatina) e um flavondide (hesperidina) apresentaram em seus resultados
uma diminuigdo de 50% de triacilglicerol em uma formulagdo de 40 mg do
flavonoide. Quando o flavondide foi administrado em 20 mg ocorreu uma
diminuicdo menos acentuada (-43%). Demonstrando que neste estudo o
aumento da dose promoveu uma redugdo consideravel dos niveis de
triacilglicerol.

Com isso, podemos concluir que em nosso estudo a associagao de
flavonoides com estatinas sao eficientes na redugao dos niveis de triacilgliceréis
nas diferentes dosagens de tratamentos utilizados nos 28 dias de experimento,
sendo os resultados do ponto de vista clinico positivos, sugerindo resultados

ainda melhores em periodos maiores de tratamento.
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5.3 - Efeito dos tratamentos nas concentragoes de colesterol HDL

Tabela 3.Valores médios de colesterol Hdl e percentual de variagdo em relagdo aos grupos-

controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28 dias.

Percentagem (%) em relagao a:
Dias | Tratamentos HDL
G1 G2

GIR) 3218433

G2 (R+G) 3643+429 1321

G3(R+G+5mgNA+03mgSl) | 43484533 3511 19,35
0 [G4R+G+15mgNA+06mgSl)| 2967552 782 1857

SS(R*G”Z‘E’mg NA*12Mg | 59774547 751 1830

G6 (R+G+24mgSl) 2898+431 994 2045

G1(R) 3922+234

G2 (R+G) 7307+6,16 86,30#

G3(R+G+5mgNA+0,3mg S 9557+ 11,162 143 65" 30,78
" GAHR+G+15mgNA+0,6mgS)) 50,68+889ab 5217 1832

G5(R+G+25mgNA+1,2mgSl) 47T +59Rb 21,79 3463

G6 (R+G+24mgSl) 69,48+10,94 ab 7713 492

GIR) 3240495

G2 (R+G) 5453+ 940 6831

G3(R+G+5mgNA+0,3mg S 6242+909a 064 14,46
2 GAR+G+15mgNA+0,6mgSl) 30,03+4,33b 7,30 4493

G5(R+G+25mgNA+1,2mgS)) 3283+891b 134 39,79

G6 (R+G+24mgSl) 3575+4422b 1034 3444

R=Rac&o, G=Gordura animal 20 ml, N=Naringina, Sl=sinvastatina.

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0.05);* Diferenca

significativa para o controle pelo teste de Dunnett (P<0.05);# Diferenca significativa entre os

controles pelo teste F (P<0.05).




Aos 14 dias os tratamentos com apresentaram um efeito moderado no
aumento do colesterol HDL. Apenas no grupo 3 tratado com naringina 5 mg e
sinvastatina 0,3 mg ocorreu um aumento nos niveis de colesterol HDL( 30, 78%),
porém este aumento nao ocorreu.

Podemos observar na tabela 3 um aumento significativo de G2 em relagao
a G1, esses valores acompanham o aumento dos indices de colesterol total no
experimento. Ao contrario de G3, O grupo G4 apresentou uma redugao de
18,32%. Essa redugao se manteve no G5 com 34,62% de reducgéo. Por fim G6
tratado com 2,4 mg de sinvastatina apresentou uma reducao de 4,92% quando
comparados a G2.

Aos 28 dias observou-se que os tratamentos do grupo 3 mantiveram
ligeiro efeito, elevando os niveis do colesterol HDL em relagdo ao G2 e em menor
porcentagem em relagdo ao resultado do 14 dias. A redugdo dos niveis de
colesterol aconteceu novamente com os grupos G4 (-44,93), G5 (-34,79) e G6 (-
34,44) quando comparados a G2. Tais resultados nao apresentaram
significancia estatistica.

Os resultados obtidos na tabela 3 nos sugerem que os valores tanto da
associagao naringina com sinvastatina em G4, G5 e sinvastatina isolada (G6)
acompanharam os resultados apresentados na reducéo valores de colesterol

total encontrados na tabela 3.

A fracdo HDL é responsavel pelo transporte do colesterol das células
periféricas para o figado, onde ele é transformado em acidos biliares e assim
excretado através das vias biliares para o intestino. Existe uma correlagéo
inversa entre as concentracdes séricas de HDL colesterol e o risco de doencga
ateroesclerdtica. Concentragdes elevadas de HDL protegem contra as
cardiopatias coronarias, enquanto que as concentragdes diminuidas, sobretudo
as associadas a concentragdes aumentadas de triglicerideos, aumentam o risco
de doenca cardiovascular. Por isso, o HDL é chamado de “bom colesterol”,
sendo desejavel que seu nivel sanguineo seja aumentado (BOBAN et al., 2006).

Estudos clinicos e experimentais demonstram que teores altos de
colesterol HDL estdo relacionados com baixa incidéncia de doencgas
cardiovasculares. Estas lipoproteinas fazem o transporte reverso do colesterol,

retirando-o dos tecidos e trazendo ao figado para ser eliminado. Baixas
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concentracdes plasmaticas de colesterol HDL nao sdo capazes de eliminar o
excesso de colesterol das paredes vasculares, contribuindo, dentre outros
fatores, para o fenbmeno inflamatério que caracteriza a patogénese da
aterosclerose (LIMA e COUTO, 2006).

As estatinas além de diminuir a taxa de colesterol aumentam de maneira
moderada os niveis de HDL. Entretanto os tratamentos utilizados no presente
trabalho ndo foram capazes de aumentar os niveis desta lipoproteina no sangue

dos animais em experimento.

Ao longo de 28 dias de tratamento somente o G3 tratado com 5mg de
naringina e 0,3 de sinvastatina demonstrou uma taxa maior 14,43% quando

comparada ao G2.
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5.4- Efeito dos tratamentos nas concentragées de glicose

Tabela 4.Valores médios de glicose e percentual de variagdo em relagao aos grupos-controle de
coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28 dias.

Dias | Tratamentos Glicose Perce(::agem (te)em relca;cz;ao =

G1(R) 15890+7,69 - -
G2 (R+G) 160,50+ 8,00 1,01 -
G3(R+G+5mgNA+03mgSl) 144,98 +4,02 8,76 967

° G4(R+G+15mgNA+06mgSl) 160,95+ 10,93 1,29 0,28
G5 (R+tG+25mgNA+1,2mg Sl ) 165,608,229 422 3,18
G6 (R+G+24mgSl) 154,18 +540 297 3%
G1(R) 148451999 - -
G2 (R+G) 129,53+359 12,74 -
G3(R+G+5mgNA +0,3mg Sl) 142031257 4,32 9,65

14 G4(R+G+15 mg NA+0,6mgSl) 14890+ 581 0,30 14,95
G5 (R+G+25mgNA+1,2mg Sl) 146,52 + 6,96 -1,30 13,11
G6 (R+G+24mg Sl) 14797 £ 4,44 0,33 14,23
G1(R) 139914819 - -
G2 (R+G) 12220+1355 -12,66 -
G3(R+G+5mgNA+0,3mgSl) 121,88 +2,35° -12,89 0,26

2 G4(R+G+15mgNA+06mgSl) 135,60 £4,67% 308 10,96
G5 (R+G+25mgNA+1,2mg SI) 139,88+4,582 0,02 1447
G6 (R+G+24mgSl) 14145+341° 1,10 15,75

R=Rac&o, G=Gordura animal 20 ml, N=Naringina, Sl=sinvastatina.

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P<0.05);* Diferenca

significativa para o controle pelo teste de Dunnett (P<0.05);# Diferenca significativa entre os

controles pelo teste F (P<0.05).
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De acordo com a tabela 4 os diferentes tratamentos com as associagoes
e com a estatina isolada interferiram muito pouco nas concentragdes plasmaticas

de glicose dos animais em fase experimental.

Com 14 dias de tratamento a glicose sanguinea em G3 foi maior em
9,65%, em G4 de 14,95%. Os animais do grupo G5 a taxa foi de 13,11% e em

G6 foi de 14,23%. Os valores de glicose quando comparados a G2.

Aos 28 dias de tratamento os resultados obtidos praticamente se
mantiveram. Em G4, G5 e G6 AS taxas de glicose foram maiores 10,96%,
14,47% e 15,75% respectivamente. Uma pequena diminui¢cdo de -0,26 % foi
encontrada no grupo 3. Essa foi a unica reducédo relatada nas analises
bioquimicas de sangue de glicose nos diversos grupos em tratamento. Porém
esse valor ndo é estatisticamente significativo, e revela que os diversos
tratamentos em que os animais foram submetidos neste periodo de tempo nao
sdo efetivos para redugdo da glicose. Todos os resultados obtidos foram com

parados com o G2.

Os flavonoides exercem efeito benéfico no tratamento da diabetes por
aumentar a secregao de insulina, diminuindo a apoptose e promovendo a
proliferagdo de células B-pancreaticas. Também regulam o metabolismo da
glicose em hepatdcitos além de reduzirem a resisténcia a insulina (RODRIGUES
et al., 2015). Contudo os resultados obtidos sugerem uma agéao isolada na rota
metabdlica na inibicdo do colesterol e pouca interferéncia no metabolismo da

glicose em coelhos
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5.5 - Efeito dos tratamentos nas concentragées de AST (TGO)

Tabela 5.Valores médios de AST e percentual de variagdo em relagdo aos grupos-controle de

coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28 dias.

Dias | Tratamentos AST Peme:gem (%)e'“rzazgao =
G1R) 67,00+ 17,06
G2 (R+G) 70332599 498
G3 (R¥G+5mg NA +0,3mg S 61171544 871 1303
° G4R+G+15mgNA +06mg Sl) 70,60+3590 537 038
G5 (R¥G+25mgNA +12mg S)) 8917 £27,37 33,08 26,78
G6 R+G+24mgSl) 71,33+21,39 647 142
G1R) 3900+858
G2(R+0) 3840+ 1388 154
G3(R+G+5mgNA+0,3mg SI); 3600+537 7,69 625
“ GAR+G+15mgNA+0,6mgSl) 2550+343 3462 -359
G5 G5(R+G+25mgNA+1,2mgS)) 4300+7,62 1026 11,98
G6 (R¥G+2,4mgSl) 3217+398 1752 1623
G1R) 102,18+ 14,25
G2(R+G) 86,65+4,26 1520
G3(R+G+5mgNA+0,3mg Sl); 67481432 339% 212
2 GA(R+G+15mgNA+0,6mgSl) 7102471 -30,50 1804
G5 G5(R+G+25mgNA+1,2mgS)) 79631 1351 207 810
G6 (R¥G+2,4mgSl) 54831645 4634 36,72

R=Racgé&o, G=Gordura animal 20 ml, N=Naringina, Sl=sinvastatina.

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P<0.05);* Diferenca

significativa para o controle pelo teste de Dunnett (P<0.05);# Diferencga significativa entre os

controles pelo teste F (P<0.05).
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De acordo com a tabela 5, no tempo zero, os diversos grupos nao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre eles, ja que, a
partir deste periodo (tempo zero) € que se iniciou a administragdo de gordura

animal aos animais.

Aos 14 dias os grupos controles e em teste ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas pelo teste de Dunnett. Em G4 o resultado
encontrado foi menor em -33,59% em relagao ao grupo controle G2. Os grupos
G3 e G5 e G6, tiveram como resultados concentracdes de AST de -6,25% e -
11,98% e -16,23% respectivamente,em relacdo a G2, porém estes valores nao
foram estatisticamente significativas.

Aos 28 dias de tratamento os valores dos niveis de AST continuaram sem
apresentar diferencas estatisticamente significativas, corroborando os
resultados apresentados nos 14 primeiros dias de tratamento. G3 teve uma
queda de -22,12%, G4 a taxa foi de -18,04% em G5 o valor foi de -8,10% e em
G6 a reducgao dos valores de AST foi de -36,72%, todos comparados com o G2.
Os resultados obtidos n&o apresentaram diferencas estatisticamente

significativas pra o teste de Dunnett.

Os resultados deste estudo revelaram que nao houve um aumento
significativo nos niveis de AST, indicando que as ingestdes das capsulas
contendo naringina e sinvastatina em diferentes doses ndo causaram danos
hepaticos. Estas enzimas séo consideradas indicadores altamente sensiveis de
dano hepatocelular e, dentro de certos limites, podem fornecer uma taxa

quantitativa do grau de danificagao sofrido pelo figado (AL-HABORI et al. 2002).

-67 -



5.6- Efeitos dos tratamentos nas concentragoes de ALT (TGP)

Tabela 6.Valores médios de ALT e percentual de variagdo em relagdo aos grupos-

controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28 dias.

Dias | Tratamentos AST Pemegt:gem (%) em rela::o a
G1(R) 76,17+860
G2 (R+G) 8567 + 17,26 1247
G3(R+G+5mgNA+0,3mgSlI) 80,83+11,79 6,13 564
° GAR+G+15mgNA+0,6 mg SI) 96,67 + 22,26 2691 12,84
G5 (R+G +25mg NA +1,2mg Sl) 71,33+ 11,22 6,35 -16,73
G6 (R+tG+24mg Sl) 79,00+ 16,54 372 -7,78
G1(R) 7417+988
G2 (R+G) 48,00+ 397 -35,28#
G3(R+G+5mgNA+0,3mgSlI) 45831425 -38,20 451
14 G4 (R+G+15mgNA+0,6mgSl) 53,00+4,79 2854 1042
G5 (R+G+25mgNA+1,2mg Sl ) 4717+928 -36,40 -1,74
G6 (R+tG+24mgSl) 54.83+901 26,07 14,24
G1(R) 7500+ 11,41
G2 (R+G) 5817+544 244
G3(R+G+5mgNA+),3mg Sl); 4717+320 37,11* -1891
2 G4(R+G+15mgNA+H),6mgSl) 63,33+512 -15,56 8,88
G5 G5(R+G+25mgNA+1,2mgSl) 5567 +6,28 25,78 4,30
G6 (R+G+24mgSl) 5333+4,31 28,89 8,31

R=Racgao, G=Gordura animal 20 ml, N=Naringina, Sl=sinvastatina.

Letras diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey (P<0.05);* Diferenga

significativa para o controle pelo teste de Dunnett (P<0.05);# Diferenca significativa entre os

controles pelo teste F (P<0.05).
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De acordo com a tabela 6, no tempo zero, os diversos grupos, G1 a G6,
nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre eles. Neste

periodo (tempo zero) é que se iniciou administracdo de gordura aos animais.

As diferengas dos valores obtidos entre os grupos controles 1 e 2 n&o
apresentaram diferengas estatisticamente significativas demonstrando que tais
valores nao causaram danos hepaticos durante o tratamento com gordura animal

aos animais.

Aos 14 dias de tratamento experimental os resultados demonstram que
em G3 o valor de ALT foi menor em -4,51% em relagdo ao grupo controle. O
mesmo aconteceu com o grupo 5 que apresentou como resultado -1,74% em
relacéo ao grupo controle G2. Em contrapartida resultados apresentados em G4
e G6 foram respectivamente maiores em 10,42 e 14,24% nos niveis de ALT em
comparagao com o grupo 2. Nenhum desses resultados apresentou diferenga

estatistica significativa para o teste de Dunnett.

Aos 28 dias os animais do grupo G4 apresentaram valor sorolégico de
ALT 8,88% maiores em relagéo ao controle G2. Os grupos em tratamento G3,
G5 e G6 tiveram valores menores em -18,91%, -4,30 e -8,31%, respectivamente,
nos niveis de ALT. Os valores dos grupos tratados foram comparados ao G2 e
nao foram verificadas diferengas estatisticamente significativas para o teste de

Dunnett.

A ALT ou TGP € uma enzima que catalisa a transferéncia do grupamento
amina de um grupo acido para um cetoacido A AST ou TGO é a enzima que
catalisa a transaminacéao reversivel de L-aspartato e 2-cetoglutrato a oxalacetato
e glutamato. (MEYER et al., 1995)

A ALT, assim como a AST, também é uma enzima que infere sobre
o funcionamento hepatico, porém ela tem um carater mais especifico, pois esta
presente apenas no citoplasma dos hepatdcitos, enquanto a AST se encontra no
interior das mitocondrias. Assim, a ALT reflete uma lesdo aguda ja que, diante
de um dano primario na membrana do hepatdcito ocorrera primeiramente a sua

liberagéo na corrente sanguinea (BOBAN et al. 2006).

-69 -



Com isso, os resultados apresentados com valores de analises
bioquimicas das tabelas 5 e 6 a principio ndo causaram danos hepaticos aos
animais dos diferentes grupos. Contudo, estudos posteriores complementares

de toxicidade e histopatoldgicos evidenciariam os resultados descritos acima.
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5.7- Efeitos dos tratamentos nas concentragoes de creatinina

Tabela 7. Valores médios de creatinina e percentual de variagdo em relagdo aos grupos-controle

de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28 dias.

Dias | Tratamentos CREATININA Peme:gem (ojem rzazgao =
G1(R) 1,03 £ 0.04
G2(R+G) 1,07 + 0.04 3,88
G3 (R+G+5mg NA+0,3mg Sl 1,29+ 0.07 a 24,76* 20,09*
° GA4R+G+15mgNA+0,6mg Sl) 1,06 £ 0.04 b 2,43 -1,40
G5 (R+G+25mgNA +1,2mg Sl) 1,00+ 0.03 b -3,40 -7,01
G6 R+G+24mgS) 1,18 £ 0,07ab 14,08 9,81
G1(R) 1,32+ 0,09
G2(R+G) 1,16 £ 0,07 -11,91
G3(R+G+5mgNA+0,3mg Sl); 1,57 + 0,15 19,65 35,83
“ GAR+G+15mgNA+0,6mgSI) 1,25 + 0,08 -5,07 7,77
G5 G5(R+G+25mgNA+1,2mgSl) 1,66 + 0,18 26,11 43,17
G6 (R+G+24mg3) 1,79 + 0,21 36,25 54,68*
G1(R) 1,33+ 0,11
G2 (R+G) 1,32 + 0,06 -0,75
G3(R+G+5mgNA+0,3mg Sl); 1,36 + 0,07 2,51 3,28
® GAR+G+15mgNA+0,6mgSl) 1,35+ 0,04 1,50 2,27
G5 G5(R+G+25mgNA+1,2mgSl) 1,38 + 0,06 4,06 4,85
G6 (R+G+2,4mgS) 1,71 0,10 27,44 28,41

R=Rac&o, G=Gordura animal 20 ml, N=Naringina, Sl=sinvastatina.

Letras diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey (P<0.05);* Diferenca

significativa para o controle pelo teste de Dunnett (P<0.05);# Diferenca significativa entre os

controles pelo teste F (P<0.05).
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Aos 14 dias de tratamento o G3 apresentou valores 35,83% maiores nos
valores de creatinina plasmatica em relagdo ao grupo controle (G2). No G4 o
valor foi maior em 7,77% e em G5 o valor foi de 43,17%. Apenas 0s animais do
G6 receberam o tratamento com sinvastatina isolada na concentracido de 2,4
mg, tal grupo apresentou diferencas estatisticamente significativas nos
resultados (54,68%).

Com 28 dias de tratamento, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos grupos em tratamento quando comparados
com os animais do grupo controle. Entretanto, G3 (3,28%), G4 (2,27%), G5
(4,85%) e G6 (28,41%) revelaram valores maiores de creatinina em relagéo a
G2.

A creatinina é o anidrido da creatina que se forma do ciclo fosférico da
fosfocreatina muscular, sintetizada a partir de reagées dos aminoacidos arginina
e glicina, sendo, portanto, um produto endégeno do catabolismo da creatina. E
eliminada pelos rins em quantidade constantes, através da filtracdo glomerular.
Seus valores independem da ingestdao de proteinas da alimentacéo e nao é
afetada pelo volume urinario (LIMA et al., 1985). As suas concentragdes podem
aumentar também em insuficiéncias renais ou severas injurias musculares
(RAGAN et al., 1989).

A lesao renal aguda (LRA) é a complicacdo mais importante no curso da
rabdomiolise. A rabdomidlise decorre primeiramente de necrose muscular
caracterizando a causa traumatica. Entre os mecanismos propostos para
explicar a associagao entre a rabdomiolise e a LRA destacam-se: obstrugao
tubular pela presenca de cilindros formados pelo pigmento heme, a
vasoconstricao renal e a toxicidade direta da proteina heme sobre a célula
tubular e mecanismos inter-relacionados (ZAGER, 1996). A necrose muscular
desencadeia o disturbio oxidativo pela alteracdo na homeostase do calcio,
deplecdo de ATP e ativacdo de sistemas enzimaticos como proteases e
fosfolipases que irdo participar da formacédo e liberacao de radicais livres,
resultando em lesao celular. A lesdo oxidativa altera a estrutura e funcao
glomerular por efeito das espécies reativas de oxigénio (EROs) em células

mesangias e endoteliais, desencadeando lesdo inflamatdria causada pela
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liberacdo de mediadores como citocinas e a ativacao leucocitaria, além da
reducdo de oxido nitrico (NO) implicando no relaxamento vascular, por fim a
ativagdo da peroxidacao lipidica (TAK e FIRESTEIN, 2001). Os antioxidantes
naturais podem auxiliar na resposta enddégena além de contribuir para depuragao
das EROs, atenuando seu efeito oxidativo no rim (STEFANOVIC et al.,2000).

Dessa forma, o presente trabalho sugere uma tendéncia para a nao
evolucdo da nefrotoxicidade a partir da “protecdo muscular’ promovida pelos
flavondides. Lesbes musculares provocados pela rabdomidlise desencadeadas
pelo uso continuo de sinvastatina determinam evolugao de lesdes celulares a
nivel muscular. Os tratamentos utilizando o flavondéide naringina associado a
sinvastatina demonstraram por meio dos resultados da tabela 7 uma “proteg¢ao”
a nivel muscular dos tratamentos que utilizaram naringina associada a
sinvastatina em comparacdo a sinvastatina administrada isoladamente aos

animais.

No presente estudo o efeito renoprotetor se confirmou. O pré-tratamento
com o fitoterapico naringina em diferentes dosesmostrou melhora significativa da
depuracéao de creatinina. Os dados referentes a peroxidacio lipidica ressaltaram
o efeito antioxidante do flavondide. Contudo, futuros testes de toxicidade, bem
como, analises histolégicas poderiam melhor esclarecer a evolugéo ou nao de

danos renais dos animais em tratamento.
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5.8- Efeitos dos tratamentos nas concentragoes de ureia

Tabela 8. Valores médios de colesterol total e percentual de variagdo em relagdo aos grupos-

controle de coelhos submetidos a diferentes tratamentos por 28 dias.

Dias | Tratamentos Ureia Perct(a:ltagem (o) em rel:z;ao &
G1(R) 47331216
G2 (R+G) 4330+2,96 852
G3(R+G+5mgNA+0,3mg Sl) 56,23+523 18,80 2087
° G4 (R+G+15mg NA+0,6 mg SI) 4643+280 -1,90 724
G5 (R+G+25mg NA+1,2mg SI) 50,07 £4,38 577 15,63
G6 (R+G+24mg S) 50,28 6,05 6,23 16,13
G1(R) 30,02+368
G2(R+G) 2823+2,05 5%
G3 (R+G+5mg NA+0,3mg Sl); 2833133 561 0,35
14 G4 (R+G+15mg NA+0,6 mg Sl) 2933+1,99 228 390
G5 (R+G+25mg NA+1,2mg SI) 31,33£243 439 10,98
G6 (R+tG+24mg Sl) 3298+1,50 988 16,82
G1(R) 41,78 4,27
G2 (R+G) 4265+321 207
G3(R+G+5mg NA+H),3mg Sl); 44424112 6,30 414
2 GA(R+G+15mg NA+0,6 mgSl) 4545+242 8,78 6,57
G5 G5(R+G+25mg NA+1,2mg Sl) 4308+382 3,11 1,02
G6 (R+G+24mg Sl) 4747 +4.65 13,62 11,31

R=Ragao, G=Gordura animal 20 ml, N=Naringina, Sl=sinvastatina.

Letras diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey (P<0.05);* Diferenga

significativa para o controle pelo teste de Dunnett (P<0.05);# Diferenca significativa entre os

controles pelo teste F (P<0.05).

-74 -




De acordo com a tabela 8 aos 14 dias de tratamento os grupos néao
apresentarem diferengas estatisticamente significativas pelo teste de Dunnett.
Em G3 o valor foi maior em 0,35%, em G4 os indices foram de 3,90% maiores
nos valores de uréia. No grupo 5 o resultado foi de 10,98% maior e por fim G6
apresentou o valor foi 16,82% maior. Todos os grupos foram comparados com
G2.

Aos 28 dias de experimento os valores dos resultados apresentados de
G3,G4,G5 e G6 foram respectivamente de 4,14%, 6,57%,1,02% e 11,31%, néo

apresentando diferenca significativa para o controle pelo teste de Dunnett .

Tais resultados evidenciam que tanto na ureia quanto na creatinina
apresentaram protecao relativa a partir da associagao de naringina e sinvastatina

aos orgaos

Coelhos eliminam aménia como principal forma de excregao
nitrogenada. Entretanto, nos mamiferos em geral a uréia é o principal produto
final do metabolismo das proteinas, sendo responsavel pela excre¢gao de 80%
do nitrogénio nao proteico pela urina (LIMA, 1985). A dosagem sérica de uréia é
comumente utilizada para se avaliar a fungao renal. No entanto os coelhos

utilizam a uréia para a sintese de proteinas.

A producdo da uréia ocorre no figado a partir de aminoacidos e do ion
NH4**, derivado da acdo bacteriana no intestino grosso. O grupo NH2 dos
aminoacidos que € empregado pelo organismo é transformado em uréia. O
aumento no teor de uréia no sangue pode ser devido a reducao da eliminacéo
renal, aumento do catabolismo de proteinas ou combinagdo desses dois
processos. Valores elevados de uréia ocorrem a partir de choques traumaticos,
choques hemorragicos, desidrata-o aguda ou perda de eletrdlitos,
descompensado cardiaca, infecgdo aguda e catabolismo protéico aumentado
(LIMA, 1985).

Neste contexto, o uso de agentes oxidantes naturais tem merecido
destaque por possuir propriedades relacionadas ao sequestro radicais livres,

quelacao de metais e modulacao de atividades enzimaticas em prol da inibicdo

-75-



da peroxidacgao lipidica, presentes em varios processos patolégicos, como a

doenca renal.
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6. CONCLUSAO

O flavondide naringina e o farmaco sinvastatina, quando associados,
apresentaram efeitos sinérgicos em reduzir as concentragées de colesterol total
e triacilglicerdis no soro de coelhos hiperlipidémicos, sendo que o tratamento
utilizando 25 mg de naringina com 1,2 mg de sinvastatina foi o mais eficaz
quando comparado ao farmaco isolado em uma maior concentragéo (2,4 mg).

As diferentes dosagens em teste da associagdo n&o tiveram efeito em
aumentar o colesterol — HDL dos animais. A combinagdo de naringina e
sinvastatina ndo apresentaram efeito significativo sobre a glicose sanguinea
dos animais em teste durante os 28 dias de tratamento.

Os valores de ureia, creatinina, AST e ALT ndo representaram indicativos
bioquimicos de nefrotoxicidade e hapatotoxicidade nos modelos animais em
teste.

A associacdo de medicamentos com os flavondides poderiam ser
utilizados em doengas crbnicas e metabdlicas onde a hiperlipidemia deve ser

controlada.
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