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AVALIACAO DA TOXICIDADE DO USO ISOLADO E COMBINADO DO ACIDO
LIPOICO E SINVASTATINA EM ANIMAIS

CARDOSO, Christiane Alves!
RESUMO

Introducdo: As estatinas sdo consideradas os medicamentos de escolha no tratamento de
distarbios lipidicos. Contudo, podem levar a alguns efeitos indesejaveis como a alteracdo da
concentra¢do das transaminases hepaticas. Acredita-se que o aumento da morte celular e o
dano oxidativo tém papel importante no desenvolvimento das lesGes envolvidas. Por outro
lado, o &cido lipdico (AL) € considerado o anti-inflamatério e antioxidante protetor das
células mais potente ja descoberto e é amplamente utilizado na terapia de diversas doencas
cronicas associadas ao estresse oxidativo. Dessa forma, a suplementacdo com antioxidantes
surge como estratégia promissora no controle dos fatores de risco associados a diversas
patologias. Objetivo: Avaliar a toxicidade do uso isolado e combinado do AL e da
sinvastatina em animais, por intermédio da quantificacdo de marcadores das funcdes hepatica
e renal. Metodologia: Foram utilizados ratos machos da raga Wistar, os quais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos: controle, sem intervencao; AL, que recebeu 100 mg/Kg/dia;
sinvastatina, que recebeu 2 mg/Kg/dia; e o grupo que recebeu AL associado a sinvastatina,
todos durante 8 semanas. Foram avaliados os dados laboratoriais de 24 animais, através da
dosagem dos marcadores de funcdo hepética, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) e da funcdo renal, creatinina e ureia. Resultados: Dos marcadores
estudados, apenas a ureia apresentou alteracdo de acordo com os valores de referéncia
adotados. A avaliacdo intergrupo do marcador ALT mostrou elevacdo estatisticamente
significativa (p=0,026), em relacdo ao controle, sendo que apés a intervencdo o grupo AL +
sinvastatina apresentou maior reducao nesse parametro. A avaliacdo entre 0s grupos para AST
também mostrou alteracdo significativa (p=0,001), sendo observada apds a intervencdo
reducdo no grupo tratado com sinvastatina isoladamente. Alteracdo significativa (p=0,016)
também foi observada para creatinina, cujo grupo que apresentou maior reducdo, apds a
intervencdo, foi o tratado com AL isolado. Ndo foi observada alteracdo estatisticamente
significativa para ureia. Concluséo: Nesse estudo foi observada alteragdo das transaminases
hepaéticas, confirmando os relatos encontrados na literatura. E reducdo nos niveis de creatinina
e ureia. Dessa forma, se sugere que ndo houve toxicidade renal ap6s a administracdo do AL
isolado ou em associacdo com a sinvastatina. Além disso, a alteracdo dos marcadores apés a
intervencdo pode indicar que houve melhoria na funcdo desses 6rgdos. Contudo, estudos
adicionais sdo necessarios para que se possam avaliar os efeitos destas substancias sobre as
funcBes hepaticas e renais, com um nimero maior de animais, bem como sobre os marcadores
de estresse oxidativo e da atividade inflamatoria.

PALAVRAS-CHAVE: Sinvastatina. Acido lipoico. Funcdo hepatica. Funcéo renal
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INTRODUCAO

A transicdo demogréfica no Brasil durante o dltimo século, associada ao aumento da
expectativa de vida e do envelhecimento da populagdo, acarretou aumento na frequéncia das
doencas crbnico-degenerativas, com as doencas cardiovasculares (DCV) passando a ser a
principal causa de morte no pais, sendo responsavel por 32% dos ébitos da populacdo em
geral e por 45% dos 6bitos dos idosos (JOBIM, 2008).

As DCV podem ter vérias etiologias, no entanto, as de maior importancia sao a idade,
tabagismo, as dislipidemias (essencialmente hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia),
hipertensdo arterial, diabetes e envelhecimento. Desde 1970-1980 a hipercolesterolemia é
reconhecida como uma das principais causas de DCV. Diversos estudos, entre os quais o de
Framinghan, a Triagem de Intervencdo em Fatores de Mdltiplo Risco, demonstrou a relacdo
entre os niveis de lipidios séricos e os niveis de mortalidade e morbidade cardiovascular
(CRUZ et al., 2008).

A elevada concentracdo de lipidios séricos e niveis baixos da lipoproteina de alta
densidade (HDL) séo fatores cruciais na incidéncia de doengas como aterosclerose e de outras
relacionadas como as doencas vasculares cerebrais isquémicas e doencas vasculares
periféricas (SANTIAGO, 2011).

Os inibidores da enzima 3-Hidroxi-3-Metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA) redutase,
também conhecidos como estatinas, sdo considerados os medicamentos de primeira escolha
no tratamento dos distarbios lipidicos (BONFIM et al, 2013). Contudo, com a ampla
utilizacdo dessa classe de medicamentos no tratamento da hipercolesterolemia possibilitou-se
a verificacao de reacdes adversas (SANTOS; SILVA, 2010).

Muitos medicamentos empregados rotineiramente na clinica podem apresentar, como
reacao colateral indesejavel, a agressao ao figado, o que podera limitar seu uso e os beneficios
esperados (BERTOLAMI, 2005). Nesse orgdo, o efeito adverso mais frequente da das
estatinas € a discreta alteracdo das transaminases em cerca de 1 a 5 % dos pacientes.
Elevagdes prolongadas em niveis superiores a trés vezes o normal podem ser encontradas em
1-2 % dos casos (SOUZA, 2009). Além disso, algumas drogas também sdo responsaveis pela
lesdo renal, podendo levar, inclusive, ao declinio da taxa de filtragdo glomerular (TFG)
(KUMAR et al., 2005).

O mecanismo pelo qual as estatinas causam dano hepatico ainda ndo esta totalmente
esclarecido. No entanto, acredita-se que o dano causado aos hepatécitos seja devido a

apoptose. Varios mecanismos podem estar envolvidos, contudo a diminuigdo dos niveis de



ubiquinona parece ser o principal fator responsavel por esse processo, visto que ha aumento
da morte celular, do dano oxidativo e reducdo na sintese de ATP (SANTOS; SILVA, 2010).
Por outro lado, as espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo importantes mediadores na
sinalizacdo da apoptose, sendo ao mesmo tempo causa e consequéncia das lesdes celulares
associadas ao estresse oxidativo (SILVA; CERCHIARO, 2011).

Levando em consideracdo que a DCV encontra-se entre as principais causas mundiais
de mortalidade e que o processo oxidativo contribui para o aumento do risco cardiometabdlico
(RCM), a suplementacdo com substancias antioxidantes surgem como estratégia promissora
no controle dos fatores de risco associados (CATANIA et al., 2009).

Vérios trabalhos sugerem a utilidade do &cido lipdico (AL) na terapia de diversos
disturbios, como nas DCV, isquemia cerebral e do miocardio, intoxicacdo por metais pesados,
diabetes, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e distdrbios neurodegenerativos, como mal
de Alzheimer e deméncias relacionadas (BILSKA; WLODEK, 2005; HOLMQUIST et al.,
2007). Sabe-se, ainda, que o AL tem a capacidade de reduzir as espécies reativas de oxigénio,
regenerar os antioxidantes endégenos como a glutationa, a vitamina C e E e reparar danos
oxidativos nos tecidos (ROJAS et al., 2011).

Recentemente, vém sendo realizados estudos no sentido de avaliar
a atividade hipocolesterolémica das estatinas associadas a antioxidantes e diante desses
trabalhos houve a necessidade da avaliagdo da toxicidade hepatica e renal. Além disso, ndo ha
descricdo na literatura da melhoria na funcdo desses 6rgdaos com o uso associado da
sinvastatina com o AL. Desse modo, este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade do
uso isolado e combinado do AL e sinvastatina em animais, por intermédio da quantificacdo
dos marcadores hepaticos e renais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Estima-se que 17.3 milhdes de pessoas morreram por DCV em 2008, representando
30% de todas as mortes globais (SANTQOS, 2013) e os principais fatores de risco associados
sdo: dislipidemia, hipertensdo, uso de tabaco, obesidade, sedentarismo e diabetes (SANTOS;
SILVA, 2010).

A elevada concentragdo de lipidios séricos e baixos niveis de colesterol HDL séo
fatores cruciais na incidéncia de determinadas doencas como a aterosclerose e de outras
relacionadas como as doencas vasculares cerebrais isquémicas e as doencas vasculares
periféricas (SANTIAGO, 2011).

A aterosclerose é o componente mais importante das DCV. E considerada uma doenca
multifatorial que se inicia a partir de uma disfuncéo endotelial, onde fatores pré-oxidantes e
pré-inflamatorios podem estar envolvidos na iniciacdo e desenvolvimento da patologia,
através de uma relacdo causa e efeito (PORTELA et al.,, 2014). Em adicdo a essa
comorbidade, a hipercolesterolemia também é considerada uma das principais causas de
DCV, desde a década de 70 (SANTIAGO, 2011).

Niveis elevados de colesterol, especialmente de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), bem como de triglicerideos (TG) e baixos niveis de HDL constituem os principais
alvos de tratamento segundo as diretrizes brasileiras e americanas para o controle de doengas
do coracdo (FIEGENBAUM; HUTZ, 2006).

Os lipideos séricos sdo grupos heterogéneos que compreendem o colesterol, os TG, 0s
fosfolipideos e os &cidos graxos livres, e caracterizam-se pela relativa insolubilidade em agua.
Encontram-se no plasma na forma de lipoproteinas ou ligados a albumina. Essas constituem
conjuntos macromoleculares que contém lipideos e proteinas. De acordo com a densidade e
composicdo podem ser classificadas em HDL, LDL, VLDL (lipoproteina de muito baixa
densidade) e quilomicrons (densidade semelhante a VLDL) (CRUZ, 2008; FARIAS, 2007;
SANTIAGO, 2011).

Diferentes classes de medicamentos atuam na reducdo do colesterol, como 0s
inibidores competitivos da 3-hidroxi 3-metilglutaril coenzima-A (HMG-CoA redutase),
também denominados de estatinas; derivados do &cido fibrico, vulgarmente denominados por
fibratos; inibidores seletivos da absor¢do do colesterol — ezetimiba; resinas ligadoras dos
acidos biliares; e acido nicotinico, também denominado por niacina (RODRIGUES, 2010).

As estatinas sdo consideradas o medicamento de escolha para a reducdo do colesterol.
Encontram-se disponiveis comercialmente a metavastatina, lovastatina, pravastatina,

sinvastatina, fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina, pitavastatina e serivastatina
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(SANTIAGO, 2011). A pravastatina e a sinvastatina derivam de modificacdes quimicas da
lovastatina, enquanto que, a atorvastatina, a fluvastatina e a rosuvastatina sdo compostos
totalmente sintéticos e estruturalmente distintos uns dos outros (RODRIGUES, 2010).

As estatinas sdo bem absorvidas e extraidas pelo figado, seu local de acéo, e sofrem
extenso metabolismo pré-sistémico através das vias citocromo P450 e glucuronidacdo. A
sinvastatina € um pro-farmaco inativo de lactona, metabolizado no figado em sua forma ativa
o B-hidroxi &cido graxo correspondente (RANG et al., 2007). E uma das estatinas naturais
derivadas da fermentacdo fungica e possui um anel hexahidronaftaleno ligado a duas cadeias
laterais (éster dimetilbutirato e hidroxiacido). Como lactonas sdo pouco hidrossollveis e, por
isso, incorporam-se as células hepaticas com maior facilidade (SANTIAGO, 2011). (Figura
1).

Figura 1: Molécula de Sinvastatina

Hag®
Fonte: Farmactécnica, 2009

O uso das estatinas reduz o LDL de 15% a 55%, 0s TG de 7% a 28%, e elevam 0 HDL
de 2% a 10%. Essas modificagOes contribuem para a reducdo da mortalidade cardiovascular,
da incidéncia de eventos isquémicos coronarios agudos e do acidente vascular cerebral, além
de facilitar a revascularizacdo do miocardio (BONFIM et al., 2013). O mecanismo de acéo
dessa classe esta relacionado a sintese do colesterol nos hepatécitos.

A biossintese de colesterol inicia-se a partir da associacdo de 3 moléculas de Acetil-
coenzima A (acetilCoA) para a formacdo de HMG-CoA. Em seguida, este é convertido em
mevalonato pela enzima HMG-CoA redutase, representando a etapa limitante da sintese do
colesterol. O mevalonato forma o isopentil pirofosfato, o qual se condensa (3 moléculas)
formando o intermediario farnesil pirofosfato. Duas moléculas deste reagem formando o
esqualeno, que originard posteriormente o lanosterol e este, por fim se convertera em
colesterol (SANTIAGO, 2011) (Figura 2).
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Figura 2: Biossintese do colesterol e inibicdo da HMG CoA redutase
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Adaptado de LINARELLI; POTTI, 2008.

As estatinas sdo responsaveis pela inibicdo parcial e reversivel da HMG-CoA redutase,
impedindo a conversdo de HMG-CoA em mevalonato. Esses medicamentos possuem uma
porcdo semelhante ao acido mevaldnico, por isso inibem essa conversdo (FIEGENBAUM;
HUTZ, 2006) (Figura 2). A reducdo na sintese desse composto leva a diminuicdo dos niveis
de colesterol livre nos hepatdcitos e, em resposta, da-se um aumento da expressdo do gene dos
receptores de superficie especificos de LDL, o que leva ao aumento da sintese destes. O
resultado € a maior ligacdo e remoc¢do da LDL circulante do sangue, reduzindo seus niveis
séricos. Dessa forma, o principal efeito bioguimico das estatinas consiste em reduzir as
concentragfes plasmaticas dessa lipoproteina (LINARELLI; POTTI, 2008; RODRIGUES,
2010).

Além disso, estudos sugerem que as estatinas podem reduzir os niveis de LDL
aumentando a remog&o de seus precursores, VLDL e lipoproteina de densidade intermediéria
(IDL), e pela diminuicdo da sintese hepatica das VLDL. O aumento da remocéo dessas pode
ser explicado pelo fato de serem lipoproteinas ricas em apoproteina E, que também é

reconhecida pelos receptores das LDL. Quanto & diminuicdo da sintese hepatica das VLDL,
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esta deriva da diminuicdo dos niveis de colesterol livre nos hepatdcitos, visto que o colesterol
€ um componente necessario a sintese dessa lipoproteina. Esse mecanismo pode contribuir,
ainda, com a reducdo dos niveis de TG no sangue, pois estes sdo0 um dos principais
componentes das VLDL (RODRIGUES, 2010).

Dessa forma, os inibidores da HMG-CoA redutase apresentam dupla acéo, reduzindo a
biossintese de colesterol e aumentando o numero de receptores de LDL, promovendo a
remocado de IDL e LDL circulantes (SANTIAGO, 2011).

De maneira geral, sdo farmacos bem tolerados pelo organismo, no entanto é possivel
observar alguns efeitos indesejaveis discretos como disturbios gastrintestinais, aumento das
concentracOes plasmaticas das enzimas hepaticas, insénia e eczantema. A incidéncia desses
efeitos adversos ou mesmo da miopatia e rabdomiolise é baixa e depende da dose e da
administracdo concomitante com outros farmacos (LINARELLI; POTTI, 2008). Pode haver
aumento discreto de creatinoquinase (CK) em alguns doentes que fazem uso dessa medicacéo.
No entanto, elevacdes pronunciadas, podendo caracterizar rabdomidlise, acompanhadas por
desconforto generalizado e fraqueza muscular sdo eventos mais raros (RODRIGUES, 2010).

O efeito mais frequente no figado causado pelo uso de estatinas é a elevacdo das
transaminases hepéticas (SANTOS; SILVA, 2010). No entanto, em geral a doenca hepética
induzida por droga é seguida pela recuperacdo com a remocdo da mesma. O fluxo e refluxo da
lesdo hepética podem ser imperceptiveis ao paciente e detectaveis apenas através de testes
laboratoriais anormais, como a medi¢cdo no soro de enzimas hepatocelulares: Aspartato
aminotransferase séria (AST) e Alanina aminotransferase sérica (ALT) (KUMAR et al.,
2005).

As transaminases diferem entre si por sua especificidade de agdo. A AST tem origem
mitocondrial (30%) e citoplasmatica (70%). Predomina no coracdo e, em menor grau, nos
rins, figado, pancreas e musculo esquelético. Em contrapartida, a ALT tem origem
unicamente citoplasmatica, predominando no figado e em menor grau nos outros Orgaos
citados anteriormente. Diversos agentes podem provocar sua elevacdo, como chas
fitoterapicos e medicamentos (anticonvulsivantes, antiinflamatérios, tuberculostaticos,
estatinas e drogas ilicitas) (FARIAS, 2007). Essa diferenga na localizacdo dentro da célula
tem auxiliado no diagnostico e prognostico de doencgas hepaticas. Em dano hepatocelular leve
a forma predominante € a citoplasmatica, enquanto que na lesdo grave ha liberagdo da
mitocondrial elevando a relagio AST/ALT (ROSSONI JUNIOR, 2008).

O dano hepético induzido por estatinas pode estar relacionado ao aumento da
apoptose. Alguns mecanismos podem estar envolvidos dentre os quais o estimulo da atividade

de caspases, proteinas envolvidas no processo apoptético. Outro mecanismo envolvido se
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relaciona com o metabolismo do mevalonato. A parte inicial da via desse composto é uma
sequencia de reacdes que forma farnesil-pirofosfato a partir de acetil-CoA, esse € o Ultimo
substrato comum para a biossintese de diversos produtos finais, inclusive ubiquinona (Figura
1). A diminuicdo nos niveis desta em células hepaticas tratadas com sinvastatina seria o
principal fator responsavel por ativar o processo de apoptose, haja vista que ha aumento da
morte celular, do dano oxidativo ao DNA e reduc¢do na sintese de ATP com o aumento da
concentracdo de sinvastatina. Além disso, a apoptose em hepatdcitos, bem como diminuigéo
da expressdo de RNAm para Bcl-2 e ativacao de caspase pode ser revertida por mevalonato e
a suplementacdo com ubiquinona gera um efeito protetor contra estas lesdes (SANTOS;
SILVA, 2010).

A Ubiquinona ou Coenzima Q (CoQ) é um lipidio endégeno considerado antioxidante,
que desempenha papel central na cadeia respiratéria mitocondrial, participa da regulacdo da
permeabilidade, diminui a oxidacdo de proteinas e do DNA, regenera a vitamina E e impede a
disfungdo endotelial, provavelmente por aumentar a disponibilidade de NO. Além disso, o
produto de sua reducdo, o ubiquinol (CoQH2), é um antioxidante que inibe a iniciacdo e
propagacao da peroxidacao lipidica (VASCONCELOS et al., 2007).

De acordo com Kaufmann et al. (2006) as estatinas também podem provocar
depressdo da cadeia respiratoria de elétrons, bem como a liberacdo de citocromo C da
mitocOndria, processo que pode desencadear a formagdo do apoptossomo e,
consequentemente, levar a célula a apoptose.

Além de dano hepético, toxinas e drogas podem produzir lesdo renal e essa
nefrotoxicidade pode ser aguda ou crénica (RUSSO, 2013). Essa lesdo pode ser causada de
trés maneiras: desencadeando uma reacdo imunoldgica intersticial; causando insuficiéncia
renal aguda; ou causando lesdo sutil, porém cumulativa, aos tubulos, que leva anos para se
manifestar e resulta em insuficiéncia renal cronica (KUMAR et al., 2005).

Ja é bastante descrito na literatura que as estatinas podem levar a alteracbes nas
transaminases hepéticas. No entanto, apesar de ser conhecido o efeito nefrotoxico de alguns
medicamentos, ha pouca descricdo referente a tal efeito causado pelas estatinas. Apesar de ser
um evento raro ha um relato de caso do surgimento de insuficiéncia renal aguda (IRA)
induzida pelo uso de estatina, cuja suspensdo resultou em melhora significativa do quadro
(SIQUEIRA et al., 2008). Na pratica clinica a fun¢do renal pode ser avaliada através dos
marcadores ureia, creatinina e proteindria (SODRE et al., 2007).

Historicamente, a ureia e creatinina sérica tém sido utilizadas como indice de retencéo
dos compostos nitrogenados ndo proteicos eliminados pelos rins. Portanto, as concentragoes

das mesmas sdo inversamente proporcionais @ TFG (HENNEMANN et al., 1997). A piora da
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funcdo renal é classicamente detectada por meio dos niveis de creatinina sérica, que &, entéo,
utilizada para estimar a TFG. Contudo, esses compostos sdo marcadores que detectam a lesdo
renal apenas quando h& perda superior a 50% da TFG (PERES et al., 2013).

A apoptose discutida anteriormente também pode ser mediada por EROs, através da
interacdo com proteinas envolvidas nesse processo (CIRCU; AW, 2010). As espécies reativas,
por outro lado, também podem surgir durante a apoptose (TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010).
Dessa forma, as EROs podem ser a0 mesmo tempo causa e consequéncia de patologias
humanas associadas ao estresse oxidativo (SILVA; CERCHIARO, 2011).

As espécies reativas também denominadas de radicais livres sdo formas reativas de
oxigénio parcialmente reduzidas, produzidas como produto indesejavel no processo de
respiracdo mitocondrial, cujo oxigénio molecular € reduzido em agua para geracao de energia
celular. Sao espécies quimicas que possuem um unico elétron sem um par correspondente na
Orbita externa. A energia criada pela configuracdo instavel dessas moléculas é liberada,
através de reagBes com substancias inorganicas e organicas, como proteinas, lipidios e
carboidratos, culminando em modificagcbes covalentes nestas moléculas (KUMAR et al.,
2005).

EROs e espeécies reativas de nitrogénio (ERNs) podem ser geradas do metabolismo
normal mitocondrial, em peroxissomas e em uma variedade de enzimas citosélicas. As EROS
sdo anion radical superoxido (O2+—), peréxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (*OH),
oxigénio singlete (102%*), radical peroxila (RO2¢), alcoxila ((RO¢) e 0zonio (O3). As ERNS
sdo oxido nitrico (NOv), dioxido de nitrogénio (NO2¢), peroxinitrito (ONOO-), dentre outras
(VASCONCELOS et al., 2007).

Essas moléculas atuam como moléculas de sinalizacdo regulando a expressao de genes
cujas moléculas sintetizadas sdo responsaveis pela proliferacdo, controle e diferenciacdo nos
processos envolvidos a resposta inflamatoéria. Dessa forma, o desequilibrio dessas pode levar
ao desenvolvimento de vérias patologias aparentemente nao relacionadas (MOHORA et al.,
2009). Evidéncias recentes indicam que o aumento da producdo de espécies reativas
desempenha um importante papel fisiopatoldgico nas DCV (BRIONES et al., 2009;
MADAMANCHI; RUNGE, 2007).

Devido ao efeito lesivo das EROs e ERNSs, evoluiram sistemas complexos de defesa
antioxidante, incluindo mecanismos enzimaticos e ndo enzimaicos, para minimizar a
producdo de espécies reativas durante a producdo de ATP (BARTZ; PIANTADOSI, 2010).
Os sistemas enzimaticos incluem Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa
Peroxidase (GPx) e Glutationa redutase (GR). Enquanto 0s ndo enzimaticos correspondem a

glutationa (GSH), Ubiquinona, Acido trico, Vitamina E, Vitamina C, p-caroteno,
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Transferrina e Ceruloplasmina (VASCONCELOS et al., 2007) e mais recentemente foi
incluido o AL.

No entanto, o desequilibrio entre producdo e destruicdo dessas espécies reativas,
correlacionado com o déficit de moléculas antioxidantes, resulta em estresse oxidativo
levando a alteracdo do estado redox intracelular (AUDE-GARCIA et al., 2011). Dessa forma,
alguns antioxidantes vém ganhando destaque em estudos relacionados as patologias
cardiovasculares e podem estar associados a reducdo do estresse oxidativo e da apoptose
celular.

Ao longo da ultima década, vem sendo demonstrada a importancia do AL ou 1,2-
ditiolano-3-pentandico como potente antioxidante (Figura 2). E um composto sulfidrilico
derivado do &cido octandico, que mantém suas funcbes de protecdo contra lesdes oxidativas
em ambas as formas, oxidada e reduzida (ISLAM, 2009). E uma molécula relativamente
pequena, proveniente do metabolismo dos &cidos graxos e sintetizada, principalmente, no
figado e nos rins (ROJAS et al., 2011).

O AL ¢é sintetizado nas mitocondrias e covalentemente ligado através de residuos de
lisil a complexos de acido alfa-ceto desidrogenase. O AL ligado é um cofator da enzima e,
juntamente com o &cido dihidrolipdico (DHLA), seu derivado através de reducdo, pode
capturar diversas EROs, incluindo radicais superdxido, radicais hidroxila, &cido hipocloroso,
radicais peroxila e o oxigénio singleto (MORAES, 2011).

Trata-se de um antioxidante ativo na fase lipidica, bem como na fase aguosa, sendo
facilmente digerido, absorvido e transportado para os tecidos, possuindo, assim, propriedades

lipofilicas que facilitam a penetracdo em membranas celulares (OLIVEIRA et al., 2011).

Figura 3: Molécula de &cido alfa-lipdico em sua forma oxidada e reduzida
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Fonte: Micronutrient Information Center, 2010.

O AL tem caracteristicas bem especificas: 1) distribui-se pela mitocdndria; 2) tem um

potencial redox muito baixo, sendo por isso capaz de reciclar outros pares redox
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antioxidantes, como o ascorbato; e 3) € regenerado por aumentos do dinucledtideo de
nicotinamida adenina (NADH) induzidos pelo aumento da glicemia e por acdo dos &cidos
graxos plasmaticos ndo esterificados (NEFA, via piruvato desidrogenase), estabelecendo uma
ligacdo entre a atividade antioxidante e o grau de aumento do fluxo metabdlico (SENA;
NUNES; LOURO, 2007).

O pioneiro na pesquisa sobre o AL como antioxidante foi Lester Packer, da
Universidade da California, em Berkeley. Ele descobriu, em 1991, que essa molécula € uma
parte importante de uma rede de antioxidantes que incluem a vitamina C, vitamina E a
glutationa (MORAES, 2011).

E um composto produzido naturalmente em pequenas quantidades pelos vegetais e
animais, incluindo humanos. O AL produzido endogenamente esta ligado covalentemente a
proteinas especificas que funcionam como cofatores de complexos enziméticos mitocondriais.
Dessa forma, hd um interesse cientifico crescente no potencial terapéutico dessa molécula,
tendo em vista ser eficaz para uma série de condi¢des implicadas com dano oxidativo
(SANTOS et al., 2010).

Estudos recentes, in vitro, mostraram que o AL é o anti-inflamatério e antioxidante
protetor das células mais potente ja descoberto. Por isso, € amplamente utilizado na prevencéo
de vérias doengas cronicas associadas ao estresse oxidativo e é administrado diariamente
como suplementos de dieta antienvelhecimento, diabetes e doengas cardiovasculares
(MORAES, 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da raga Wistar, provenientes do biotério da Faculdade
de Ciéncias Médicas de Campina Grande - PB. Os animais foram separados aleatoriamente
em 4 grupos, constituindo no total 24 animais, distribuidos ao acaso, que receberam o
seguinte tratamento:

e grupo 1 (controle): sem intervencgao;
e grupo 2 (experimental): AL;
e grupo 3 (experimental): sinvastatina;

e grupo 4 (experimental): &cido lipdico + sinvastatina.

3.2 Protocolo experimental

Os animais foram alimentados com uma dieta aterogénica, constituida por racdo
acrescida de 6leo de soja a 10%. Durante o periodo de ambientacdo e tratamento os animais
tiveram acesso livre a alimentacdo, a 4gua e mantidos em ambiente com ciclo de 12h de
luminosidade controlada. As intervengdes com AL (100 mg/Kg/dia) e/ou sinvastatina (2
mg/Kg/dia), ocorrerem por oito semanas, diariamente.

Os comprimidos foram adquiridos no comércio e triturados até o estado de po, por
meio de gral e pistilo, e depois foram incorporados em solucdo de Carboximetilcelulose
sodica 0,5% e suas doses foram adequadas ao peso do animal. Apds as oito semanas, 0S
animais foram anestesiados com cetamina/clorpromazina por via intraperitoneal e, por puncgéo
da veia caudal, para coleta de amostras sanguineas, que foram utilizadas para o doseamento
dos marcadores bioquimicos.

Todo o procedimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina
Grande — FCM.

3.3 Avaliacao bioguimica

Foram coletados 3 ml de sangue de todos os animais para obtengdo das dosagens
bioguimicas ap0s a intervencdo. Os tubos contendo sangue foram centrifugados a 3.000 rpm
durante 15 minutos e os sobrenadantes foram fracionados em microtubos e armazenados a —
20°C para posterior analise. As amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Pesquisa
em Bioquimica Clinica da Universidade Estadual da Paraiba - UEPB, para realizacdo das
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dosagens. Estas foram feitas em um analisador semi-automatico BioSystems BTS — 310
(PHOTOMETER).

Foram realizadas as dosagens das transaminases como marcadores hepéticos, Alanina
Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST) e os valores de referéncia
adotados foram: 38-82 U/L para o primeiro e 61-210 U/L para o segundo.

Para avaliacdo da toxicidade renal foram utilizados os marcadores Creatina e Uréia e
os valores de referéncia adotados foram: 0,24-1,20 mg/dL para o primeiro e 26-58 mg/dL para
0 segundo.

Os valores de referéncia utilizados foram baseados no estudo realizado por Lima et al.
(2014). Todas as determinacOes foram realizadas pela técnica de colorimetria, seguindo as
recomendacdes do fabricante do kit (Biotécnica®).

3.4 Tratamento estatistico

Inicialmente os dados foram avaliados quanto a normalidade através do teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, como as amostras mostraram-se paramétricas, utilizou-se o teste
ANOVA para as analises intergrupos. O nivel de significancia dos testes foi estabelecido em
5%.

Todas as varidveis foram submetidas a analises pelo pacote estatistico Statistical
Package for Social Sciences (SPSS 20.0, Chicago, IL, EUA).

3.5 Considerac0es éticas

Este estudo seguiu os preceitos éticos para estudos com animais, sendo submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da FCM, estando constituido no

projeto “Efeito do acido lipdico e da sinvastatina sobre marcadores de risco cardiovascular” —

CEUA: 0032/14/06/2013.
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4 RESULTADOS

A tabela 1 apresenta as variaveis laboratoriais, considerando os critérios para avaliacéo

da funcédo hepética e comparando os resultados obtidos entre 0s grupos apos a intervencao.

Tabela 1: Analise dos marcadores da funcdo hepatica ap6s a intervencéao

Parametros Resultados (mg/dl) I\Q/;,Igrrgzc(:g Iﬁ \tlsrléﬁi)%
AST(U/L)
Controle 71,70 (10,26)
Acido lipoico 95,43 (13,96)
61-210 p= 0,001
Sinvastatina 68,82 (6,05)
AL + sinvastatina 74,26 (8,66)
ALT(U/L)
Controle 29,83 (10,22)
Acido lipéico 38,00 (3,52)
38-82 p= 0,026
Sinvastatina 41,83 (5,15)
AL + sinvastatina 31,33 (7,55)

*AST (Aspartato Aminotransferase); ALT (Alanina Aminotransferase); AL (acido lipdico)

Apds oito semanas de intervencdo a funcdo hepatica foi avaliada através das
concentracgdes séricas das enzimas AST e ALT, cujos resultados encontrados estiveram dentro
da faixa de normalidade, de acordo com o trabalho de Lima et al. (2014).

A avaliagdo do marcador ALT mostrou que 0s grupos de intervencdo apresentaram
niveis séricos maiores do que aqueles encontrados no grupo controle, e essa alteracdo foi
estatisticamente significativa. Alteracdo maior foi verificada nos animais tratados com
sinvastatina. Contudo, quando esta foi administrada em associagdo ao AL foi possivel
observar reducdo do marcador, quando comparado aos grupos de intervencgéo isolados. Com
relacdo a AST também houve aumento nos grupos quando comparados ao controle, sendo
considerado estatisticamente significativo. Redugdo nesse parametro foi observada nos
animais tratados com sinvastatina isoladamente. Por outro lado, a intervencdo com AL isolado
mostrou aumento significativo nesse parametro.

A funcéo renal foi avaliada a partir das concentracGes sericas de creatinina e ureia. Os

dados referentes a estes marcadores nos grupos sdo apresentados na tabela 2. Os resultados
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obtidos estiveram dentro dos valores de referéncia adotados, para a creatinina. O mesmo nédo

ocorreu para ureia.

Tabela 2: Analise dos marcadores da funcéo renal ap6s a intervencéo

Parametros Resultados (mg/dl) \R/sflgrréeﬁcdig I'?; \t/:rlglg?%ﬁ)%
Creatinina(mg/dL)
Controle 0,75 (0,84)
Acido lipéico 0,48 (0,98)
0,24-1,20 p= 0,016
Sinvastatina 0,65 (0,21)
AL + sinvastatina 0,63 (0,18)
Uréia(mg/dL)
Controle 76,33 (9,29)
Acido lipoico 68,00 (6,29)
26-58 p= 0,424
Sinvastatina 72,33 (9,69)
AL + sinvastatina 70,17 (10,53)

*AST (Aspartato Aminotransferase); ALT (Alanina Aminotransferase); AL (&cido lipdico)

Ao analisar os valores de creatinina, observou-se que todos os grupos apresentaram
valores inferiores ao grupo controle e essas alteragdes foram estatisticamente significativas.
Maior reducdo foi observada no grupo tratado com AL isolado. Com relacdo a ureia foi
possivel constatar que houve reducdo nos grupos de intervencdo quando comparados ao

controle, no entanto essas alteracdes nao foram significativas.



22

5 DISCUSSAO

Muitos medicamentos, incluindo as estatinas, podem apresentar, como reacao colateral
indesejavel, a agressdo ao figado, sendo constatada pela elevagdo das transaminases hepaticas
(FERRER, 2009). Além de dano hepatico, os medicamentos podem produzir lesdo renal e
essa nefrotoxicidade pode ser aguda ou cronica (RUSSO, 2013).

Nesta pesquisa observou-se elevacdo das transaminases hepaticas em relacao ao grupo
controle, com excecdo de AST no grupo em tratamento com sinvastatina. Esse resultado
corrobora com o de Bonfim (2010), que constatou aumento de ALT em experimentos com
animais, que receberam interven¢do com atorvastatina 10mg/Kg/dia durante quatro semanas.
O mesmo também néo verificou alteracdes de AST.

Segundo Souza 2009, em estudos com animais, utilizando altas doses de estatinas foi
possivel observar lesdes hepéticas, 0 que ndo ocorreu quando se usou doses adequadas.

Em estudos realizados com humanos Bonfim et al. (2013) observaram alteragdo nas
transaminases em 12% dos pacientes tratados com estatina. Por outro lado, o estudo de
Morais (2009) ndo constatou alteracdes significativas nos mesmos marcadores.

Dessa forma, os resultados encontrados estdo em conformidade com os descritos na
literatura, os quais relatam que as estatinas podem causar discreta alteracdo dessas enzimas
em pacientes que fazem uso de estatinas (SANTOS; SILVA, 2010; SANTOS, 2013).

Os resultados achados para ALT mostram que apesar do aumento em relacdo ao
controle a intervengdo com AL associado a sinvastatina resultou em diminui¢do desse
parametro, sugerindo possivel atividade protetora do AL. Esta pode estar relacionada a
diminuicdo do estresse oxidativo e da apoptose celular, mecanismos pelos quais acredita-se
gue as estatinas causam dano hepatico (SANTOS; SILVA, 2010).

As EROs vem sendo reconhecidas como importantes mediadores no processo de
sinalizacdo da apoptose. Pode inclusive causar a liberacdo do citocromo ¢, molécula central
envolvida nesse processo. Por outro lado, perda significativa do citocromo ¢ leva ao aumento
na producdo de espécies reativas, devido a interrupcdo na cadeia de transporte, por perda de
elétrons (CIRCU; AW, 2010). Dessa forma, sugere-se que o AL teve importante atividade
antioxidante. Alguns farmacos com acdo antioxidante e antiinflamatoria possuem efeito
hepatoprotetor (FERREIRA, 2011). No entanto, ndo ha relato na literatura referente a esse
efeito, quando do uso de AL isolado ou associado as estatinas.

Nesse estudo foi constatada maior reducdo de AST no grupo em uso de sinvastatina

isolada e aumento no grupo que recebeu AL isolado, estando em conformidade com o
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trabalho realizado por Bonfim (2010), que ndo verificou nenhuma alteragdo nesse parametro
durante o tratamento de animais com estatinas. No entanto, deve-se ter uma interpretacdo
cautelosa, devido ao pequeno nimero de animais que fizeram parte da intervenc&o.

Vale salientar, ainda, que a ALT é uma transaminase unicamente citosolica, sendo
assim seu aumento é mais especifico de lesdo hepética. Além disso, a AST predomina no
coracdo e em menor grau nos outros tecidos, sendo liberada no sangue quando qualquer um
desses tecidos é danificado (FARIAS, 2007).

Estudos recentes indicam que as estatinas apresentam capacidade protetora contra
danos oxidativos, tendo sido demonstrada sua atividade antioxidante em estudos realizados
em tecidos e em modelos in vivo. Ainda se sabe pouco sobre a forma pela qual as mesmas
atuam como antioxidantes. Especula-se que é devido a reducdo dos compostos isoprendides,
aumento da producdo de déxido nitrico (NO) e as suas caracteristicas anti-inflamatorias, ja que
estas se relacionam diretamente com as espécies reativas (SANTIAGO, 2011).

Dessa forma, ap6s a intervencdo, a redugdo nos marcadores da funcdo hepatica
encontrados no nosso estudo, apesar de estarem acima dos valores encontrados no grupo
controle, podem estar relacionados a acdo benéfica dessas moléculas no estresse oxidativo,
visto que alguns estudos ja demonstraram os efeitos na melhoria da funcéo endotelial, efeitos
antioxidantes e as propriedades anti-inflamatorias das estatinas (SILVA, 2013) e do AL
(MORAES, 2011; SANTOS et al., 2010).

Os resultados laboratoriais referentes a creatinina mostraram que houve reducao nesse
marcador em todos 0s grupos, em relacdo ao controle, e a administracdo de AL isolado ou em
associacdo a sinvastatina resultou em maior diminuicdo do mesmo. Esse achado corrobora
com os de Rahman et al. (2011), que constataram o efeito protetor renal do AL em ratos,
através da reducdo da proteindria.

Achado semelhante foi encontrado por Cardoso (2013), dado ndo publicado, cujo
trabalho verificou a reducdo dos niveis séricos de creatinina em pacientes em uso de AL em
associacdo com anti-hipertensivos, sugerindo a melhoria da funcdo renal.

Além disso, existem fortes evidéncias de que estatinas ndo causam dano glomerular,
proteinuria, interferéncia no transporte de proteinas, hematdria, dano tubular e nem
insuficiéncia renal aguda (SANTOS; SILVA, 2010). Contudo, apesar de ndo ser conhecida a
acao das estatinas na les@o renal, ha um relato de caso do surgimento de IRA induzida pelo
uso das mesmas (SIQUEIRA et al., 2008).

Em estudos realizados com modelo animal, o efeito protetor renal das estatinas vem
sendo constatado, podendo estar associados ao aumento na filtragdo glomerular e reducéo da
lesdo tubular, podendo indicar menores niveis de EROs (TESHIMA et al., 2010, 2012).
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Estudos em modelos de isquemia renal também demonstram o efeito renoprotetor da
sinvastatina com melhoria da necrose tubular aguda, verificada através da analise histolégica
e reducdo dos valores da fracdo de excre¢do de sdédio (TODOROVIC et al., 2008).

Com relacdo a estudos em humanos, o experimento clinico Heart Protection Study
Collaborative Group, que envolveu 20.536 individuos, também pode verificar os efeitos
benéficos das estatinas, o qual foi comprovado que apds aproximadamente cinco anos de
acompanhamento, pacientes de alto risco cardiovascular tratados com sinvastatina
apresentaram niveis médios de creatinina plasmatica inferiores aos dos pacientes que
receberam placebo (LAURINAVICIUS; SANTQOS, 2008).

Resultado diferente foi obtido para ureia, cujas concentracfes estiveram acima dos
valores de referéncia. Foi observada reducé@o nesse parametro nos animais em tratamento com
AL isolado, mas as alteracdes ndo foram estatisticamente significativas. Reducéo significativa
da ureia foi encontrada no estudo realizado por Cardoso (2013), em pacientes em tratamento
com esse antioxidante.

Contudo, de acordo com Russo (2013), a ureia plasmética pode apresentar um valor
alterado em situacGes, nas quais, ndo houve alteracdo real da TFG, enquanto que, também nao
hd alteracdo no valor da creatinina sérica. Estas situacfes incluem casos de elevada
quantidade de aminoécidos metabolizados no figado, como por exemplo, quando sdo seguidas
dietas hiperproteicas; alteracdo também pode ser observada quando do uso concomitante de
alguns medicamentos. Assim, a creatinina € o marcador mais utilizado por se manter
inalterado nessas situacdes.

Neste estudo sugere-se que a administracdo de AL e sinvastatina esteve associadas a
elevacdo discreta das transaminases hepéticas. Contudo, o tratamento com sinvastatina
reduziu os valores de AST e, a associacdo dessa com AL reduziu a ALT. Além disso, o
tratamento com AL foi responsavel pela maior reducdo da creatinina e ureia, apesar dos
valores desta estarem acima dos encontrados no grupo controle.

Apesar de ser conhecido o efeito da sinvastatina na diminuicdo dos niveis de
ubiquinona, podendo aumentar o estresse oxidativo (ELIAS et al, 2008), a inibicdo da via do
mevalonato pode ter levado a diminui¢do da concentragdo dos compostos isoprendides, com
consequente reducdo da ativacdo leucocitaria e do estresse oxidativo. E, levando em
consideracdo que estas atividades ja sdo bem conhecidas com relacdo ao AL, este pode ter
desempenhado importante papel na regulacdo do estado redox. Dessa forma, sugere-se que a
sinvastatina agiu em sinergismo positivo com o AL, na melhoria da funcdo hepatica e renal,
cujos fatores envolvidos podem estar relacionados a melhoria da disfuncdo endotelial, estresse

oxidativo e condicdes inflamatorias.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As estatinas continuam sendo o farmaco de escolha no tratamento dos disturbios
lipidicos. Contudo, podem estar associadas ao aparecimento de reacdes adversas, as quais sdo
provenientes do proprio mecanismo de agdo. Nesta pesquisa foi observada alteracdo das
transaminases hepéticas, confirmando os relatos encontrados na literatura. Dessa forma,
recomenda-se durante a terapéutica com estatinas a determinacdo das taxas dessas enzimas,
antes e apds algumas semanas de uso e por ocasido do aumento da posologia, bem como na
presenca de reacOes adversas.

Foi constatada redugdo nos niveis de creatinina, 0 que ndo ocorreu para ureia. De
qualquer modo, se sugere que nao houve toxicidade renal apds a administracdo de AL isolado
ou em associacdo com sinvastatina.

Nos Gltimos anos outras propriedades vém sendo atribuidas as estatinas, independentes
da reducdo lipidica, entre as quais podemos citar melhoria na funcdo endotelial, efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios. Nao obstante ja sdo bem conhecidas estas propriedades
com relacdo ao AL e diversos estudos vem demonstrando a importancia do uso deste
associado a outras substancias, na melhoria de diversas condi¢6es patoldgicas.

O tratamento com AL isolado ou em associagdo a sinvastatina reduziu os marcadores
estudados, o que pode indicar beneficio terapéutico. Ambas as moléculas podem apresentar
atividade protetora, devido aos seus efeitos no estresse oxidativo e nas vias do processo
inflamatdrio. No entanto, o AL se sobressaiu por ter sido responsavel por maior reducdo nos
parametros em geral.

A atividade antioxidante e anti-inflamatéria do AL vem sendo constatada em
diferentes estudos. Contudo, nao foi encontrado relato de experimento com o0 uso do mesmo
associado as estatinas. Os resultados encontrados confirmam a importancia do uso de
suplementos antioxidantes no controle dos fatores de risco associados as DCV, visto que
possibilitam a melhoria na fungdo dos 6rgéos.

Estudos adicionais serdo necessarios para que se possa avaliar o efeito dessas
moléculas nos marcadores de lesdo hepética e renal em um ndmero maior de animais, bem
como avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo e da atividade inflamatoria.

Além disso, e de relevante importéncia a realizacdo de novos estudos direcionados em
humanos para que se possa avaliar a atividade dessas moléculas em associacdo e verificar
qgual a posologia mais segura para 0 tratamento com as estatinas, resultando, assim, na

melhoria da qualidade de vida dos individuos que fazem uso dessa medicacao.
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EVALUATION OF TOXICITY OF ISOLATED AND COMBINED USE OF LIPOIC ACID
AND SIMVASTATIN ON ANIMALS

CARDOSO, Christiane Alves!

ABSTRACT

Introduction: Statins are considered the drugs of choice in the treatment of lipid disorders.
However, it can lead to some undesirable effects such as changing the concentration of
hepatic transaminases. It is believed that the increased cell death and oxidative stress play an
important role in the development of injury involved. On the other hand, lipoic acid (LA) is
considered the more potent anti-inflammatory and antioxidant protector of cells ever
discovered and is widely used in several chronic diseases associated with oxidative stress
therapy. Thus, supplementation with antioxidants appears as a promising strategy in the
control of risk factors associated with other pathologies. Objective: Evaluate the toxicity of
single and combined use of AL and simvastatin in animals through quantification of hepatic
and renal function markers. Methodology: Male Wistar rats were used, which were randomly
divided into four groups: controlled, without intervention; AL, who received 100 mg / kg /
day; Simvastatin, which received 2 mg / kg / day; and the group that received simvastatin
associated with AL, all during 8 weeks. Laboratory data of 24 animals were evaluated, taking
into account the markers of liver function, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and renal function (creatinine and urea). Results: Of the markers
studied, only urea presented an alteration according to the reference values adopted. The
intergroup evaluation marker ALT showed statistically significant (p = 0.026) and LA +
simvastatin group had a greater reduction in this parameter. The evaluation between groups
for AST also showed significant alteration (p = 0.001), with the greatest reduction observed in
the group treated with simvastatin alone. Significant change (p = 0.016) was also observed for
creatinine, whose group presented the highest reduction was treated with AL + simvastatin.
No statistically significant change was observed for urea. Conclusion: In this study changes
in liver transaminases was observed, confirming reports in the literature. And the reduction in
the levels of creatinine and urea. Thus, it is suggested that there was no renal toxicity
following administration of LA alone or in combination with simvastatin. Moreover, the
change of the markers after the intervention may indicate that there has been improvement in
the function of these organs. However, further studies are needed before we can assess the
effect of these molecules on the markers in the study on a larger number of animals, as well as
markers of oxidative stress and inflammatory activity.

KEYWORDS: Simvastatin. Lipoic acid. Liver function. Renal function.
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ANEXO A - Folha de Aprovacao da Comissdo de Etica no uso de animais
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