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RESUMO

A hiperlipidemia € caracterizada por uma anormalidade no perfil lipidico,
que por sua vez, pode sofrer oxidacdo, e consequentemente levar a um
processo inflamatdrio. Assim, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a
associacdo da melatonina a sinvastatina em ratos induzidos a hiperlipidemia,
através de parametros bioquimicos, estresse oxidativo, perfil inflamatorio e
histoquimica de figado e rins. Utilizou-se 35 ratos com 150 dias de idade, estes
foram divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem inducao a hiperlipidemia;
Gl: ratos induzidos a hiperlipidemia pelo Triton WR 13339 e tratado com
placebo; GIS: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados com sinvastatina,;
GIMs: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados com melatonina
simultaneamente; GIMSs: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados com
melatonina e sinvastatina simultaneamente; GIM: ratos induzidos a
hiperlipidemia e tratados apdés com melatonina; GIMS: ratos induzidos a
hiperlipidemia e tratados apds com melatonina e sinvastatina. A hiperlipidemia
foi induzida pela administracdo de Triton WR 1339 (400 mg/kg i.p.) por quinze
dias, a sinvastatina (40mg/kg s.c.) e a melatonina (10mg/kg) administrada na
agua de beber. Foi realizada a analise bioquimica dos seguintes parametros:
HDL, LDL, triglicerideos, colesterol total, VLDL, ALT, TGO, TGP, creatinina e
ureia. O estresse oxidativo hepatico e renal foi avaliado através da mensuracéo
da peroxidacao lipidica e niveis de glutationa reduzida, além da mensuragéo
das enzimas catalase e superoxido desmutase. Para andlise do perfil
inflamatério, foi realizada a quantificacgdo dos niveis de PCR, a
imunohistoquimica para IL-6 e TNF-a e expressdao das MMP- 2 e 9 no tecido
renal. Além disso, foi realizada a histoquimica hepatica e renal através da
técnica de PAS e Picrosirius, respectivamente. Os resultados mostraram que
0s animais dos grupos tratados com melatonina e sinvastatina, associados ou
nao, apresentaram niveis de HDL, LDL, VLDL, triglicerideos, colesterol total,
TGO e TGP e proteinuria reduzidos, além disso, a analise do estresse oxidativo
demonstrou niveis de TBARS hepatico e renal reduzidos, além da elevacéo
dos niveis de GSH, catalase e superéxido desmutase, com resultados mais
significativos nos grupos GIMSs e GIMS. Com relacdo a imunomarcagcao para
IL-6 E TNF-a no tecido renal, foi demonstrada que o tratamento com MEL
isolada ou administrada simultaneamente com a sinvastatina apresentou
efeitos mais expressivos na reducdo desses marcadores inflamatorios,
concordando com a diminuicdo dos niveis de PCR. Por fim, a melatonina
administrada de forma isolada ou combinada com a sinvastatina provocou um
aumento na expressao das MMP-2 e MMP-9, consequentemente uma reducéo
nos niveis de colageno no tecido renal e aumento do glicogénio hepético.
Diante dos nossos resultados, afirma-se que a combinagdo de melatonina e
sinvastatina foi eficiente na protecdo contra a injuria hepatica e renal provocada
pela hiperlipidemia, através da reducdo do estresse oxidativo, marcadores
inflamatorios, perfil bioquimico e degradacéao da matriz.

Palavras-chave: hiperlipidemia, melatonina, sinvastatina, estresse oxidativo,
inflamacéo.



ABSTRACT

Hyperlipidemia is characterized by an abnormality in the lipid profile, which in
turn may undergo oxidation, and consequently lead to an inflammatory process.
Thus, the present study aimed to evaluate the association of melatonin to
simvastatin in rats induced to hyperlipidemia, through biochemical parameters,
oxidative stress, inflammatory profile and histochemistry of liver and kidneys. 35
rats with 150 days of age were used, these were divided into the following
groups: GC: rats without induction to hyperlipidemia; GI: rats induced to
hyperlipidemia by Triton WR 13339 and treated with placebo; GIS: rats induced
hyperlipidemia and treated with simvastatin; GIMs: mice induced to
hyperlipidemia and treated with melatonin simultaneously; GIMSs: mice induced
to hyperlipidemia and treated with melatonin and simvastatin simultaneously;
GIM: rats induced to hyperlipidemia and treated after with melatonin; GIMS:
mice induced to hyperlipidemia and treated after with melatonin and
simvastatin. Hyperlipidemia was induced by administration of Triton WR 1339
(400 mg / kg i.p.) for fifteen days, simvastatin (40 mg / kg s.c.) and melatonin
(10 mg / kg) administered in the drinking water. Biochemical analysis of the
following parameters was performed: HDL, LDL, triglycerides, total cholesterol,
VLDL, ALT, TGO, TGP, creatinine and urea. Hepatic and renal oxidative stress
was evaluated by measuring lipid peroxidation and reduced levels of
glutathione, in addition to the measurement of the catalase and superoxide
desmutase enzymes. For the analysis of the inflammatory profile, quantification
of CRP levels, immunohistochemistry for IL-6 and TNF-a and expression of
MMP-2 and 9 in renal tissue were performed. In addition, hepatic and renal
histochemistry was performed by PAS technique and Picrosirius, respectively.
The results showed that the animals in the groups treated with melatonin and
simvastatin, associated or not, presented levels of HDL, LDL, VLDL,
triglycerides, total cholesterol, TGO and TGP and reduced proteinuria, in
addition, the oxidative stress analysis showed levels of Reduced hepatic and
renal TBARS, in addition to elevated levels of GSH, catalase and superoxide
desmutase, with more significant results in the GIMSs and GIMS groups.
Regarding the immunostaining for IL-6 and TNF-a in renal tissue, it has been
shown that treatment with MEL alone or given simultaneously with simvastatin
had more expressive effects on the reduction of these inflammatory markers, in
agreement with the decrease in CRP levels. Finally, melatonin administered
alone or in combination with simvastatin resulted in an increase in the
expression of MMP-2 and MMP-9, consequently a reduction in collagen levels
in renal tissue and increase in hepatic glycogen. In view of our results, the
combination of melatonin and simvastatin has been shown to be effective in
protecting against hepatic and renal injury caused by hyperlipidemia, through
the reduction of oxidative stress, inflammatory markers, biochemical profile and
matrix degradation.

Keywords: hyperlipidemia, melatonin, simvastatin, oxidative stress,
inflammacion
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1. INTRODUCAO

A hiperlipidemia é caracterizada como uma alteragdo metabdlica que se da
guando os niveis de lipidios circulantes estdo aumentados na corrente sanguinea
(COSTA; SILVA, 2002). Essa producéao desregulada de na corrente sanguinea, pode
acarretar sérios problemas, como de obstrucdo das paredes do vaso sanguineo,
hipertenséo arterial, além de danos em diferentes 6rgéos e tecidos (KOLANKIEWICZ
et al., 2008), caracterizando, um grave problema de saude publica (BOTREL, 2000).

Essa anormalidade lipidica, por sua vez, provoca agressao endotelial, e como
consequéncia, estresse oxidativo e alteragcbes metabdlicas da matriz, entre outros
disturbios (SIGNORI et al., 2007), Além disso, uma vez aumentado 0s niveis de
lipidios na corrente sanguinea é iniciado uma cascata inflamatoria, de modo que,
interleucinas, citocinas e enzimas modificadoras de matrizes intercelulares interagem
com diversos tipos celulares promovendo alteracdes que levam a formacao de células
espumosas, estrias gordurosas e da placa ateromatosa (LIBBY, 2002).

Embora as modificacdes de estilo de vida, como exercicio fisico e dieta, sejam
importantes para individuos com anormalidades lipidicas, estas intervencfes, em
geral, ndo sdo suficientes. Dessa forma, nas Ultimas décadas, a busca de novos
medicamentos para o tratamento da hiperlipidemia tem valorizado o papel de
substancias que ajudem no controle do aumento do perfil lipidico e da inflamacéo,
além de proteger o endotélio vascular contra o estresse oxidativo (BRUSQ et al.,
2006).

Atualmente, as estatinas sdo os farmacos mais efetivos no tratamento da
hipercolesterolemia. Estes farmacos atuam na via limitante da sintese do colesterol,
inibindo a acdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A redutase (HMG-CoA
Redutase) (WURTZ et al.,, 2016). A sinvastatina € um membro da classe desse
farmaco, sendo a segunda estatina mais potente e a mais prescrita no Brasil
(GRAESER et al., 2008) por apresentar um menor custo e maior efetividade (ARAUJO
et al., 2011).

Apresentando atividade antioxidante, encontramos a melatonina (MEL) ou N-
acetil-5-metoxitriptamina, sendo sintetizada pela glandula pineal dos vertebrados
(BONNEFONT-ROUSSELOT & COLLIN., 2010). Este horménio apresenta a
capacidade de sequestrar as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio
(ERN), atuando na prevencéo ao dano oxidativo (ALVES et al., 2004). Hussain (2007)
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demonstrou que a administracdo de MEL inibe a absorcdo de colesterol e poderia ser
um auxiliar no tratamento da hipercolesterolemia, por diminuir o colesterol plasmatico,
o perfil lipoprotéico e o conteudo lipidico do figado. Além disso, a MEL ainda
apresenta efeitos anti-inflamatorias e antiapopticos (CHEN et al., 2015; SHIN et al.,
2015; CHEN et al, 2016).

Levando em consideragdo que a associacdo de hipolipemiantes é de extrema
relevancia, devido ao fato que a inibicdo dupla causa uma redugcéo mais efetiva de
LDL-colesterol (STEIN, 2002), e sabendo que a melatonina exerce efeitos
hipolipemiante, além de atuar como 0 mais potente antioxidante natural e no processo
inflamatério (AGIL et al, 2013), considera-se a hipétese de que a reposicao crénica de
melatonina associada a administracdo da Sinvastatina em ratos com 150 dias de
idade possa reduzir os biomarcadores inflamatorios, do estresse oxidativo,

peroxidacao lipidica, além das alteracdes histoldgicas no tecido hepatico e renal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIPERLIPIDEMIA

As hiperlipidemias tém sido exaustivamente estudadas devido a sua forte relacao
com as DCV (MARTINEZ, 2003). Com excecdo da idade, a hiperlipidemia,
principalmente em relacdo as altas concentracdes de LDL-C e baixas de HDL-C, é o
fator preditivo mais importante para o desenvolvimento de DCV e de suas
complicagbes (VAPAATALO & MERVAALA, 2001; MARTINEZ, 2003; FORTI &
DIAMENT, 2006).

O termo dislipidemia pode ser definido como uma anormalidade lipidica

caracterizada por um aumento das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c),
triglicerideos ou diminuicdo das lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) no soro,
isoladamente ou associadas (SOUZA et al., 2013).
Essas alteracbes podem apresentar etiologia oriunda de fatores genéticos,
classificando como hiperlipidemia primaria; e causada por fatores ambientais como
dieta, medicamentos, doencas e idade. Caracterizando a hiperlipidemia secundaria
(BERTOLINI; BAZOTTE, 2002).

Para a classificagdo fenotipica ou bioquimica, sdo considerados o0s niveis
plasmaticos de colesterol total (CT), LDL-C, triglicerideos (TG) e HDL-C. Estas
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dosagens bioquimicas compreendem o perfil lipidico (SBC, 2007). E recomendavel
gue esta caracterizagdo laboratorial das hiperlipidemia seja feita no individuo com um
estado metabdlico estavel, em dieta habitual, sem atividade fisica e ingestédo de alcool
pelo menos 24 e 72 horas antes da coleta do sangue, respectivamente, e sem
medicacdo hipolipemiante ha pelo menos quatro semanas antes do exame
(MARTINEZ, 2004).

Segundo a IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose (2007), de acordo com o perfil lipidico apresentado, as hiperlipidemia
podem ser classificadas laboratorialmente da seguinte forma: 1) Hipercolesterolemia
isolada (caracterizada pelo aumento do colesterol total e ou LDL);, 2)
Hipertrigliceridemia isolada (aumento dos niveis de triglicerideos); 3) Hiperlipidemia
Mista (aumento do colesterol total e triglicerideo); 4) Diminuicédo isolada do HDL ou
associada ao aumento dos triglicerideos e colesterol total.

A relevancia da hiperlipidemia como problema de saude publica estd na sua
relacdo com as doencgas cardiovasculares (DCV). Estimativas feitas pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) preveem que as DCV continuardo sendo as principais
causas de morbi-mortalidade até o ano de 2020, especialmente nas sociedades

afluentes dos paises em transi¢cdo econdmica (BOTREL et al, 2000).

2.2 OXIDACAO LIPIDICA

A modificacdo oxidativa das particulas de LDL € considerada um dos principais
eventos na inducéo e progressao das DCVs. Os resultados de estudos experimentais
e epidemioldgicos tém sugerido que a maior taxa de lipoperoxidacao estd associada
as doencas cardiovasculares (KRITHARIDES & ESTOCKER, 2002; PETROVAN et
al., 2007).

Os niveis elevados de lipoproteina na corrente sanguinea acarreta o acumulo de
particulas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na matriz subendotelial da
camada intima das artérias (BARTER, 2005). Como a lipoproteina fica retida na
camada intima por uma trama de fibras e fibrilas secretadas pelas células parietais e
fica afastada dos antioxidantes plasmaticos, torna-se propensa a sofrer reacfes de
oxidacao, tanto da sua porc¢éao lipidica como a sua porcao proteica (PULINILKUNNIL
et al., 2003).
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Com isso, uma vez retida no espaco subendotelial, a LDL podera ser
guimicamente modificada, contribuindo, assim, para o processo inflamatorio, tais
modifica¢cdes incluem a sua oxidacdo por espécies reativas de oxigénio (EROs) e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (SINGH; JIALAL, 2006), produzidas por
células endoteliais, macrofagos residentes e células musculares lisas, modificando
sua estrutura, formando a LDL oxidada (LDLox) (STEFFENS; MACH, 2004). Nesta
fase, os lipidios da LDL s&o adicionalmente oxidados e a parte proteica também é
modificada, impedindo o reconhecimento da lipoproteina pelo receptor de LDL,
tornando-a reconhecivel apenas pelos receptores presentes nos macrofagos e células
musculares lisas (BROWN; GOLDSTEIN, 2009).

A LDLox estimula a camada de células endoteliais a produzir moléculas de
adeséo celular como VCAM-1 (molécula-1 de adesédo da célula vascular), ICAM-1
(molécula-1 de adeséo intercelular), fatores de crescimento, tal como M-CSF (fator
estimulador de colbnia de macréfago) e proteinas quimiotaticas, como MCP-1
(proteina-1 quimiotatica para mondcitos) (LIBBY et al.,, 2010), ocasionando, o
recrutamento dos mondcitos para a leséo (RAO et., 2007), aderindo-se firmemente as
demais moléculas de adesao do endotélio e migrando para a camada intima do vaso
(CASOS et al., 2008).

Esses mondcitos diferenciam-se, entdo, em macrofagos, induzidos pelo fator
estimulante de colénia de macréfago (M-CSF), uma citocina/fator de crescimento
produzido pelas células inflamadas da intima (LIBBY, 2002; YAN; HANSSON et al.,
2007), que entéo fagocitam as LDLs oxidadas por ligacdo aos receptores CD36 e SR-
A, culminando na formacédo de células espumosas devido ao acumulo de lipideos
nessas ceélulas (MANNING-TOBIN et al., 2009). As células espumosas séo o principal
componente das estrias gordurosas, que configuram as lesdes macroscopicas iniciais
da aterosclerose (CHOY et al.,, 2004; BADIMON et al.,, 2012). A ativacdo do
macréfago também promove a liberacdo de citocinas como a IL-1, o TNF-a e fatores
de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), quimiocinas, proteases e radicais de
oxigénio, estimulando a replicacdo das células musculares lisas (INSULL, 2009), o
gque agrava o quadro de inflamacdo e dano ao tecido, contribuindo para o
desenvolvimento da leséo (RADER; DAUGHERTY, 2008). Por fim, as células
espumosas morrem, liberando fragmentos de celulares e colesterol cristalino,

processo que contribui na formacdo de um nucleo necrético no interior da placa
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promovendo o recrutamento de células inflamatérias para o local (Figura 1) (MOTTA,
2013).

Além disso, uma vez oxidados, esses lipideos insaturados da membrana celular
pode modular diversas vias de sinalizacdo levando a varios eventos celulares, tais
como inativacao de 6xido nitrico (NO), modificacdes oxidativas de DNA e proteinas,
aumento da proliferacdo e apoptose de células vasculares, e aumento da expresséo e
ativacdo de genes redox-sensiveis, como 0 receptor para LDLox, moléculas de
adesdo, fatores quimiotéticos, citocinas pro-inflamatorias, metaloproteinases de matriz
(STEPHENS et al., 2009).

Dessa forma, confirmando o exposto por Libby (2002), o acumulo de lipidios,
células inflamatorias e elementos fibrosos que se depositam nas paredes arteriais sdo
0s responsaveis pela formacdo de placas ou estrias gordurosas, como observado
acima. Assim, € notorio, que as lipoproteinas, principalmente a de baixa densidade
(LDL) tem ocupado papel de destaque na etiologia da doenca aterosclerética.

Vale salientar, que assim como nas LDLs, o principal componente lipidico de
HDLs € o colesterol. No entanto, em contraste com o colesterol LDL, concentracdes
plasmaticas de colesterol HDL sdo inversamente associadas com doencas
cardiovasculares e seus danos aos diferentes tecidos (et al., 2011). Esse fato pode
ser explicado pela capacidade da do HDL em promover o efluxo de colesterol de
macrofagos, bem como realizar o transporte do colesterol para o figado, sendo este
posteriormente excretado na bile e fezes (LINSEL-NITSCHKE; TALL, 2005). As HDLs
tém varias outras propriedades que poderiam contribuir para a sua propriedade
antiaterogénica, dentre elas, sabe-se que as HDLs tém efeitos antiinflamatérios
igualmente in vitro e in vivo (BARTER et al., 2004), além de estimular a atividade da
oxido nitrico sintase 3 (NOS3; também conhecida como eNOS) e assim aumentar a
biodisponibilidade de o6xido nitrico, um importante modulador do ténus vascular
(MINEO et al., 2006).

Como as principais lipoproteinas associadas ao desenvolvimento da aterosclerose
sao LDL, mecanismo causador, e HDL, mecanismo protetor, 0 metabolismo dessas
lipoproteinas é alvo das principais intervencdes para prevenir e tratar as DCV e 0s
danos secundéarios aos tecidos. (RADER; DAUGHERTY, 2008).
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Figura 1. Oxidacdo do LDL (Fonte: Adaptado de Hansson; Robertson; Séderberg-
Nauclér, 2006).

2.3 MARCADORES INFLAMATORIOS

Alguns fatores de risco, como a hiperlipidemia, causam dano vascular e perda
progressiva das funcbes protetoras do endotélio, aumentando, deste modo, o
estresse oxidativo e a inflamacdo (TEIXEIRA, & LOPES, 2014). A quantificacdo da
concentracdo sérica de marcadores inflamatérios é importante na avaliagdo do risco
para eventos cardiovasculares agudos, assim, presume-se que a hiperlipidemia esta
acompanhada da elevacdo de marcadores inflamatérios séricos (SESMILO et al.,
2001).

Alguns destes biomarcadores incluem: VCAM-1; citocinas tais como, fator de
necrose tumoral (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-18 (IL-18); proteases
como a metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9); Interleucina-6 (IL-6); produtos de

plaquetas incluindo CD40 ligante soltvel (CD40L); adipocinas como a adiponectina e

20



reagentes de fase aguda tais como Proteina C Reativa (PCR), inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e fibrinogénio (PACKARD; LIBBY, 2008). Estes, em
conjunto, desempenham papéis ja bem estabelecidos no processo inflamatério como:
expressdo de moléculas de adesdo, quimiotaxia de células inflamatorias,
diferenciacao celular, producéo de proteinas de fase aguda e a proliferacéo de células
musculares lisas. Todos esses processos amplificam a resposta inflamatéria local e
sistémica (LIBBY, 2002).

e Proteina C reativa:

A PCR é uma proteina de fase aguda, sintetizada pelo figado e regulada por
citocinas, predominantemente a IL-6, o TNF-a e a IL-1 (ABDELLAOUI & AL-
KHAFFAF, 2007). Seus niveis estdo aumentados em resposta as infec¢des ativas ou
ao processo inflamatério agudo. Elevacdes modestas dos niveis de PCR estédo
também presentes em situag6es crbnicas inflamatdrias, como a aterosclerose e seus
niveis aproximadamente triplicam na presenca de risco de doencas vasculares
periféricas (FRANCISCO et al., 2006). Dessa forma, tem sido descrito pela literatura a
capacidade de a PCR predizer eventos cardiovasculares (DUNCAN & SCHMIDT, et
al, 2001).

O aumento sérico da PCR pode estar associado ao processo inflamatorio por
varios mecanismos: a) inibe a transcricdo do 6xido-nitrico-sintetase endotelial (eONS)
nas células endoteliais e desestabiliza o RNAm da eONS, o qual leva a um
decréscimo na liberacdo basal de ON; b) promove a expressdo de moléculas de
adesdo (CAMs) pelas células endoteliais, induz a MCP-1 e promove a captacdo de
colesterol pelos macréfagos; c¢) estimula os mondcitos a produzir o fator tissular e
citocinas pro-inflamatoérias (IL-6 e TNF-a) por meio da estimulagdo do fator de
transcricdo nuclear kappa- (DARVAL et al., 2007; DANDONA et al., 2007).
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Figura 2: PCR e inflamacgéo (Fonte: Adaptado de Francisco et al., 2006).

Entre todos os marcadores inflamatorios, a PCR é a Unica que sozinha apresenta
mais forca em predizer risco para doencas. Porém, algumas limitacbes devem ser
levadas em consideracdo, pois seus niveis séricos podem elevar-se transitoriamente
por duas a trés semanas depois de uma grande infeccéo, trauma ou evento isquémico
agudo (HUNG et al., 2005).

o |L-6:

A IL-6 é produzida e secretada por células endoteliais, células musculares lisas,
mondcitos e macrofagos e pode contribuir para processo inflamatério pelo seu efeito
paracrino, autocrino e endécrino (SOUZA et al., 2008). E uma citocina pleiotropica
gue desempenha uma gama de funces nos efeitos imunes celulares e humorais
relacionados a inflamacéo, defesa do hospedeiro e injuria tecidual (FRANCISCO et
al., 2006). Esta citocina € mediadora central da resposta de fase aguda e a principal
citocina pro-coagulante, pois determina a producédo e a elevagcédo das concentracdes
plasmaticas estimuladas pelo figado de fibrinogénio, proteina amiloide sérica A
(SAA), e em especial, da proteina C reativa (PCR) (WILLERSON & RIDKER, 2004).
A IL-6 é amplamente expressa durante uma reacao inflamatoria, produzindo efeitos
indesejaveis em varios 6rgdos (TONET et al., 2008), esta normalmente, € expressa

em niveis baixos, exceto durante infec¢do, trauma ou outros fatores estressantes.
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Uma vez que esta envolvida em uma série de atividades imunologicas, em especial
a sintese de substancias de fase aguda pelo figado, a IL-6 é um importante
marcador inflamatério (RAMOS et al., 2009). (Figura 3).

o TNF-a

E uma citocina com ag&o autdcrina, paracrina e enddcrina. Age no adipdcito,
desempenhando um papel regulador no acimulo de gordura corporal, pela inibicdo da
lipogénese, com diminuicdo da expressdo do GLUT-4 e da acetil-CoA sintetase, bem
como com aumento da lipdlise (RUAN & LODISH, 2003). Por causa de sua atividade
bioldgica pleiotropica, esta citocina esta envolvida no processo de inflamagéo, pois
desempenha um papel principal na cascata das citocinas e estimula a sintese de
outras citocinas (FERNANDEZ & SIMO, 2006). Assim como a IL-6, o TNF-aé
mediador central da resposta de fase aguda, pois também determina a producéo e a
elevacao das concentracbes plasmaticas estimuladas pelo figado de fibrinogénio,
SAA, inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) e, em especial, da PCR
(WILLERSON & RIDKER, 2004). O TNFa esta relacionado com o aumento dos niveis
de LDL oxidado em placas ateroscleréticas e como a sua instabilizacdo, causando
degradacdo da matriz colagenosa ao aumentar a inducdo de metaloproteinases de
matriz (FRANCISCO et al., 2006)
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Figura 3: Etiologia do processo inflamatério (Fonte: PACKARD; LIBBY, 2008).

o Metaloproteinases (MMP):

As MMP constituem-se de um grupo de enzimas (endopeptidases) responsaveis
pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular (MEC) e das membranas
basais, pertencem a uma familia de enzimas que necessitam da presenca do zinco
para realizarem suas funcdes (WOESSNER, 2008). Apresentam diversas classes,
dentre elas, as gelatinases. As gelatinases A e B (MMP-2 e -9) degradam
principalmente colageno desnaturado (gelatinas) e colageno tipo IV (HIDALGO,
2001).

As principais células que produzem MMPs sdo os leucocitos polimorfonucleares,
0S queratindcitos, 0os mondcitos, os macréfagos, os fibroblastos e as células
mesenquimais. Essas células sdo capazes de responder a fatores de crescimento e
citocinas, incluindo a Interleucina 1 (IL-1), a TNF-a e a TGF-a. Na presenga desses
fatores de crescimento e citocinas, essas células liberam as MMPs de granulos
especificos de armazenamento para o meio extracelular (BIRKEDAL-HANSEN, 2013).

A atividade das MMPs é controlada também por meio dos inibidores especificos,
conhecidos como inibidores teciduais de MMPs (TIMPs). As TIMPs séo proteinas

pequenas e multifuncionais que regulam ambas as funcdes das MMPs, o nivel de sua
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ativacdo e sua habilidade de hidrolisar um determinado substrato (SOUZA, 2002). O
equilibrio entre a producdo de MMPs e a de TIMPs representa um ponto principal
para manter a homeostase da matriz extracelular. E conhecido que um processo
patolégico da matriz extracelular pode se instalar quando houver excesso de atividade
das MMPs nos tecidos (COTRIM et al.,, 2002). Por essa razdo, ha um grande
interesse em desenvolver inibidores sintéticos das MMPs que possam ser usados em
terapias médicas (TONET et al., 2008).

As MMP estdo atuam maximizando os efeitos da inflamacao, levando ao maior
recrutamento de células inflamatérias, migracdo de células musculares lisas e ao
intumescimento do ateroma e consequente instabilidade da placa
(CHARRIERHISAMUDDIN et al., 2008, HINSBERGH & KOOLWIJK, 2008). Assim,
sdo biomarcadores que estdo intimamente relacionados direta ou indiretamente a
modificacdo/remodelamento da parede vascular e outros tecidos (OLIVEIRA e SILVA,
2002; BORGES, 2006; LIMA e COUTO, 2006; COUTO et al., 2007, CORREA, 2009).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € caracterizado por um desequilibrio entre moléculas
oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio (EROs), e a defesa do sistema
antioxidante do organismo (GOETZ; LUCH, 2008; STEPHENS et al., 2009; GORRINI;
HARRIS; MAK, 2013), tornando a parede celular susceptivel aos danos, provocados
por mecanismos envolvidos na aterogénese, como a ativacdo de diversas vias de
sinalizacao celular e fatores de transcricdo redox-sensiveis, 0s quais potencializam a
susceptibilidade da placa a ruptura (SINGH; JIALAL, 2006; VOGIATZI; TOUSOULIS;
STEFANADIS, 2009).

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados a
processos fisiolégicos e com a etiologia de varias doencas, como envelhecimento, e
doencas cronicas, tais como diabetes, cancer e aterosclerose, onde frequentemente
se observa o aumento do contetido das EROs mais importantes no contexto bioldgico
(ROSEN et al., 2001; HIGASHI et al., 2014).
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2.4.1Espécies reativas de oxigénio

A producdo de ERO constitui uma caracteristica intrinseca ao metabolismo
aerobico e pode ser deletéria aos organismos (GRIENDLING et al. 2016). As ERO,
gue podem ser radicais livres ou ndo (como os peroxidos), sdo espécies de oxigénio
gue estdao em um estado mais reativo que o oxigénio molecular (MONAGHAN et al.,
2009). As ERO, que incluem radicais livres, sdo continuamente produzidas no corpo a
partir de indmeras reacfes no organismo, exercendo, por exemplo, papel fundamental
na homeostase e funcdo vascular, por influenciar na proliferacdo, apoptose e
sobrevivéncia das células endoteliais lisas (HIGASHI, et al, 2014), fazendo parte do
metabolismo normal celular (MADAMANCHI et al., 2005), tendo, portanto, importante
papel fisiolégico em baixas concentracbes. Porém, condicfes patoldégicas como a
inflamacdo e fatores exdgenos, como o cigarro, poluentes do ar, radiacao,
medicamentos e dieta podem aumentar a producdo das espécies reativas (CUTLER,
2005), como os superdéxidos, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila.

O anion superoxido constitui a ERO primaria, pois é formado em sistemas
biologicos pela primeira reducdo do oxigénio molecular, numa reacdo catalisada pela
enzima NADPH oxidase (GENESTRA, 2007), agindo como um radical livre fraco, este
pode atuar reduzindo alguns materiais biolégicos, como o citocromo c¢, e oxidar
outros, como o ascorbato (GOETZ; LUCH, 2008).

O peroxido de hidrogénio (H2O,) é um composto reativo que exerce papel
importante no estresse oxidativo por ser capaz de transpor as membranas celulares
facilmente e gerar o radical hidroxila em circunstancias especificas. Este composto
apesar de ser citotoxico, € considerado um agente oxidante relativamente fraco
(POWERS; JACKSON, 2008).

Por outro lado, o radical OH- é altamente reativo, apresentando carater deletério a
célula, por provocar danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas
celulares do nucleo e mitocondrial (BARREIROS; DAVID, 2006). Postula-se que o
radical OH- contribua para varios processos fisiopatolégicos, como envelhecimento,
cancer, diabetes, sindrome de isquemia e reperfusdo (GOETZ; LUCH, 2008;
POWERS; JACKSON, 2008).

Uma vez presentes em altas concentracfes, estes oxidantes podem provocar
danos em estruturas celulares, como o0s acidos nucléicos, proteinas e lipidios

(STEPHENS et al.,, 2009), além de modificar a estrutura e funcdo das proteinas
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celulares responsaveis pela sinalizacado celular e expressdo génica (BARFORD.,
2004), tendo em vista, que estes produtos podem ter efeitos deletérios sobre a funcéo
vascular por basicamente trés mecanismos: 1. os radicais hidroxila podem causar
dano direto nas membranas e ndcleo celular; 2. As EROSs podem interagir com
mediadores vasoativos enddgenos nas ceélulas endoteliais, modulando a
vasomotricidade; 3. Podem favorecer a peroxidacdo de componentes lipidicos,
levando a formacdo de LDLox, um dos mediadores chaves da aterosclerose
(BONOMINI et al., 2008). (figura 2).
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Figura 4: Efeitos celulares dos anions superéxidos e seus derivados (Fonte: Afonso
et al, 2007).

2.4.2 Sistema de defesa antioxidante

Para minimizar os danos causados pela acdo das ERO e, consequentemente,
pelo estresse oxidativo, um sistema antioxidante bem organizado trabalha de forma
coordenada. Dessa forma, a ocorréncia de um estresse oxidativo moderado,
frequentemente é acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas
(MUHAMMAD et al.,, 2014) O termo antioxidante € amplamente definido como
qgualquer substancia que retarda ou evita a oxidacdo de um substrato. Quando este &
suficiente em balancear o ataque das ERO, o organismo reduz o estresse oxidativo
(MONAGHAN et al., 2009).
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O organismo humano apresenta mecanismos de defesa antioxidante, que atuam
dentro e fora da célula para manter o equilibrio redox, atuando como uma unidade
complexa na regulagdo das ERO (POWERS; JACKSON, 2008), assegurando que o
aumento das EROs seja transitorio. Existem dois mecanismos antioxidantes: o
enzimatico e o ndo enzimatico, 0os quais interagem entre si para manter o equilibrio
dos radicais livres no organismo (ROSSI et al., 2014). As protecdes conhecidas do
organismo contra as ERO abrangem a protecdo enzimatica ou por micromoléculas,
gue podem ter origem no proprio organismo ou sao adquiridas através da dieta
(BOSE et al, 2012).

O sistema de defesa enzimético € a primeira linha de defesa do organismo contra
danos oxidativos. O sistema enzimético inclui diversas enzimas, tais como superéxido
desmutase (SOD), catalase, glutationa redutase e glutationa peroxidase e outras
redutases (SHAFIEI et al., 2015). JA o mecanismo ndo enzimatico € constituido por
um grande numero de compostos de baixo peso molecular, ingeridos pela dieta
(nutrientes e nao nutrientes) ou sintetizados no organismo, como as vitaminas A, C e
E, o peptideo glutationa e os flavondides (SINGH; JIALAL, 2006; RIBEIRO et al.,
2008).

O sistema enziméatico é formado por diversas enzimas, destacando-se a
superoxido desmutase (SOD), a catalase (CAT), e a glutationa peroxidase (GPx)
(ZOUAR et al., 2016)

A enzima superéxido desmutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa contra
os radicais superéxido (0O2*-), transformando-os em H,O, e oxigénio (reacdo de
dismutacdo) (BRITO et al, 2013). A SOD se distribui predominantemente no
citoplasma, mas pode ser encontrada no nucleo e espaco entre as membranas das
mitocondrias (VALENTINE et al,. 2005), sendo encontrada em abundancia,
perfazendo em alguns tecidos aproximadamente cerca de 0,5% da proteina total
(HALLIWELL; GUTTERRIDGE, 2007). Niveis elevados desta enzima relacionam-se
com aumento da fungéo endotelial em condi¢des de hipercolesterolemia e prevencao
da producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) decorrentes de hiperglicemia
(FARACI; DIDON, 2004) sendo importante, portanto na prevencéo e tratamento da
doenca aterosclerotica.

Por outro lado, a glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reducéo de peroxidos de
hidrogénio ou hidroperoxidos organicos para agua e alcool, na mitocondria. A reducao

do H,O,, ocorre pela conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada
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(GSSH), que é catalisada pela GPx (TRACHOOTHAM et al., 2008). Baixas
concentragfes de GPx levam a detoxificacdo ineficiente dos peroxidos lipidicos e de
hidrogénio, podendo favorecer a formacdo de radicais peroxila e hidroxila,
respectivamente (WASSMANN et al., 2004), fato que contribui para aterogénese.

A catalase (CAT), assim com a GPX €& uma enzima antioxidante intracelular
localizada nos peroxissomos, que catalisa a reacdo de decomposi¢do do peroxido de
hidrogénio, formando &gua e oxigénio molecular. Ao remover peroxidos de hidrogénio,
a catalase age indiretamente contra os radicais superéxido, que sdo convertidos em
peréxido de hidrogénio pela SOD (STEPHENS et al., 2009). Possui um importante
papel na protecdo dos organismos quando 0 mesmo encontra-se sob elevado
estresse oxidativo, protegendo as células do H,;O, produzido em seu interior,
desempenhando um papel significativo no desenvolvimento de tolerancia ao estresse
oxidativo na resposta adaptativa das células (WASSMANN et al.,, 2004; POWERS;
JACKSON, 2008; STEPHENS et al., 2009).

Entretanto, tais mecanismos de defesa citados acima contra as EROS no
organismo podem ser insuficientes e o0s danos causados podem ser tornar
cumulativos, resultando em um estresse oxidativo. Por isso, € de fundamental
importancia, a suplementacdo alimentar com antioxidantes que ampliem a sua
capacidade de inativa ou reduzir a producao destas espécies instaveis (CIOFU &
LYKKESFELDT, J, 2014).
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Figura 5: Sistema de defesa antioxidante enzimatica. (Fonte: CIOFU, O,
LYKKESFELDT, J, 2014.

Alguns nutrientes essenciais podem atacar diretamente os radicais de oxigénio,
sendo, portanto, antioxidantes de origem dietética, constituindo o sistema de defesa
nao enzimatico (KOLOMVOTSOU et al, 2013). Como exemplo, podemos citar: as
vitaminas, minerais e compostos fendlicos. O acido ascérbico (vitamina C)), o a-
tocoferol e B-caroteno, precursores das vitaminas E e A, carotenoides sdo compostos
vitaminicos potencialmente antioxidantes (KIM et al, 2015). Existe, ainda, uma série
de outros antioxidantes ndo enzimaticos que participam da defesa contra as espécies
reativas do oxigénio nos sistemas biologicos como, por exemplo, a ubiquinona, a
ceruloplasmina, o acido urico, a taurina, os flavonoéides e outros compostos fenoélicos
de origem vegetal. Além destes, ha varios nutrientes essenciais de origem mineral,
gue participam do processo antioxidante em associagcdo com enzimas. Sao eles,

zinco, cobre, manganés, selénio e ferro (MONTERO et al., 2014).
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2.5 MODELO EXPERIMENTAL DA HIPERLIPIDEMIA

Com a finalidade de buscar opc¢Oes para tratamento das hiperlipidemias, modelos
de inducdo em estudos pré-clinicos tem sido utilizados para testar substancias para
essa finalidade (OULMOUSEN et al., 2011), com isso, estudos dietéticos, metabdlicos
e toxicolégicos sdo extensivamente realizados na tentativa de elucidar os fatores de
risco para hiperlipidemia e suas consequéncias patologicas, tais como, lesdes no
sistema cardiovascular, disfuncdo renal, fibrose hepatica, entre outros (LEVINE;
SALTZMAN, 2007).

Em estudos experimentais, a hipercolesterolemia é geralmente induzida por dietas

e/ou manipula¢cdes genéticas, contudo também pode ser obtida através da utilizacédo
de alguns detergentes sintéticos como forma de uma resposta toxica (LEVINE &
SALTZMAN, 2008). A hiperlipidemia pode ser percebida em apenas uma semana
apos a exposicdo a uma dieta hipercolesterolémica ou farmacos hiperlipemiantes. De
acordo com Perez (1999) e Bartus (2005), as vantagens da inducao das dislipidemias
experimentais por detergentes sintéticos estdo relacionados a elevacdo do perfil
lipidico em curto espaco de tempo, adequado controle dietético associado a fatores
ambientais, a possibilidade de estudos sobre a reversibilidade de lesdes
aterosclerdticas e ensaios pré-clinicos de substancias hipolipidémicas.
Dessa forma, o surfactante Triton WR 1339, também conhecido como tyloxapol, um
detergente nao ionico, vem sendo empregado para a inducdo da hiperlipidemia
aguda, com a finalidade de avaliar a atividade de substancias na reducdo dos niveis
de lipidios plasméticos (KUMAR et al., 2012; KUMAR et al., 2013; SRIVASTAVA et
al., 2013).

2.5.1Triton WR 1339 - Tyloxapol

Os surfactantes sdo definidos como moléculas capazes de reduzir a tensao
superficial de solu¢cdes aquosas e compreendem uma importante classe dentro da
industria farmacéutica e cosmetoldgica. Eles sdo a base dos detergentes, além de
serem fundamentais para a composi¢cdo de emulsbes, microesferas, suspensdes e
aerossois (REBELLO et al., 2002). Inicialmente seu uso era restrito a sindrome

respiratOria, porém em anos mais recentes a pesquisa no campo da terapéutica com
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surfactante exdgeno abrange outras funcbes (REBELLO et al., 2002). Dentro os
surfactantes mais conhecidos, destaca-se o tyloxapol.

Tyloxapol € um surfactante, detergente ndo ibnico, que atua inibindo a lipase
lipoproteica (LPL), induzindo assim, o aumento do colesterol e triacilglicerdis séricos
(CASTRO, ARTONI, PACHECO, 2012), aléem de favorecer o aumento da atividade da
enzima hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA) (ABE et al, 2007), que é a
enzima-chave intracelular para sintese do colesterol hepatico. Tem sido amplamente
utilizado para bloguear a depuracdo das lipoproteinas ricas em triacilglicerois e,
assim, induzir a hiperlipidemia aguda em diversos animais (IYER, SHARMA, PATIL,
2013).

Em trabalhos realizados por Kumar et al. (2013) e Mishra et al. (2013), utilizando
doses de 400 mg/Kg de tyloxapol em ratos machos por setes dias e dez dias,
respectivamente, observou que o mesmo foi capaz de induzir uma hiperlipidemia, pois
foi capaz de provocar um aumento significativo nos niveis plasméticos de colesterol
total e triglicerideos quando comparado com o0 grupo controle negativo. J&4 Harisa et
al. (2017), relata que a administracdo intraperitoneal do surfactante na dose de 300
mg/kg de peso corporal em ratos foi eficaz na indugcdo da hipercolesterolemia
observando-se um aumento de 108% nos niveis de triacilglicerdis. Outro estudo por
Levine; Saltzman (2007) utilizando uma Unica injecdo do surfactante na dose de 500
mg/kg de massa corpérea pela via intravenosa causou lipemia com niveis séricos
elevados de colesterol, triacilglicerdis e HDL em ratos necropsiados um ou dois dias
apos a aplicacéo.

Segundo Levine & Saltzman (2007), as elevacdes dos niveis de colesterol e
triglicérides utilizando-se o surfactante como agente indutor sdo muito mais
acentuadas comparadas as obtidas quando da utilizacdo de dietas suplementadas
com Oleos ou colesterol, porém, sdo necessarias mais do que duas aplicacdes de
surfactante por semana, pela via intravenosa ou intraperitoneal, para inducdo da
hiperlipidemia. Concordando com estudo realizado por Bertges et al. (2011), que ao
estudar a qualidade e a durabilidade do estado hipercolesterolémico induzido pelo
tyloxapol na dose de 200 mg/kg, conclui que esta substancia foi bastante efetiva na
inducao de hipercolesterolemia com pico em 72 horas apés a administracéo, contudo,
apos esse periodo, houve queda dos niveis de colesterol para valores comparaveis

aos basais.
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Com isso, a obtencdo de niveis elevados de colesterol e triglicérides de forma
continua pode ser especialmente importante em estudos histopatolégicos para
avaliacdo de depdsito de placas de ateromas. Contudo, se houver intervalos de tempo
com niveis lipidicos normais, a regeneracdo ou regressao das lesfes ateromatosas
serdo permissiveis (LEVINE; SALTZMAN, 2007).

2.6 TRATAMENTO DA HIPERLIPIDEMIA

As patologias relacionadas com a hiperlipdemia tém levado a uma busca
incessante por dietas com baixo teor lipidico e medicamentos que favorecam a
reducdo lipidica sdo estratégias para prevencédo ou tratamento das DCV (CHANDLER
et al., 2003; HARNAFI et al., 2007). Diante desse cenario, ocorre também uma busca
incessante por novos farmacos que promovam a diminui¢cdo ou prevencao dos danos
causados por problemas genéticos ou por aqueles relacionados com niveis altos de
lipideos resultantes do consumo excessivo de dieta rica em gordura (OLIVEIRA et al.,
2002b). Dentre as classes de medicamentos com acao hipolipemiante, os mais

utilizados séo as estatinas e os fibratos (RIDEOUT et al., 2014).

2.6.1 Estatinas

As estatinas sdo metabdlitos de fungos (MANO, 2015), que apresentam uma acao
hipolipemiante por atuar primariamente no figado inibindo a acdo da enzima 3-
hidroximetilglutaril-coenzima-A redutase (HMG-CoA redutase), através de uma
afinidade destes farmacos com o sitio ativo da enzima. Ao inibir a enzima HMG-CO0A,
impede a conversdo do substrato do HMG-CoA em acido mevalbnico, diminuindo,
desse modo, a sintese de colesterol. (Figura 4). Esta inibicdo enzimatica reduz o
conteudo intracelular de colesterol e, como consequéncia, removem mais VLDL, IDL e
LDL da circulag&o para repor o colesterol intracelular (DAVIDSON; TOTH, 2004), além
de ser uma inibicdo reversivel e competitiva com o substrato HMG-CoA (SANTOS,
2013).

De tal forma que a reducao do colesterol provocada pelas estatinas contribui para
a estabilizacédo da placa aterosclerdtica, reduzindo o tamanho desta e modificando as
propriedades fisicas e quimicas do centro lipidico (FOODY et al., 2006). Apesar da

forte interagdo da estatina com o sitio ativo da enzima, a utilizagdo de doses
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progressivamente mais elevadas desse tipo de farmaco n&o parece aumentar
significativamente sua capacidade de reduzir a LDL colesterol (LDL-C) (GRUNDY et
al., 2004). Vale ressaltar que além de promover uma reducédo na sintese de colesterol,
as estatinas inibem também a oxidacdo de LDL independentemente dos niveis de
lipidios (MASON, 2003). Esta inibicdo é demonstrada pelo aumento da enzima
antioxidante catalase na aorta, bem como pela reducdo da expressdo das
subunidades p22phox e noxl da NADPH oxidase em ratos, apds a administracao da
estatina atorvastatina (LIAO, 2009).

Além de promover beneficios relacionados ao metabolismo lipidico na
aterosclerose, as estatinas apresenta efeito modelador da acdo imunoldgica,
exercendo efeitos anti-inflamatérios na parede vascular e diminuindo o namero de
células inflamatérias na aterosclerose (BASSON, 2000). Segundo Nordoy et al.
(2001), este mecanismo anti-inflamatorio resulta da capacidade das estatinas em
diminuir a expressédo de moléculas de ades&o endotelial como a ICAM-1, a molécula
de adesdo vascular 1 (VCAM-1) e a Eselectina. Além disso, ensaios clinicos
demonstraram que as estatinas atenuam a expressdo da P-selectina e a adeséo de
leucécitos em animais normocolesterolémicos através do aumento da sintetase de
oxido nitrico das células endoteliais (HOFFMEYER et al., 2001).

®
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Figura 6: Efeito das estatinas na biossintese do colesterol (Fonte: Loecker; Preise,
2012).
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Outro mecanismo pelo qual as estatinas interferem no processo hiperlipidémico &
através da reducdo da acumulacdo de macrofagos nas lesbes arteriosclerotica
(AIKAWA et al., 2001). Além disso, as estatinas atuam inibindo a producdo das
metaloproteinases da matriz (MMP) e de fator tecidular (TF) pelos macrofagos
(HARAMAKI et al., 2007). As estatinas inibem a expressdo de MMP e de TF através
de mecanismos dependentes e independentes do colesterol. Os mecanismos
independentes do colesterol sdo mediados por uma reducdo conjunta de lipidios,
macrofagos e MMP (BOURCIER; LIBBY, 2000).

Segundo Liao; Zhou (2009), as estatinas apresentam outros beneficios clinicos
independentes da diminuicdo do colesterol. Estes efeitos independentes do colesterol,
também chamados de efeitos pleiotrépicos, sdo responsaveis pelos resultados
favoraveis que se tém verificado com o uso das estatinas na DCV (FALAGAS, 2008).
Os efeitos pleiotropicos das estatinas na DCV incluem a diminuicdo da inflamacéo
vascular, melhoria da funcdo das células endoteliais, diminuicdo da proliferacéo e
migracdo das células musculares lisas vasculares, atenuacdo da remodelagem
vascular e miocérdica, inibicdo da agregacdo plaquetar e estabilizacdo da placa
aterosclerotica (LAUFS; LIAO, 2005).

No Brasil, cinco estatinas sao comercializadas, séo elas: sinvastatina, lovastatina,

pravastatina, fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina (HARAMAKI et al., 2007).

2.6.2 Sinvastatina

A sinvastatina, através do seu metabdlito ativo, o beta-hidroxiacido, inibe
especifica e competitivamente a HMG-CoA redutase, enzima que catalisa a
conversdo da HMG-CoA em mevalonato, que é uma passagem precoce e limitante na
biossintese do colesterol. Dessa forma, a sinvastatina aumenta moderadamente o
HDL e reduz o LDL o VLDL, o colesterol plasmatico total, e os triglicerideos
plasmaticos (BING et al.,, 2016). Além disso, a sinvastatina apresenta atividade
antiaterogénica relacionada a melhora da disfungdo endotelial e vasomotora,
diminuicdo da formacao de trombos plaquetarios e modulag&o na atividade fibrinolitica

em pacientes hipercolesterolémicos (YANG et al., 2016).
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Figura 7: Formula estrutural da sinvastatina (Fonte: USP, 2008).

Esta estatina € um dos farmacos mais prescritos para prevenir as doencas
cardiovasculares, principal causa de morte no mundo (SCHMIDT et al., 2011; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011). Este farmaco, é frequentemente aviado nas
farmacias magistrais sob a forma de cépsulas, foi o medicamento mais dispensado
em 2010 nas farméacias do programa Farméacia Popular do Brasil em Belo Horizonte
(SOUZA, 2010), além de integrar a lista RENAME/SUS por apresentar a melhor
relacdo custo-efetividade no tratamento das hiperlipidemia e na profilaxia secundaria
da doenca coronariana (ARAUJO et al., 2011). Este farmaco apresenta um intenso
efeito de primeira passagem (50 a 80%), logo, a concentracdo do farmaco na
circulacdo sistémica é baixa, apresentando-se como uma vantagem, ja que o figado é
0 Orgao alvo, reduzindo ainda os possiveis efeitos sistémicos (RAMOS et al, 2011).

No Brasil, € comercializada sob as formas farmacéuticas de comprimidos e
comprimidos revestidos em doses que variam de 5mg a 80 mg por comprimido (DEF
2010/2011). A sinvastatina é praticamente insoltvel em agua, sendo, portanto soltuvel
em élcool, cloroférmio e alcool metilico. E importante salientar que esta sofre oxidag&o
e deve ser estocada em atmosfera de nitrogénio, dessa forma, os comprimidos devem
ser armazenados em recipientes herméticos e a temperatura entre 5 e 30° C (USP,
2008).

Num ensaio clinico, ap6és administracdo durante uma semana de 40mg de
sinvastatina em individuos com doenga coronéria verificou-se um aumento de 1,5

vezes das células endoteliais progenitoras. Concordando com estudos de
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Landmesser; Bahlmann, (2005), que verificou que em pacientes com insuficiéncia
cardiaca crbnica (ICC), o tratamento com sinvastatina por quatro semanas, melhorou
a funcdo endotelial e reduziu o estresse oxidativo. Um estudo demonstrou ainda que a
sinvastatina, através de um processo dependente NO, preserva o potencial de
membrana mitocondrial nos miocitos cardiacos em situacfes de stress oxidativo.

Outro importante efeito da sinvastatina é seu poder no processo inflamatorio, pois
apresenta a capacidade de reduzir as concentragfes de proteina C reativa (PCRSs)
circulante em pacientes hipercolesterolémicos (RIFAI; RIDKER, 2001). Somado a isto,
a sinvastatina ainda diminui a expressao de IL-6, IL-8 e NFKB em células epiteliais
(SAKODA, YAMAMOTO et al., 2006). Adicionalmente, Kagami et al. (2008)
demonstraram que a sinvastatina diminui a expressdao de RNAm de TNFa e IL-6 em
mastécitos de murino, ja Li et al (2015) demonstrou que a sinvastatina atenua o
processo inflamatério mediante a reducdo da IL-1B em células da microglia de ratos
Wistar ap0s injuria do cérebro, além de diminuir a secrecdo de MCP-1 e MMPs em
camundongos deficientes do gene da Apolipoproteina E (APOE) (ZHANG et al.,
2009).

Diante do exposto, € bem documentado na literatura que a sinvastatina atua como
uma droga hipolipemiante, além de desempenhar um papel eficiente no pefrfil
inflamatério. Porém, levando-se em consideracdo, que os lipidios quando sé&o
oxidados provoca uma cascata inflamatdria, ocasionando complicacfes teciduais, foi
proposto que uma importante opcdo terapéutica na prevencdo das complicacdes
cardiovasculares sao os antioxidantes, que atuariam neutralizando os radicais livres e
aumentando a defesa antioxidante do organismo. Entre o0s antioxidantes,

encontramos a melatonina.

2.7 MELATONINA

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um neuro-horménio pertencente ao
grupo das indolaminas, secretada principalmente pela glandula pineal, além da retina,
trato gastrointestinal, figado, testiculos e ovéarios (HARDELAND et al., 2011). Essas
fontes extrapineal contribuem minimamente para a concentracdo plasmatica da
melatonina, porém, apresentam importancia consideravel para acdo paracrina e/ou
autocrina desse horménio (PONTES et al., 2006). E uma molécula altamente

conservada evolutivamente, apresentando funcdes decorrentes de sua producao
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noturna em todos os grupos de seres vivos, desde organismos unicelulares até o
homem (TAMURA, 2009).

2.7.1 Sintese e mecanismo de acao da Melatonina

A MEL é sintetizada pelos pinealdcitos a partir do neurotransmissor serotonina
(MAGANHIN et al., 2008) sua sintese se inicia com a captacdo do aminoécido
triptofano que €& convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzina
triptofanohidroxilase (TH). Por sua vez, o 5-HTP é metabolizado em serotonina (5-
HT), apds sofrer a remocdo do grupo alfa-carboxil terminal pela enzima 5-
hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTPD). Em seguida, a N- acetiltransferase (NAT)
catalisa a transferéncia do grupo acetil para a serotonina a partir do acetil-CoA,
resultando na formacao da N-acetilserotonina (NAS). Por fim, a enzima hidroxindol-O-
metiltransferase (HIOMT) catalisa a reacdo de conversdo do NAS em melatonina
(Figura 6) (MARONDE et al., 2011).

O pico da secrecdo de MEL é atingido no periodo noturno (HIRIART, 2012),
devido que a enzima HIOMT s0 pode ser fabricada na auséncia de luz, fazendo assim
que a MEL seja considerada um agente enddcrino da escuriddo (ZIELINSKA et al.,
2016).

, l.—
Q ‘ Ganglios cervicais
J superiores
lLuz Olho n
Hipotalamo
toff Fibras pos-
Iriptofano
ganglionares
]
( S-hidroxitnptofano
Pinealocito
Serotonina
l AA-NAT
Sintese de NA
N-acetilserotonina ¥ proicinas Np—
\ | moarr
v
Melatonina

Figura 8: Biossintese da melatonina (Modificado de Maronde et al., 2011).
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Uma vez formada, a MEL ndo € armazenada na glandula pineal, ela se difunde
livremente através de todas as membranas bioldgicas agindo praticamente em todas
as ceélulas do organismo (SRINIVASAN et al, 2013). Algumas a¢des sdo mediadas por
receptores melatonérgicos de membrana tipos 1 e 2 (MT1 e MT2) acoplados a
proteina G, enquanto outras sdo independentes, como a ligacdo a receptores
hormonais nucleares associados a diferenciacdo celular e regulacdo de resposta
imune (DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005).

Segundo Hardeland (2009), em mamiferos 0s receptores de membrana
denominados MT1 e MT2 (originalmente descritos como Mella e Mellb,
respectivamente) sdo expressos tanto individualmente como em conjunto em Varios
tecidos e 6rgdos O subtipo MT1 é expressando no rim, figado, vasos, pele e 6rgaos
reprodutivos. JA4 a expressdo do subtipo MT2 é mais restrita, sendo encontrado
principalmente no cérebro (com excecdo dos NSQs), embora a sua presenca também
tenha sido detectada das células do sistema imunoldgico, duodeno, puldo e adipécitos
(PANDI-PERUMAL et al., 2008). Apesar da existéncia desses dois tipos de
receptores, estes apresentam diferentes afinidades para a melatonina, de forma que a
afinidade para o MT1 € cerca de trés vezes maior em relacdo ao MT2 (WITT-
ENDERBY et al., 2003).

Em acréscimo, um terceiro tipo de receptor de membrana (MT3) chegou a ser
designado, mas, posteriormente, foi demonstrado que se tratava de uma enzima
citosélica denominada quinona redutase 2 (QR2) (NOSJEAN et al., 2000). Esta
enzima pertence ao grupo de redutases que participa da protecdo contra o estresse
oxidativo (PANDI-PERUMAL et al., 2008), além de regular a adeséo dos leucécitos ao
endotélio vascular (VINCENT et al., 2010).

2.7.2 Fungdes da melatonina

Por apresentar receptores amplamente distribuidos pelo corpo (HARDELAND,
2009), a MEL pode ser responsavel por uma série de eventos fisiologicos. Em
mamiferos, as funcdes fisiologicas da melatonina estéo relacionadas a regulacédo do
relogio circadiano, func¢des cardiovasculares, reprodutivas, neuroendocrinas e imunes
(BRZEZINSKI et al.,, 2005), além da atividade anti-inflamatéria, anti-apoptética e
antioxidante (LI; ZHANG; TANG, 2013). Segundo Picinato (2002), a MEL ainda pode

apresentar um papel no gasto energético, no controle glicémico, na regulacdo da
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massa corporal, e sobre a secre¢do e acao da insulina periférica. A melatonina pode
apresentar também propriedades neuroprotetoras e antitumorais em muitas condigées
experimentais (RODRIGUEZ et al., 2013), além de intervir como moduladora da
resposta imune (CARILLO-VICO et al.,, 2013), doencas oOsseas (SANCHEZ-
BARCELO et al., 2010) e doencas cardiovasculares (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et
al., 2012).

2.7.3 Melatonina e estresse oxidativo

A MEL tem a capacidade de sequestrar as EROs e de ERN, bem como os
radicais orgéanicos, prevenindo danos ao DNA, proteinas e lipidios de membranas
(ALLEGRA et al., 2003), reduzindo, com isso, 0os danos oxidativos das moléculas
encontradas em compartimentos lipidicos ou aquosos (TOMAS-ZAPICO; COTO-
MONTES, 2005). A propriedade da melatonina de interagir com ROS ou RNS gera

metabdlitos que também possuem propriedades antioxidantes, tal como o N1l-acetil-

N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) que sofre a retirada do grupo funcional formil
dando origem ao também antioxidante N[1]-acetil-5- metoxiquinuramina (AMK)
(GALANO et al., 2013). Indiretamente, este hormoénio produz acdo antioxidante por
atenuar a producdo de radicais livres através de efeitos antiinflamatorios,
antiexcitatorios e por causar diminuicdo da expressdo de enzimas pré-oxidantes,
oxido nitrico sintetase e lipooxigenase (HARDELAND et al., 2006), como observado
em ratos submetidos a injuria isquémica cerebral e tratados com este horménio (KOH,
2008).

Além disso, a melatonina também age como antioxidante de forma indireta por
estimular o aumento da expresséo e da atividade de enzimas antioxidantes, como a
superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e glicose-6-fosfato
desidrogenase (PANDI-PERUMAL et al., 2013), atuando também na preservacao dos
niveis de glutationa no citoplasma e nas mitocondrias (LUCHETTI et al., 2010). Os
mecanismos ainda sdo incertos, mas existem evidéncias da agdo antioxidante da
melatonina através de seus receptores de membrana (CARRILO-VICO et al., 2004)
ou através da inibicdo dos fatores de transcricdo RORa e NF-kB, ambos envolvidos
na transcricdo de genes de enzimas pro e antioxidantes (DAI et al., 2001; LUCHETTI
et al., 2010).
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Diversos estudos demonstram a acdo da MEL como um potente antioxidante (HE
et al, 2016; ZHANG et al, 2016; KANG et al, 2016). De acordo, com Liu (2000), a
melatonina apresenta a capacidade de aumentar atividade das enzimas superéxido
desmutase e catalase em diversos tecidos. Da mesma forma, trabalho realizado por
Barlow-Walde (1995) com cérebro de ratos, demonstra que a atividade da enzima
glutationa peroxidase também ¢é aumentada na presenca da melatonina.
Concordando os dados descritos por tais estudos, Albarran et al. (2001) relata que a
atividade da superéxido desmutase pulmonar e cortical apresentam um ritmo
circadiano que é sincrbnico a producao de melatonina pela glandula pineal, sendo a
atividade da enzima maior na presenca de melatonina, sugerindo assim, uma
potencializacdo pela melatonina.

Além de atuar no processo aterosclerético como potente antioxidante, a
melatonina ainda pode atuar minimizando os efeitos deletérios provocados pelo
processo inflamatoério, devido a presenca de receptores para este horménio nas
células e oOrgdos do sistema imune apresentam (CARILLO-VICO et al., 2005). E
sabido que os neutrofilos e mondcitos apresentam receptores para melatonina em
suas membranas (BARJAVEL et al, 1998).

Os possiveis mecanismos pelos quais a melatonina atua no processo inflamatério
estdo relacionados com: 1) Inibicdo da producdo do Oxido nitrico e reducdo da
expressdo da enzima 6xido nitrico sintetase; 2) pela ativacdo do fator de transcri¢éo
NF-kB; 3) pela reducdo dos niveis de prostaglandinas e da expressdo da ciclo-
oxigenase e 4) reducdo do recrutamento de polimorfonucleares no sitio inflamado
(CUZZOCREA, 2001b). Sabe-se também que a MEL produz efeito anti-inflamatério
em locais periféricos, inibindo a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias
(CUZZOCREA, 1997a). Confirmando estas hipéteses, estudos mostram que a inibicédo
Da sintese de MEL inibe respostas imunes celulares e humorais em camundongos
(MAESTRONI, 1996).

Em resumo, a protecdo antioxidante da MEL j& foi demonstrada tanto in vivo como
in vitro (REITER, 2000), esta acédo antioxidante da melatonina parece agir por
diferentes vias, como: pela sua capacidade em neutralizar os radicais livres, por
estimular enzimas antioxidantes, por promover o aumento da eficiéncia da fosforilagao
oxidativa mitocondrial, por reduzir o vazamento de elétrons, que permite a diminuicao
dos radicais livres, além de aumentar a eficiéncia de outros antioxidantes (REITER,
2003).
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2.7.4 Melatonina e inflamacéo

Além de apresentar atividade antioxidante, a MEL vem demonstrando exercer
efeito anti-inflamatdirio em diferentes modelos experimentais (BECK et al, 2015;
CHEN et al., 2015; CHEN et al, 20106). Por exemplo, Miller et al. (2006), demonstrou
gue a melatonina é capaz de aumentar a producéo da IL-2, IL-6 e IFNy em células
mononucleares em cultura , além de induzir a producdo da IL-12 e aumentar a
atividade das células NK. Ainda, em mondcitos, a melatonina induz a secrecéo de IL-6
e IL-10.

Segundo Chahbouniet al. (2010) a melatonina melhora a inflamacéo bloqueando
fatores transcricionais e inibindo a ativacdo transcricional de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a e interleucinal (IL-1) e das enzimas inflamatérias COX-2 e
INOS. Tais resultados estdo diretamente envolvidos na protecdo celular exercida pela
melatonina a partir do fator de transcricdo NF-kB (LUCHETTI et al., 2010). A inibicdo
deste pela melatonina leva consequentemente, a reducdo da sintese de citocinas
proinflamatdrias como, por exemplo, as interleucinas (IL-2 e IL-6), o fator de necrose
tumoral (TNF), moléculas de adeséo e quimiotaxicas e a isoforma induzida da sintase
de 6xido nitrico (iNOS), além de modular a expressao de genes anti e proapoptoticos
(BHAKAR et al., 2002; BRUCK et al., 2004; KALTSCHMIDT et al., 2005).

Todavia, 0 mecanismo de ac¢do da melatonina sobre a via de ativacdo deste fator
de transcricdo ainda ndo esta estabelecido. Por fim, a melatonina apresenta multiplas
formas de gerar citoprotecdo associadas as diversas formas especificas de sinalizar,
seja por meio da acdo antioxidante, seja por meio da modulacdo do processo
inflamatério.

Sabendo que na aterosclerose, a oxidacao da LDL provoca uma lesdo endotelial,
culminando com o processo inflamatério, e que a resposta inflamatéria, por sua vez, é
um complexo processo de eventos que envolvem o recrutamento de leucécitos, a
ativacdo de células endoteliais, a interacdo entre leucocitos e o endotélio vascular,
ativacdo de macréfagos teciduais, do sistema do complemento, da cascata de
coagulacdo e do sistema fibrinolitico, das plaguetas e a liberacdo de proteases e
EROS originados das células fagociticas (MEDZHITOV, 2008; THELEN; STEIN, 2008;
BROKELMAN et al., 2011), é de fundamental o estabelecimento de uma terapia que

assistam esses dois fatores, a oxidagao e inflamacgéo.
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Sabe-se que a melatonina atua como 0 mais potente antioxidante natural, além de
exercer efeitos hipolipemiante e no processo inflamatorio (REITER et al., 2003) e que
as estatinas sdo os farmacos mais recomendados no tratamento da hiperlipidemia (IV
Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevencédo da Aterosclerose). Sendo assim,
partindo do pressuposto que ambas as substancias exercem agdes antiaterogénicas e
gue no processo de envelhecimento os animais cursam com reducdo do nivel sérico
de melatonina e que na literatura ndo ha relatos desta associacdo, considera-se a
hipotese de que a reposicdo de melatonina associada a administracao da sinvastatina
em ratos com 120 dias de idade possa reduzir os biomarcadores da peroxidacao
lipidica, das citocinas inflamatérias, dos parametros bioquimicos, bem como,
alteracbes no tecido hepético e renal provocados pela hiperlipidemia induzida pelo
Triton WR 1339.
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Resumo

Avaliou-se o efeito da associagdo da melatonina e sinvastatina nos parametros bioquimicos,
estresse oxidativo e histoquimica de figado de ratos induzidos a dislipidemia. Utilizou-se 35
ratos machos com 150 dias de idade, que foram divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem
inducdo a hiperlipidemia; GI: ratos induzidos a hiperlipidemia pelo TRITON WR 13339 e
tratado com placebo; GIS: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados com sinvastatina; GIMs:
ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados com melatonina simultaneamente; GIMSs: ratos
induzidos a hiperlipidemia e tratados com melatonina e sinvastatina simultaneamente; GIM:
ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados apds com melatonina; GIMS: ratos induzidos a
hiperlipidemia e tratados apds com melatonina e sinvastatina. A hiperlipidemia foi induzida
pela administracdo intraperitoneal de Triton WR 1339 (400 mg/kg), a sinvastatina (40mg/kg)
foi administrada via subcutanea e a melatonina (10mg/kg) administrada na agua de beber dos
animais. Foi realizada a analise bioquimica dos seguintes parametros: colesterol total, LDL,
HDL, VLDL, triglicerideos, PCR, TGO e TGP, o estresse oxidativo hepatico, através da
peroxidacdo lipidica (TBARS) e niveis de glutationa reduzida, além da mensuracdo das
enzimas antioxidantes, catalase e superdxido desmutase, e a imunohistoquimica hepética. Os
resultados mostraram que o0s animais dos grupos tratados com melatonina e sinvastatina,

associados ou ndo, apresentaram parametros bioguimicos similares aos animais do grupo
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controle, além disso, foram observados também nesses grupos, niveis de PCR e TBARS
reduzidos, com valores mais significativos nos grupos GIMSs e GIMS, além da elevacdo dos
niveis de GSH, catalase e superoxido desmutase. Em relacdo a imunohistoquimica hepética,
observou-se diferencas significativas entre os grupos, onde 0s grupos tratados com melatonina
e sinvastatina apresentaram um aumento do nivel de glicogénio hepatico, quando comparada ao
grupo induzido & hiperlipidemia. Tais resultados demonstram que a acdo da melatonina
administrada de forma isolada ou combinada com a sinvastatina atua como um agente protetor
e reversor contra a toxicidade hepatica induzida experimentalmente, favorecendo uma

normalizacdo no perfil bioquimico e estresse oxidativo.

Palavras-chave: hiperlipidemia, melatonina, sinvastatina, triton WR 1339, estresse oxidativo.

1. Introducao

A elevacdo de concentracdes de lipoproteinas no sangue caracteriza o estado de
hiperlipidemia (PETYAEV, 2015), sendo decorrente de fatores genéticos e/ou ambientais
(KASSIM et al., 2010; YAMADA, 2011). Diversas evidéncias experimentais, metabolicas,
clinicas e epidemioldgicas, relatadas ao longo de vérias décadas demonstraram que niveis
elevados de colesterol total, colesterol LDL e triglicerideos estdo correlacionados com maior
incidéncia de doencas cardiovasculares (DCV) (LWIN-MM-KHIN et al., 2011).

O continuo aumento dos niveis de lipidios na corrente sanguinea pode causar efeitos deletérios
aos tecidos, como o figado, coracdo e rins (DUARTE et al., 2009), devido a sua relagdo com o
aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) e diminuicdo dos componentes
antioxidantes (MELO et al., 2011), levando ao estresse oxidativo (SHUKLA; MISHRA; PAT,
2011). Como resultado da peroxidacdo lipidica, varios produtos sdo formados, como o
malondialdeido e a proteina C reativa (PCR), levando a modificacbes nas estruturas das
proteinas celulares (HUDSON et al., 2008). A oxidacéo lipidica tem contribuido para o estudo
de substancias com atividade antioxidante, as quais poderiam agir na prevengdo do estresse
oxidativo, reduzindo assim a oxidacdo da LDL e, consequentemente, inibindo o
desenvolvimento da DCV (FUHRMAN et al., 2005).

A melatonina (MEL) ou N-acetil-5-metoxitriptamina, ¢ uma indolamina sintetizada
pela glandula pineal, além de ser produzida em menor proporcéo por 6rgédos periféricos como
retina, intestino e pele (TAN et al., 2016). Este hormdnio apresenta a capacidade de sequestrar

as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN), atuando na prevencao ao dano
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oxidativo (ALVES et al., 2004). Além disso, a melatonina atua inibindo a acdo de enzimas pro-
oxidantes envolvidos na sintese do 6xido nitrico e lipoxigenases (HARDELAND, 2005), inibe
as enzimas da familia citocromo P450 (CUZZOCREA; REITER, 2001), estimula a expressao
de enzimas antioxidantes, como glutationa peroxidase e superdxido desmutase (TAMURA et
al., 2017), e pode apresentar atividade anti-inflamatoria e antiapoptética (LI; ZHANG; TANG,
2013). O tecido hepatico apresenta receptores para a MEL (PESCHKE; BAHR; MUHLAUER,
2013), os receptores MT1 e MT2, dessa forma, a MEL tem apresentado efeitos hepatoprotetor
em uma série de modelos de lesdo hepatica, como na hepatite viral (LALIENA; SAN
MIGUEL; CRESPO, 2012), fibrose hepatica (KANG; HONG; LEE, 2016),
isquemia/reperfusdo (KANG; KOH; LEE, 2011). Estudo de Zhang et al. (2017) verificou que a
melatonina atenua as alteraces histopatoldgicas hepaticas, além de reduzir os marcadores do
estresse oxidativo em ratos induzidos a alteracfes hepaticas por As203 (trioxido de arsénico),
em outro estudo, Shilian et al. (2009) relatou o papel anti-inflamatério da melatonina em
células de Kupffer com a reducdo de citocinas inflamatorias.

Atualmente, as estatinas sdo os farmacos mais efetivos no tratamento da hiperlipidemia,
atuando na adequacdo dos niveis lipidicos sanguineos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2007). Estes farmacos atuam na via limitante da sintese do colesterol,
inibindo a acdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A redutase (HMG-CoA
Redutase) e, consequentemente, reduzindo o0s niveis séricos de colesterol sanguineo
(GOLDENBERG; GLUECK, 200. Além de exibir efeitos hiperlipidémicos, atualmente, as
estatinas tém demonstrado efeitos na diminuicdo do estresse oxidativo (WANG et al., 2017),
através da regulagdo de vias moleculares da NADPH oxidase e Oxido nitrico sintetase
(ANTONOPOULOS et al., 2012), e como anti-inflamatoria, por provocar um down regulation
nas citocinas inflamatérias (GRAMS et al., 2016). A sinvastatina € um membro da classe desse
farmaco, sendo a segunda estatina mais potente e a mais prescrita no Brasil (GRAESER et al.,
2008) por apresentar um menor custo e maior efetividade (ARAUJO et al., 2011; HARISA,
BADRAN, 2015).

Partindo do pressuposto que a melatonina e sinvastatina exercem agdes hipolipemiantes e
que no processo de envelhecimento os animais cursam com redugdo do nivel sérico de
melatonina, a presente pesquisa teve o objetivo de testar a hipdtese de que a reposicdo crénica
de melatonina associada a administracdo da sinvastatina possa reduzir os biomarcadores da
hiperlipidemia no figado através de parametros bioquimicos, estresse oxidativo e

imunohistoquimica hepaética.
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2. Material e Métodos

2.1. Grupos experimentais

Foram utilizados 35 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus) com 150 dias de idade,
procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Para isto, este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica (processo de nimero: 23082.015842). Esses animais foram mantidos em gaiolas, com
alimentacdo e &gua ad libitum, temperatura de +22°C e iluminagdo artificial que estabeleceu
um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. Os animais foram pesados, submetidos a
avaliacdo bioquimica para verificacdo dos parametros bioquimicos (Tabela 1), em seguida,
divididos aleatoriamente em sete grupos experimentais: GC: ratas sem inducdo a
hiperlipidemia; GI: ratos induzidos a hiperlipidemia pelo Triton WR 1339 e tratado com
placebo; GIS: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados com sinvastatina; GIMs: ratos
induzidos a hiperlipidemia e tratadas com melatonina simultaneamente; GIMSs: ratos
induzidos a hiperlipidemia e tratadas com melatonina e sinvastatina simultaneamente; GIM:
ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados apds com melatonina; GISM: ratos induzidos a

hiperlipidemia e tratados ap6s com melatonina e sinvastatina.

2.2. Inducéo da hiperlipidemia

Para induzir a hiperlipidemia foi administrado durante vinte dias, por via
intraperitoneal, Triton WR 1339, também conhecido como tyloxapol (Sigma Aldrich), um
detergente ndo anidnico de estrutura polimérica, na dose de 400mg/Kg de peso corporal,
dissolvido em NaCl a 0,9% de acordo com o protocolo descrito por Jingjing e Xiangrong
(2007). Esta substancia tem sido utilizada em trabalhos experimentais por ser capaz de causar
hiperlipidemia em animais (SHARMA, 1979). Para verificacdo da hiperlipidemia, ap6s o
terceiro dia de inducdo foi realizado analises bioquimicas, para tal, utilizou-se kits da Labtest®,
seguindo os catalogos especificados: LDL, HDL, triglicerideos e colesterol total. Os animais
ndo induzidos a hiperlipidemia (GC) receberam da mesma forma, doses equivalentes de

solugéo salina.
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2.3. Administracgdo da sinvastatina

Os animais dos grupos GllI, GVI e GVII foram tratados com 40 mg/Kg de sinvastatina por
via subcutanea, segundo metodologia de Padulla et al., (2009). Essa dose tem sido utilizada em
diferentes estudos experimentais (LIBEROPOULOS et al., 2013; FOUCHER et al., 2015;
HERNANDEZ-MIJARES et al., 2016).

2.4. Administracdo da melatonina

A melatonina (SIGMA Chemical Co St Louis, Mo) foi administrada via oral (VO), para
isso, 10 mg/Kg de melatonina foi dissolvida em 200 microlitros de alcool (OZGUNER,;
BARDAK; COMLEKCI, 2006). Essa dose tem sido utilizada em diferentes estudos
experimentais (BUTUN et al., 2013; TANG et al., 2016). Em seguida, no horéario das sete horas
da manhd, esta solucéo foi diluida na agua de beber dos animais, vale salientar que as garrafas
foram revestidas por papel aluminio para proteger o contetdo da luminosidade, segundo
metodologia de Agil et al., 2013.

2.5. Analise bioquimica

As amostras de sangue foram coletadas nos periodos antes da inducdo da hiperlipidemia
para confirmacdo da inducdo e ap0s o tratamento. Para analise antes do periodo da inducéo e
confirmagdo da indugédo, os ratos foram mobilizados por contensor mecénico e 0 sangue
coletado por puncdo caudal lateral com o uso de cateter (24G) (PEREIRA, 2001) Ja para a
analise ap0s inducéo e seu respectivo tratamento, o sangue foi coletado por puncéo cardiaca. O
material foi rapidamente centrifugado, o sobrenadante acondicionado em Eppendorf e mantido
em freezer a —20°C até o momento das dosagens. Para tal, utilizou-se kits da Labtest®,
seguindo os catalogos especificados: Colesterol total (76-2/100), HDL (86-2/30), LDL (129-
1/80), Triglicerideos (87-2/100), VLDL, AST (109-4/30) e ALT (108-4/30). As amostras foram

analisadas em triplicata em um analisador bioquimico (BioPlus 200f).

2.6. Anélise da proteina C-reativa (PCR)

A andlise da PCR foi avaliada por meio do método de aglutinagdo do latex

semiquantitativo seguindo protocolo descrito por LIMA et al., 2007.
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2.7. Marcadores do estresse oxidativo hepatico

2.7.1. Analise da peroxidacéo lipidica e glutationa reduzida

A peroxidagdo lipidica foi estimada através da medida dos niveis de substancias reativas de
acido tiobarbitdrico (TBARS) (OHKAWA,; OHISHI; YAGI, 1979), enquanto a glutationa
reduzida (GSH) foi determinada através da mensuracdo de grupamentos sulfifrilas néo
proteicos (SEDLAK; LINDSAY, 1968). Para isso, fragmentos do figado foram macerados em
KCI, 1, 15% numa propor¢do de 10 ml/1g até completa homogeneizacdo do material coletado.
O homogenato foi transferido para um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 2mL de regente
(0,375% acido tiobarbitdrico e 75% é&cido tricloroacético) para cada mL da mistura. Os tubos
em duplicata foram lacrados e aquecidos em banho maria (100 °C) durante 15 minutos. O
sobrenadante foi separado e a absorvancia medida a 535 nm (BUEGE; AUST, 1978).

2.7.2. Atividade das enzimas antioxidantes

O sangue foi centrifugado, o sobrenadante acondicionado em Eppendorf e mantido em
freezer a -20°C até o momento das dosagens. Os eritrocitos foram lavados trés vezes com
solucdo salina 0,9% e centrifugado a 1000 x g por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi
hemolisado com °-mercaptoetanol 0,27 M pH 7,0. Este hemolisado foi utilizado para
determinar a atividade das enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (
HAGYMASI et al., 2001). Segundo Misra e Fridovich (1972), a andlise das atividades das
superéxido dismutase (SOD) em eritrocitos é baseada na inibicdo da reacdo do radical
superdxido com a adrenalina. A analise da atividade da enzima Catalase (CAT) em eritrocitos é

baseada em medir a diminui¢do de peréxido de hidrogénio, de acordo com Aebi (1984).

2.8. Histoquimica do figado

Para avaliar o teor de glicogénio, fragmentos hepaticos foram dissecados e fixados em

solugédo contendo formalina a 10% tamponada por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram

submetidas a desidratacdo em solugbes de concentracdo crescente de etanol, dois banhos de

tolueno e incluidos em parafina. Para a deteccdo do glicogénio, as 1dminas foram pré-tratadas
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com xileno para remocdo de parafina e hidratadas com série decrescentes de etanol. Em
seguida, os cortes foram corados pela técnica de coloragio pelo Acido Periddico de Schiff. Em
seguida, cinco imagens/grupos, com a mesma ampliacdo, foram analisadas para a quantificacéo
do glicogénio por meio do software Gimp 2.6. As avaliacdes foram realizadas com o auxilio de
um Microscopio Leica DM 500 acoplado com camera Leica ICC50HD e Software LAS EZ 4.3.

2.9. Andlise Estatistica

A andlise estatistica das analises bioguimicas e marcadores do estresse hepatico foram
realizadas por meio do método ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, onde as medias foram
comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, a 95% de significancia.

3. Resultados e discussao

A anélise bioquimica do grupo Gl evidenciou um aumento nos niveis de colesterol total,
LDL, VLDL, triglicerideos, ALT, AST, além da reducdo do nivel de HDL (Tabela 2),
verificando assim, que o Triton WR 1339 foi capaz de induzir a hiperlipidemia, pois aumentou
significativamente os niveis plasmaticos de colesterol total, LDL e triglicerideos quando
comparado com o grupo controle concordando com diversos trabalhos (KUMAR et al., 2012;
KUMAR et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2013; IYER; PATIL, 2014).

Apds a instalacdo do modelo experimental e seus respectivos tratamentos foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos experimentais quando avaliado o perfil
bioquimico. A utilizacdo da sinvastatina de forma isolada promoveu alteragdes lipidicas
similares ao grupo GC, demonstrando assim que a sinvastatina atua inibindo a acdo da enzima
HMG-CoA redutase, consequentemente, inibindo a biossintese hepatica do colesterol
(DAVIDSON; TOTH, 2004; PORTELA et al.,, 2014). Além da reducdo dos niveis de
colesterol, a sinvastatina foi capaz de atenuar os niveis de triglicerideos e LDL, por provocar
um up regulation dos receptores de LDL, além de promover o aumento do HDL, concordando
com resultados descritos por Linarelli e Pott ( 2008).

Em nosso estudo, a melatonina aplicada de forma isolada concomitante a inducéo
demonstrou reducéo significativa em comparagdo com o grupo hiperlipidémico (Gl), porém,
em relacdo ao grupo controle ndo foi observado nenhuma alteracdo significativa. Por outro
lado, a melatonina quando aplicada apds a indugéo da hiperlipidemia, provocou uma reducéo

significativa quando comparada tanto ao grupo hiperlipidémico quanto ao grupo controle. Tais
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resultados demonstram o papel da melatonina na prevencdo e recuperacao dos niveis basais de
lipidios, atuando assim, como uma substancia antihiperlipidémica. Esses achados corroboram
os resultados de Sener et al. (2004), que relataram a reducdo dos niveis de triglicerideos e
colesterol hepaticos em camundongos submetidos a dieta rica em colesterol, da mesma forma,
Srinivasan et al. (2013) observou que a melatonina produziu alteracdes no perfil lipidico,
quando avaliado os niveis de LDL, colesterol e triglicerideos, em animais induzidos a sindrome
metabdlica. Segundo Nduhirabandi; Du Toit; Locher (2012); Rios-Lugo et al. (2010), a
administracdo de melatonina (4-10 mgKg -1) durante 8 a 12 semanas reduziu
significativamente os niveis plasmaticos de glicose, TG, colesterol total e leptina em ratos com
obesidade induzida por dieta rica em gordura. Em estudo realizado por She et al. (2009), além
da reducdo dos pardmetros observados nos trabalhos descritos acima, foi observado também
um aumento dos niveis de HDL-colesterol. Os efeitos da melatonina observados no presente
trabalho podem ser exercidos pela interacdo da melatonina com receptores MT1 e MT2 que
existem em diferentes tecidos (SRINIVASAN et al., 2013), como no figado, apresentando
receptores tanto na membrana como na carioteca das células hepaticas (NAJI et al, 2014).

A andlise bioquimica dos grupos com associacdo da melatonina com sinvastatina (GIMSs e
GIMS) demonstrou um efeito mais expressivo na reducdo dos parametros colesterol total,
VLDL, LDL, triglicerideos, além do aumento dos niveis de HDL, demonstrando que a
associagdo da melatonina com a sinvastatina atua de forma mais potente como agente protetor e
reversor do perfil lipidico em resposta a hiperlipidemia. Tais achados podem ser explicados
pelo fato da melatonina plasmatica controlar o transporte de acidos graxos através de uma via
de transducdo de sinal acoplada a proteina Gi- mediada pelo receptor que leva a reduzir o
AMPc , inibindo o transporte de &cidos graxos (SAUER; DAUCHY; BLASH, 2001),
diminuindo assim, a concentracdo lipidica, além de apresentar efeito direto no tecido adiposo e
efeitos indiretos pelo sistema nervoso simpatico (PRUNET- MARCASSUS et al, 2001)
associado & atividade hipolipemiante da sinvastatina ao bloquear a HMG-CoA (PORTELA et
al., 2014).

A concentragdo sérica das enzimas ALT e AST mostrou-se reduzida nos grupos tratados
com melatonina e /ou sinvastatina, quando comparadas ao grupo hiperlipidémico, porém, ndo
apresentou diferengas estatisticas quando comparado ao grupo controle, tais achados estdo de
acordo com a literatura, pois, segundo Czechowska et al. (2015), a melatonina na dosagem de
10 mg/kg provocou reducdo da AST e ALT em ratos com fibrose hepatica. Outro trabalho
realizado por Henderson e Forbes (2008), demonstrou que a melatonina na dose de 25 mg/Kg

reduziu os niveis das enzimas hepaticas em ratos com hepatotoxicidade provocada pelo CCLA4.
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Diante do fato, que as enzimas transaminases ALT e AST sao indicadores sensiveis de
dano hepético, particularmente quando se trata de uma lesdo aguda (SCHINONI; PARANA
2006), a avaliagdo das atividades de AST e ALT demonstrou efeitos protetores da melatonina
ao dano hepatico. Cao et al. (2017), ao verificar os efeitos da melatonina na dose de 10mg/kg
na lesdo hepética provocada pelo cadmio, verificou reducdo dos niveis das enzimas hepaticas,
aléem da reducdo dos marcadores inflamatdrios, justificando que essa protecdo pode ser
conferida devido ao fato que a melatonina é capaz de inibir a expressdo da via inflamassoma
TXNIP-NLRP3, ativada pelo estresse oxidativo, culminando na liberacdo da IL-1B, que
provoca a morte dos hepatdcitos e aumento das enzimas hepaticas, contribuindo assim, para a
lesdo deste 6rgédo.

A PCR é um marcador inflamatério, sintetizada nos hepatocitos sob estimulo priméario da
IL-6 (GOMES-FILHO et al., 2011). Em condi¢6es inflamatorias agudas, ha elevacao de seus
niveis no periodo de seis a oito horas iniciais, podendo atingir valores de até 300 mg/dl em 48
horas (STEFFEL; LUSCHER., 2009), gerando um aumento na producao de anions superéxido,
oxidacdo de LDL e peroxidacao lipidica (WON et al., 2010). Nossos resultados demonstraram
que a sinvastatina e melatonina administrada de forma isolada foram capazes de reduzir os
niveis da PCR, apresentando niveis similares ao grupo controle, porém, a reducdo desta
proteina foi potencializada quando associou-se a melatonina com a sinvastatina (Figura 1),
indicando assim, que esta associa¢do aumentou o efeito inibitdrio sobre os niveis de PCR.

Diversos estudos tém demonstrado o efeito da sinvastatina em diminuir os niveis de PCR
em ratos hiperlipidémicos (PAULSEN, 2010; SEO, 2012; ABDEL-ZAHER et al., 2014).
Nossos resultados concordam com Krysiak e Okopien (2011), que observou que a sinvastatina
na dosagem de 40 mg/kg diminuiu significativamente em cerca de 30% os niveis de PCR em
pacientes com dislipidemia. Postula-se que as estatinas influenciam as PCR por meio da
diminuigdo da expressdo monocitaria de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-1) e por provocar
down-regulation na transcricdo do gene da PCR (FERRO et al., 2000; KLEEMANN et al.,
2004).

Segundo Mesriet. (2015), a suplementagdo de 6mg/dia de melatonina reduziu
significativamente a resposta inflamatdria em mulheres obesas através da diminuicdo de
citocinas inflamatdrias, dentre elas, a PCR. Sabe-se também que a PCR encontram-se
aumentadas em humanos em condigdes de privacdo de sono, onde € observada a reducéo dos
niveis basais de melatonina (VOLP et al, 2008), além disso, o0 estudo in vivo realizado por Jung
et al. (2010) mostraram que a administracdo de melatonina (50 mg/ kg) em ratos inibiu a

expressdo de mRNA de IL-6, consequentemente de melatonina, ja Veneroso et al., 2009 e
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Cichoz-Lach et al., 2010, utilizando doses menores de melatonina em ratos, 1mg/kg) e 5
mg/Kg, respectivamente, observou a diminui¢cdo dos niveis de mRNA de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-a ¢ IL-6, logo, observando também a diminuicdo dos niveis da
PCR.

As analises dos niveis de TBARS no tecido hepatico apds inducdo a hiperlipidemia
revelaram valores elevados quando comparados ao grupo controle. Porém, entre 0s grupos
tratados com melatonina (concomitantemente ou apds a inducao) ou sinvastatina, evidenciou
valores semelhantes ao grupo controle (GC). Esses resultados corroboram diversos trabalhos,
Cataldo et al. (2016), por exemplo, investigando o efeito antioxidante da sinvastatina e seu
possivel papel neuroprotetor durante a sepse experimental demonstrou uma reducéo expressiva
nos niveis de TBARS (P<0,01), da mesma forma, Abbas e Sakr. (2013) observando o efeito da
sinvastatina em ratos hipercolesterolémicos, percebeu a diminuicdo dos niveis de TBARS
hepaticos. A melatonina, por sua vez, apresenta um efeito antioxidante bem documento na
literatura em diversos trabalhos (SIGALA et al, 2006; OGETURK et al, 2008; CAO et al.,
2017). De acordo com Hong, Xu e Mei (2009), a inducdo de fibrose hepética pelo CCLy,,
provocou efeitos na reducdo dos niveis de TBARS, quando tratados com melatonina na dose de
5 ou 10 mk/Kg, em estudo de Aranda, Albendea e Lostale (2010) também com fibrose hepética
induzida por CCLy, o nivel de peroxidacdo lipidica hepética foi reduzida em 93,4% nos animais
tratados com 10 mg/kg de melatonina, sugerindo que a melatonina diminui a peroxidacéao
lipidica e desempenha um papel antioxidante em fibrose hepatica induzida por CCL4 em ratos.

A associacdo da melatonina com sinvastatina nos grupos GIMSs e GIMS foi capaz de
atenuar de forma mais expressiva os niveis de TBARS (Figura 2), corroborando estudo de
Dayoub et al. (2011), que ao testar os efeitos da associacdo da melatonina com atorvastatina em
ratos induzidos por LPS, verificou uma diminuicdo da peroxidacéo lipidica, de radicais livres e
IL-6, além da maior expressao da proteina eNOS (oxido nitrico sintetase endotelial). Estes
dados sugerem que a MEL melhora os efeitos benéficos das estatinas, aumentando a expressdo
da eNOS, prevenindo as acdes prejudiciais da estatina e reduzindo a reacdo inflamatéria e
geracédo de ERO:s.

A exposicao a hiperlipidemia promoveu reducdo dos niveis de GSH quando comparada ao
grupo controle, todavia, nos grupos com tratamento com melatonina e /ou sinvastatina
concomitantemente ou apo6s a inducgédo, houve reducdo com valores semelhantes ao controle no
grupo GIMs e superiores ao controle nos grupos GIM, GIMSs e GIMS, ja no grupo GIS
ocorreu uma diminuigdo dos niveis quando comparado ao grupo Gl, porém, ndo houve

diferenca significativa quando comparada ao grupo controle (Figura 3). Alguns estudos
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recentes vém testando o efeito da sinvastatina no estresse oxidativo, Harisa, Alomrani e Badran
(2017), verificou o aumento da razdo GSH/GSSH dos eritrécitos em ratos hiperlipidémicos
induzidos por Triton WR1339 e tratados com sinvastatina, outro estudo realizado por Goodarzi
e Ahmadizadeh. (2017), verificou que o pré-tratamento dos animais com sinvastatina na
dosagem de 20 mg/kg aumentou acentuadamente os niveis de GSH em ratos com leséo renal
aguda promovida pelo cromo. Inimeros trabalhos s&o relatados demonstrando o efeito isolado
da melatonina na promoc¢do dos niveis de GSH, por exemplo, Czechowska et al. (2015),
demonstraram uma elevacdo dos niveis de GSH em animais com danos hepaticos induzidos por
tioacetamida (TAA) e tratadas com melatonina (10 mg/kg) e Goc et al. (2017) observaram
niveis elevados de GSH no tecido hepético dos animais tratados com 10 mg/kg de MEL isolada
ou em combinagdo com o nitroprussiato de sédio (SNP), um farmaco anti-hipertensivo com
efeitos tdxicos, em comparacdo com a administracao de SNP isolado.

Nossos resultados demonstram um aumento nos niveis de GSH guando a melatonina foi
associada a sinvastatina, concordando com estudo de Mehrzadi et al. (2016), que ao avaliar a
eficacia da combinacdo de melatonina com atorvastatina (ATO) contra a nefrotoxicidade
induzida por gentamicina em ratos observaram uma elevacdo dos niveis de GSH quando
comparado ao grupo nefrotdxico e nefrotdxico tratado com atorvastatina isolada, demonstrando
assim, que a terapia combinada de MEL mais ATO aumentou os efeitos benéficos contra o
estresse oxidativo, atenuando a lesdo renal, este fato pode esté relacionado a potencializagdo da
melatonina pelas estatinas, acarretando no aumento d a concentracdo intracelular de GSH por
estimulacdo da sua taxa enzima limitante, a y-glutamilcisteina sintase.

As figuras 4 e 5, respectivamente, apresentam os valores da atividade da enzima
antioxidante catalase e superoxido desmutase mais significativo para os grupos GIMSs e
GIMS, além de valores semelhantes ao GC nos grupos GIS, GIMSs e GIM. Demonstrando
assim, que a exposicao a hiperlipidemia promoveu reducdo dos niveis de catalase e superéxido
quando comparada ao grupo controle, e que o tratamento com melatonina e/ou sinvastatina
concomitantemente ou ap6s a inducdo, promoveu a prevencdo da reducdo dos niveis da
catalase. Sabendo que a melatonina isolada mostra-se eficiente na elevacdo dos niveis de
catalase e devido a sua disponibilidade e facil penetracdo celular nos diferentes tecidos
(REITER et al, 2007) e por sua capacidade em estimular a expressdo de enzimas antioxidantes
(PANDI-PERUMAL et al., 2013) e de outros antioxidantes; e que além dos efeitos
antihipercolesterolémicos, as estatinas podem esta envolvidas na inibi¢do do estresse oxidativo
ao atuar em vias geradoras de espécies oxidantes (HERNANDEZ-PRESA; MARTIN-
VENTURA; ORTEGO et al., 2002), justificando nossos resultados, onde a associa¢do da
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melatonina a sinvastatina mostrou efeitos mais positivos sobre as enzimas antioxidantes.
Concordando com tais achados, a associacdo da melatonina com atorvastatina demonstrou um
aumento das enzimas antioxidantes SOD e CAT (DAYOUB et al., 2011; MEHRZADI et al.,
2016).

Os animais dos grupos Gl diferiram significativamente em relacdo a quantidade de
glicogénio hepatico, que se encontrava reduzida, quando comparada com o0s animais do grupo
GC e demais grupos. Além disso, os grupos GIS, GIMs, GIM e GIMSs e GIMS diferiram
significativamente entre si em relacdo a quantidade de glicogénio hepatico (Figura 6). Sabe-se
que a melatonina pode afetar o metabolismo da glicose e secrecdo de insulina do pancreas
(HEVIA et al.,, 2015), justificando assim, justificando assim nossos resultados, onde a
melatonina e sinvastatina foram eficientes na reposi¢cdo do glicogénio hepatico em resposta a

diminuicao pela hiperlipidemia.

4. Concluséo

No presente trabalho foi possivel observar os efeitos da associacdo da melatonina com
sinvastatina na potencializacdo da reducdo do estresse oxidativo, perfil lipidico, moléculas

inflamatorias e reposicdo do glicogénio hepético.
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6. Tabelas, figuras e gréaficos

Tabela 1: Valores dos niveis bioquimicos da funcéo hepatica nos animais dos grupos

experimentais antes da inducédo da hiperlipidemia.

Grupos GC Gl GIS GIMs GIM GIMSs GIMS
Colesterol Total(mg/d 95,00+ 1,00 91,00 + 9,64: 90,33+9,29a 90,67 +4,! 8567+8,32: 88,67+6,11¢ 98,67 £ 6,50:
HDL (mg/dL) 52,67+24C 51,26 +1,7% 51,31+2,28a 5391+2,1 4534+456: 51,88+3,01: 47,35+8,51:
VLDL (mg/dL) 31,33+1,1¢ 28,36 +2,33; 2743+4,18a 32,03+2, 29,60+354  27,50+3,91¢ 31,60+ 1,06¢
LDL (mg/dL) 25,10+1,9¢ 25,23 +0,99: 27,80+ 2,15a 27,76 1,0 26,86 £2,62¢ 24,66 +284: 23,79+ 4,74
Triglicerideos (mg/dL 135,00 £ 10, 136,06 + 9,12 137,33 +7,88¢ 133,40 +8 132,66 +11,2¢ 133,57+598 134,00 + 9,54
TGO (U/mL) 48,00 £5,0¢ 46,66 + 3,72 4730+2,38a 51,33+2,. 4913+4,05%  50,40+3,79 51,18 +2,54:
TGP (U/mL) 69,33£6,7: 62,66 * 3,30: 64,01 +527a 67,00+7,! 60,00+582  64,60+4,32 61,33+ 3,65¢
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
com post-hoc Dunn (p<0,05). GC: controle, GI: induzido a hiperlipidemia, GIS: induzido & hiperlipidemia e
tratado com sinvastatina, GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente a inducéo,
GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina apds inducdo, GIMSs: induzido a hiperlipidemia e
tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a inducdo, GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratad com
melatonina e sinvastatina ap6s a inducao
Tabela 2: Valores dos niveis bioquimicos da funcdo hepéatica nos animais dos grupos
experimentais ap0s tratamento.
Grupos GC Gl GIS GIMs GIM GIMSs GIMS
Colesterol Total(mg/d 96,00 £5,11 124,66 +2,61 88,61+445b  90,30+3,77t 80,00+4,71 66,33+2,62 68,40 + 3,90¢
HDL (mg/dL) 4334+391 30,26+3,77 49,79+540b  46,08+2,78 54,61+411 63,95+2,82 64,97 +1,99%
VLDL (mg/dL) 27,66 £2,2z 49,06 +3,6€ 2153+4,05b 28,65+1,96f 20,13+512 14,60+2,61c 14,26 £ 2,3%
LDL (mg/dL) 27,32 +3,1 5467+19: 26,68+152b  30,056+4,83t 21,26+4,6t¢ 10,79+2,04c 11,43+1,33(
Triglicerideos (mg/dL 121,70+ 10, 172,00+ 124 127,14+8,17 126,50+9,26 103,00+5,8 82,06 +6,18 83,33 + 4,59
TGO (U/mL) 45,33+ 3,19 117,70+4,4  40,67+2,38t 44,67 +576f 4239+20: 40,33+3,14t 38,00 + 4,49t
TGP (U/mL) 66,18 £ 4,02 176,00+6,5  63,34+165f 61,09+235f 59,00+£381 6097+357t 61,23+244t

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis

com post-hoc Dunn (p<0,05). GC: controle, GI: induzido a hiperlipidemia, GIS: induzido a hiperlipidemia e

tratado com sinvastatina, GIMs: induzido & hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente a indugéo,

GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina ap6s inducdo, GIMSs: induzido a hiperlipidemia e

tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente & indug¢do, GIMS: induzido & hiperlipidemia e tratado com

melatonina e sinvastatina apés a inducéo.
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Figura 1. Grafico dos valores de proteina C reativa (mg/mL) de proteina dos animais nos
diferentes grupos experimentais (GI-GVII). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). GC:
control; Gl: induzido & hiperlipidemia; GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado com
sinvastatina; GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente a
inducdo; GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina apo6s inducdo; GIMSs:
induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a inducao;

GIMS: induzido & hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina apos a indugao.

75



TBARS (n mol/mg de proteina)

Figura 2. Avaliacdo da peroxidacéo lipidica (TBARS) (nmol/mg de proteina) no figado dos

animais nos diferentes grupos experimentais GI-GVII) *Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn
(p<0,05). GC: control; Gl: induzido a hiperlipidemia; GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado
com sinvastatina; GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente
a inducdo; GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina ap6s inducao; GIMSs:
induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a inducao;

GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina ap6s a inducéo.
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Figura 3. Avaliacdo dos niveis de GSH (nmol/mg de proteina) no figado dos animais nos
diferentes grupos experimentais GI-GVII) *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). GC:
control; GI: induzido a hiperlipidemia; GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado com
sinvastatina; GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente a
inducdo; GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina apds inducdo; GIMSs:
induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a induc&o;

GIMS: induzido & hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina ap6s a indugao.
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Figura 4. Avaliacdo da enzima antioxidante catalase (umol/mg de tecido) no figado dos
animais nos diferentes grupos experimentais GI-GVII) *Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn
(p<0,05). GC: controle, GI: induzido a hiperlipidemia, GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado
com sinvastatina, GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente
a inducdo, GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina apés inducdo, GIMSs:
induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a inducéo,

GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina ap6s a inducéo.

78



30' a

Superoéxido Dismutase (RLU/mg de proteina)
=

%‘} o >

S
§ &

Figura 5. Avaliacdo da enzima antioxidante superoxido dismutase (RLU//mg de proteina) no
figado dos animais nos diferentes grupos experimentais GI-GVII) *Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc
Dunn (p<0,05). GC: controle, GI: induzido a hiperlipidemia, GIS: induzido a hiperlipidemia e
tratado com sinvastatina, GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina
simultaneamente a indu¢do, GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina ap6s
inducdo, GIMSs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina
simultaneamente a inducdo, GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e

sinvastatina apds a inducéo.
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Figura 6: Fotomicrografia de figado evidenciando glicogénio hepético corado pelo Acido
Periodico de Schiff. A: Grupo controle, B: Grupo induzido a aterosclerose, C: Grupo induzido
a aterosclerose e tratado com sinvastatina, D: Grupo induzido a aterosclerose e tratada com
melatonina simultaneamente a inducdo, E: Grupo induzido a aterosclerose e tratada com
melatonina apo6s inducdo, F Grupo induzido a aterosclerose e tratada com melatonina e
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sinvastatina simultaneamente a inducdo, G: Grupo induzido a aterosclerose e tratada com
melatonina e sinvastatina ap6s a indugdo, H: Quantificacdo de glicogénio hepatico. Coloracéo
Acido Periddico de Schiff. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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Capitulo 111

Melatonina associada a sinvastatina protege a histofisiologia renal de ratos submetidos a
hiperlipidemia
Laise de Souza Elias, Carolline Guimardes D’ Assuncdo®, Cintia Giselle Martins Ferreira’,

Leucio Duarte Vieira Filho?, Valéria Wanderley Teixeira®, Alvaro Aguiar Coelho Teixeira

! Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, Recife, Brasil

Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Bioquimica e Fisiologia, Recife,
Brasil

*Autor para correspondéncia: UFRPE-DMFA. Av. Dom Manoel de Medeiros s/n Dois Irmaos-
Recife-PE-Brazil. CEP 52171-900. Tel. +55 81 33206389
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Resumo

Foi avaliada a associacdo da melatonina e sinvastatina na protecdo do tecido renal em ratos
submetidos a hiperlipidemia, através dos parametros bioquimicos: avaliacdo da proteindria,
estresse oxidativo, marcadores inflamatérios e degradacdo da matriz. Utilizou-se 35 ratos
machos com 150 dias de idade, que foram divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem
inducdo a hiperlipidemia; GI: ratos induzidos a hiperlipidemia pelo Triton WR 13339 e tratado
com placebo; GIS: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados com sinvastatina; GIMSs: ratos
induzidos a hiperlipidemia e tratados com melatonina simultaneamente; GIMSs: ratos
induzidos a hiperlipidemia e tratados com melatonina e sinvastatina simultaneamente; GIM:
ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados apds com melatonina; GIMS: ratos induzidos a
hiperlipidemia e tratados apds com melatonina e sinvastatina. A hiperlipidemia foi induzida
pela administracdo intraperitoneal de Triton WR 1339 (400 mg/kg), a sinvastatina (40mg/kg)
foi administrada via subcutanea e a melatonina (10mg/kg) administrada na agua de beber dos
animais. Foi realizada a analise bioquimica dos seguintes parametros: creatinina e ureia, 0
estresse oxidativo hepético, através da peroxidacdo lipidica (TBARS) e niveis de glutationa
reduzida, imonohistoquimica para IL-6 e TNF-a, além da histoquimica renal e expressdo das
MMP-2 e MMP-9. Os resultados mostraram que a melatonina e sinvastatina isoladas ou
associadas foram eficientes na diminuicéo da proteindria, com resultados mais significativos na

diminuigdo da ureia no grupo GIMSs. A analise do estresse oxidativo, demonstrou uma
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reducdo do nivel de TBARS e aumento do nivel do GSH nos grupos melatonina e/ou
sinvastatina quando comparado ao GI. Com relagdo aimunomarcagdo para IL-6 E TNF-oa,
nossos resultados demonstram que o tratamento com MEL isolada ou administrada
simultaneamente com a sinvastatina apresentou efeitos mais expressivos na reducdo desses
marcadores inflamatorios. Por fim, a melatonina administrada de forma isolada ou combinada
com a sinvastatina provocou um aumento na expressdo das MMP-2 e MMP-9,
consequentemente uma redugdo nos niveis de colageno. Diante dos nossos resultados, afirma-
se que a combinacdo de melatonina e sinvastatina foi eficiente na protecdo contra a injuria renal
provocada pela hiperlipidemia, podendo atuar, como uma nova terapia no tratamento clinico
das DCV’s.

Palavras-chave: hiperlipidemia, melatonina, sinvastatina, tyloxapol

1. Introducéo

A hiperlipidemia, anormalidade lipidica caracterizada por um aumento das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL-c), triglicerideos ou diminui¢do das lipoproteinas de alta densidade
(HDL-c) no soro, isoladamente ou associadas (SOUZA et al, 2013), € um importante fator de
risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, as quais Sdo responsaveis por cerca
de 30% das mortes em todo 0 mundo (CAl et al., 2011).

Os niveis de lipidios aumentados na circulagdo sanguinea podem desencadear um aumento
do estresse oxidativo em varios 6rgaos, como figado, coracdo e rins, devido a elevacdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (DUARTE et al., 2009). Sabe-se que, as
células glomerulares, tubulares e os macréfagos sdo potenciais geradores destas EROs no
tecido renal (GALLE, 2001; SCOTT, 2008). Dessa forma, a hiperlipidemia esta associada ao
aumento de radicais livres em modelos humanos e animais (EL-NEWARY et al., 2016) e as
EROs desempenham um importante papel no processo de inflamag&o crénica (DUARTE et al.,
2009), consequentemente, provocando lesdes em 6rgdos sélidos, como figado e os rins.

Segundo Meilhacet al (2001), os lipideos oxidados também exibem efeitos pro-
aterogénicos, devido que a LDLox é citotdxica para as células endoteliais, promovendo a
expressao de citocinas e a proliferacdo celular, desencadeando assim, uma cascata de respostas
inflamatérias (SMITH, 2001). Como resultado, um grande numero de citocinas pro-

inflamatorias (como a IL-6, TNF-a e TGF- B), fatores ¢ moléculas de adesdo sdo secretados,
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enquanto citocinas anti-inflamatdrias sdo suprimidas (KASSIN et al., 2010).Na ultima década,
além da avaliacdodo perfil lipidico e moléculas inflamatdrias, as metaloproteinases (MMP) tém
sido estudados na patogénese da hiperlipidemia e eventos cardiovasculares devido a seu
importante papel na diferenciacdo, proliferacdo e migracdo celular, bem como no
remodelamento vascular (SILVA & MORESCO, 2011). As MMP sdo endoproteases zinco-
dependentes, com atividade colagenase e/ou gelatinase, que exercem importante papel na
clivagem de componentes de matriz extracelular (BENJAMIN & KHALIL, 2012). Dentre as
inUmeras MMP, as MMP-2 e MMP-9 sdo as principais gelatinases envolvidas na formagéo e
desestabilizacéo das placas lipidicas (KETELHUTH & BAC, 2011).

As estatinas sdo os farmacos mais potentes e eficazes na reducdo dos niveis plasmaticos,
pois atuam como inibidores competitivos da hidroxi-metilglutaril-Coenzima A redutase
(HMGR). A inibicdo dessa enzima reduz o contetdo intracelular de colesterol e, como
consequéncia, ha aumento do nimero de receptores de LDL-C nos hepatdcitos e internalizacéo
do colesterol circulante (CAMPO; CARVALHO, 2007). Dentro do grupo das estatinas, a
sinvastatina € uma estatina que se destaca. Esta é amplamente utilizada na clinica cardioldgica,
pois apresenta baixo custo e é fornecida com prescricdo médica pelas Unidades Basicas de
Saude pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (GRAESER et al., 2008). A sinvastatina, através do
seu metabdlito ativo, o beta-hidroxiacido, ao inibir competitivamente a HMG-CoA redutase,
enzima que catalisa a conversdo da HMG-CoA em mevalonato, reduz o LDL, o VLDL, o
colesterol plasmatico total, e os triglicerideos plasmaticos (SCHULZ et al., 2006), além de
aumentar moderadamente o HDL (SILVA et al., 2008).

Levando-se em consideracdo que o aumento dos niveis séricos de lipidios, principalmente
0 LDL, que por processos oxidativos iniciados por radicais livres, se converte em moléculas
potencialmente aterogénicas (MEERTENS et al., 2008), a modificacdo oxidativa da LDL ¢é
considerada um evento chave no desenvolvimento e progressao da placa lipidica, que podem
promover efeitos em diferentes 6rgaos (BOTELHO et al., 2012; SILVA; VEIGA; RAMALHO,
2007), pois estudos indicam que a hiperlipidemia podem potencialmente prejudicar a fungéo
renal ao promover a proliferagdo de células mesangiais e citocinas pré-inflamatérias (WAHBA,
MAK, 2007). Diante disso, tem-se buscado estratégias terapéuticas que visem além do efeito
hipolipemiante, o efeito antioxidante das substéncias, cujo objetivo € diminuir a produgdo das
EROS.

A melatonina (MEL), uma indolamina produzida durante a fase de escuro pela glandula
pineal, é considerada um dos mais poderosos agentes antioxidantes naturais (TAN et al.,

2002). Diversas células e 6rgdos apresentam receptores para a melatonina, como os MT1,
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encontrados nos rins, figado, retina, ovarios, e também em células do sistema imune, como
celulas B, T CD4+, e T CD8+, além do timo e baco (CARILLO-VICO et al., 2005). Dentre os
produtos disponiveis com evidencias de a¢do antioxidante, a melatonina apresenta propriedades
promissoras na protecdo renal durante o periodo de isquemia, onde sua administracdo foi capaz
de reverter lesdes oriundas do estresse oxidativo e fibrose, no parénquima e estroma deste
6rgdo (SUTKEN et al., 2007), além disso, a MEL apresenta a capacidade de reduzir a
inflamacdo e proteger o citoesqueleto celular contra a apoptose (KURCER et al., 2007; ERSOZ
etal., 2009; LI et al., 2009; VINAGRE, 2011).

Assim, a presente pesquisa avaliou se a associacdo da melatonina a sinvastatina em ratos
submetidos a hiperlipidemia pode prevenir danos na histofisiologia renal, atenuando ou

prevenindo alteragdes bioquimicas, marcadores inflamatorios e estresse oxidativo.
2. Material e Métodos

Foram utilizados 35 ratos albinos (Rattusnorvegicusalbinus) com 150 dias de idade,
procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Para isto, este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica. Esses animais foram mantidos em gaiolas, com alimentacdo e agua ad libitum,
temperatura de +22°C e iluminacéo artificial que estabeleceu um fotoperiodo de 12 horas claro
e 12 horas escuro. Os animais foram pesados, submetidos a avaliagdo bioquimica para
verificacdo dos parametros bioquimicos (Tabela 1), em seguida, divididos aleatoriamente em
sete grupos experimentais: GC: ratas sem inducdo a hiperlipidemia; Gl: ratos induzidos a
hiperlipidemia pelo Triton WR 1339 e tratado com placebo; GIS: ratos induzidos a
hiperlipidemia e tratados com sinvastatina; GIMs: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratadas
com melatonina simultaneamente; GIMSs: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratadas com
melatonina e sinvastatina simultaneamente; GIM: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados
apos com melatonina; GISM: ratos induzidos a hiperlipidemia e tratados ap6s com melatonina

e sinvastatina.

2.1. Ilndugéo da hiperlipidemia

Para induzir a hiperlipidemia foi administrado durante vinte dias, por via intraperitoneal,

Triton WR 1339, também conhecido como tyloxapol (Sigma Aldrich), um detergente néo
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anidnico de estrutura polimérica, na dose de 400mg/Kg de peso corporal, dissolvido em NaCl a
0,9% de acordo com o protocolo descrito por Jingjing e Xiangrong (2007). Esta substéncia tem
sido utilizada em trabalhos experimentais por ser capaz de causar hiperlipidemia em animais
(SHARMA, 1979). Para verificacdo da hiperlipidemia, apds o terceiro dia de inducdo foi
realizado analises bioquimicas, para tal, utilizou-se kits da Labtest®, seguindo os catalogos
especificados: colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos. Os animais ndo induzidos a
hiperlipidemia (GC) receberam da mesma forma, doses equivalentes de solucdo salina.

2.2. Administracdo da sinvastatina

Os animais dos grupos GllIl, GVI e GVII foram tratados com 40 mg/Kg de sinvastatina por
via subcutanea, segundo metodologia de Padulla et al., (2009). Essa dose tem sido utilizada em
diferentes estudos experimentais (LIBEROPOULOSet al., 2013; FOUCHER et al., 2015;
HERNANDEZ-MIJARES et al., 2016).

2.3. Administracdo da melatonina

A melatonina (SIGMA ChemicalCoSt Louis, Mo) foi administrada via oral (VO), para
isso, 10 mg/Kg de melatonina foi dissolvida em 200 microlitros de alcool (OZGUNER et al.,
2006). Essa dose tem sido utilizada em diferentes estudos experimentais (BUTUN et al., 2013;
TANG et al., 2016). Em seguida, no horario das sete horas da manha, esta solucdo foi diluida
na agua de beber dos animais, vale salientar que as garrafas foram revestidas por papel
aluminio para proteger o contetdo da luminosidade, segundo metodologia de Agilet al., 2013.

2.4. Andlise bioguimica

As amostras de sangue foram coletadas nos periodos antes da inducéo da hiperlipidemia
para confirmagdo da inducdo e apds o tratamento. Para analise antes do periodo da inducéo e
confirmagdo da inducdo, os ratos foram mobilizados por contensor mecénico e o0 sangue
coletado por puncdo caudal lateral com o uso de cateter (24G) (PEREIRA, 2001) Ja para a
analise apos inducéo e seu respectivo tratamento, o sangue foi coletado por puncgéo cardiaca. O
material foi rapidamente centrifugado, o sobrenadante acondicionado em Eppendorf e mantido

em freezer a —20°C até o momento das dosagens. Para tal, utilizou-se kits da Labtest®,
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seguindo os catalogos especificados: ureia e creatinina. As amostras foram analisadas em

triplicata em um analisador bioquimico (BioPlus 200f).

2.5. Marcadores do estresse oxidativo renal (peroxidacao lipidica e glutationa reduzida)

A peroxidagdo lipidica foi estimada através da medida dos niveis de substancias reativas de
acido tiobarbitarico (TBARS) (OHKAWA et al., 1979), enquanto a glutationa reduzida foi
determinada através da mensuracdo de grupamentos sulfifrilas ndo proteicos (SEDLAK &
LINDSAY, 1968). Para isso, fragmentos do figado foram macerados em KCI, 1, 15% numa
proporcdo de 10 ml/1g até completa homogeneizacdo do material coletado. O homogenato foi
transferido para um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 2mL de regente (0,375% &cido
tiobarbitarico e 75% é&cido tricloroacético) para cada mL da mistura. Os tubos em duplicata
foram lacrados e aquecidos em banho maria (100 °C) durante 15 minutos. O sobrenadante foi
separado e a absorvancia medida a 535 nm (BUEGE & AUST, 1978).

2.6. Imunohistoquimica do rim (IL6 e TNF-a)

Para analise imunohistoquimica, as laminas foram desparafinizadas e reidratadas em xilol e
alcodis. A recuperacdo antigénica foi realizada atraves de uma solucdo de tampdo citrato (pH
8.0) em alta temperatura no microondas por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi antigeno-
anticorpo inespecifica foi bloqueada através da incubacdo das laminas em PBS e inibida
atravésde uma solucdo de peréxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reacdo antigeno-
anticorpo inespecifica foi bloqueada através da incubacdo das laminas em PBS e albumina
sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora. Todos os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora.
Subsequentemente, as laminas foram tratadas com o anticorpo secundario por trinta minutos. A
reacdo antigeno-anticorpo foi observada através de um precipitado marrom apds aplicacdo de
3,3 diaminobenzidina por quatro minutos e contracorados com hematoxilina. As imagens foram
capturadas por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as
quais foram submetidas ao aplicativo Gimp2.0 para a quantificagdo por meio de Histograma
RGB (Red-Green-Blue), o qual se baseia na intensidade de luminescéncia onde os tons dos
pixels da imagem variam de 0 a 255, sendo que o tom O representa o escuro absoluto (menor
luminescéncia), enquanto que o tom 255, representa o0 branco absoluto (maior
luminescéncia) (OBERHOLZER et al., 1996; LEE et al., 2001).

87



2.7 Histoquimica do rim

Para avaliar p teor de fibras colagenas, fragmentos renais foram dissecados e fixados em
solugdo contendo formalina a 10% tamponada por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a desidratacdo em solugfes de concentracdo crescente de etanol, dois banhos de
tolueno e incluidos em parafina. Foram entdo realizados cortes histologicos com o auxilio de
um microtomo (LEICA RM 2125RT) para confeccdo das laminas histologicas. As laminas
foram pré-tratadas com xileno para remocao de parafina e de solugdo Sirius Red em &cido
picrico saturado durante 2 horas. Ap0Os esse processo, as laminas foram desidratadas em
concentracOes crescentes de etanol, clareadas em xileno, e montadas em balsamo do Canada
sintético. As avaliacdes foram realizadas com 0
auxiliodeumMicroscopiolLeicaDM500acopladocomcameraleical CC50HDe software LAS EZ
43. Cinco imagens, com a mesma ampliacdo, foram analisadas paraa
quantificacdodocolagenopormeiodosoftwareGimp2.6(GNUImageManipulation Programa, as
plataformas UNIX).

2.8 Expresséo e atividade da MMP-2 e MMP-9

Os marcadores foram detectadas nas membranas e imunoprecipitados, respectivamente,
utilizando anticorpos especificos. As proteinas da amostra foram separadas utilizando SDS-
PAGE (10%) e transferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF). A ligagéo
ndo especifica foi impedida por incubacdo das membranas com 5% de leite sem gordura diluido
em TBS (pH 7,6) durante 1 h. As membranas foram sondadas com 0s anticorpos primarios
correspondentes (diluicdo 1:500) durante 1 h a temperatura ambiente durante agitacdo suave,
lavadas trés vezes com TBS contendo Tween 20 a 0,1%, expostas ao anticorpo secundario,
lavadas e visualizadas utilizando ECL ™. Apds a revelacao, a membrana foi digitalizada e as
bandas analisadas pelo programa ImageJ para determinar a densitometria dptica de cada

microponto de tonalidade escura na foto.

2.9 Andlise Estatistica

A anélise estatistica das analises bioquimicas, marcadores do estresse hepatico, marcadores

inflamatorios, quantificagdo do coldgeno e metaloproteinase foram realizadas por meio do
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método ndo-paramétricoo de Kruskal-Wallis, onde as médias foram comparadas pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney, a 95% de significancia.

3. Resultados e discussao

De acordo com Lopez-Giacoman& Madero (2015), a creatinina e ureia sdo utilizados
como biomarcadores da funcdo renal, de modo que, a elevagdo de seus niveis na corrente
sanguinea € indicativo de lesdo renal aguda(WAIKAR & BONVENTRE, 2009). No presente
estudo, foi observado um dos niveis de creatinina no grupo GI, porém, uma reducado nos grupos
tratados com melatonina e/ou sinvastatina, sendo estes similares ao grupo GC. Em relacéo aos
niveis de ureia notou-se uma elevacdo dos niveis no grupo GlI, porém, nos grupos tratados com
melatonina e sinvastatina foi observado niveis equivalentes ao grupo controle, além disso,
quando ocorreu a associacdo melatonina/sinvastatina, esses niveis ainda foram menores que o
GC. Nossos resultados estdo de acordo com os de Kurceret al., 2007, este afirma que ratos
submetidos a lesdo renal e tratados com melatonina apresentou niveis diminuidos (p<0,05)
guando comparado ao controle negativo, da mesma forma, Chang et al. (2016), em modelo
animal de isquemia-reperfusdo, constatou a acdo da melatonina na reducdo dos niveis de
creatinina e ureia. Semelhante a estes resultados da melatonina, foi demonstrado que ratos
submetidos aglomerulonefrites e tratados com sinvastina apresentaram uma diminui¢do da
proteinlria(CHRISTENSEN et al., 2006), este dado também foi descrito por Al-Otaibi et al.
(2012), que demonstrou que o tratamento com sinvastatina atenuou 0 aumento da creatinina,
ureia e alteracdes patoldgicas em ratos com nefropatia, sugerindo seu efeito nefroprotetor. Com
base em nossos resultados, podemos presumir que a associacdo melatonina/sinvastatina pode
ser uma terapia eficiente em lesdes renais (Figura 1 e 2).

A anélise tecidual dos niveis de TBARS no tecido renal apds inducdo a hiperlipidemia
revelaram valores elevados quando comparados ao grupo controle. J& entre os grupos tratados
com melatonina e/ou sinvastatina, concomitantemente ou apo6s a inducdo, evidenciou valores
semelhantes ao grupo controle (Gl), demonstrando assim, o papel da melatonina em atenuar a
peroxidacdo lipidica. (Figura 3). A anélise tecidual dos niveis de GSH nos grupos tratados com
sinvastatina e /ou melatonina foram superiores aos animais do grupo Gl e similares ao grupo
controle (Figura 4). Tais resultados demonstram a acgdo antioxidanteda melatonina e
sinvastatina, e a potencializacdo desse efeito quando essas substancias estdo associadas.

Concordando com nossos resultados, Onket al. (2016) verificou que a melatonina

(20mg/kg) foi eficiente na diminui¢do dos niveis de TBARS e aumento dos niveis de GSH em
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ratos com nefropatia diabética. Leiobowitzet al. (2016), testando o efeito da melatonina em
modelo experimental de hipertensdo, constatou efeitos positivos contra 0 estresse oxidativo,
através da diminuicdo de anions superdxido, em decorréncia da menor expressdo dos genes
NOX4 e p67(phox) gque estdo relacionados ao estresse oxidativo. Além disso, a MEL também
foi capaz de aumentar a expressdo da via Keapl-Nrf2-ARE, e como consequéncia, desencadear
0 aumento das enzimas antioxidantes (MANCHESTER et al., 2015).

A sinvastatina na dose de 40mg/kf foi eficiente na reducdo da peroxidacao lipidica,
naelevacdo do nivel de GSH, além de reverter danos histologicos em ratos com lesdo renal
aguda induzida por cromo(ZAHRA et al.,, 2017). Adicionalmente, Yao et al. (2015)
observaram que a sinvastatina atenua o nivel de malonaldeido e protege o coragdo contra lesdo
miocéardica causada por isquemia miocardica aguda e Mohammadi et al. (2015) descreve que o
pré-tratamento de ratos com sinvastatina causou efeitos protetores no tecido renal em ratos
submetidos ao chumbo.

Os resultados observados nos grupos GIMSs e GIMS sdo justificados pelo fato de que
ambas as substancias demonstram atividade antioxidante, potencializando assim, a diminuicéo
dos marcadores do estresse oxidativo. Nossos resultados estdo de acordo com os achados
deMehrzadiet al, (2016), que ao testar a associacdo da melatonina com a atorvastatina,
verificou uma maior expressao de GSH, superéxido desmutase e catalase, além da reducdo da
peroxidacdo lipidica renal em ratos com nefropatoxicidade induzida por gentamicida, quando
comparada com a administracdo isolada da melatonina e/ou atorvastatina. Em estudo, para
analisar o efeito da associagdo melatonina/atorvastatina em células endoteliais da veia
umbilical humana cultivadas em lipopolissacarideo humano (LPS), percebeu-se que essa
associacdo induziu uma maior expressao da 6xido nitrico sintetase (eNOS) e reducdo da
peroxidacao lipidica e da IL-6 (DAYOUB et al., 2011).

A imunomarcacado para IL-6 nos rins demonstrou que os ratos do grupo Gl apresentaram
um aumento nos niveis dessa citocina, porém, nos grupos GIS, GIM e GIMSa foi observado
valores semelhantes ao grupo controle, além disso, nos grupos GIMs e GIMSs observou-se
uma reducgdo ainda mais significativa dos niveis de IL-6 (Figura 5). A quantificacdo de TNF-a
neste mesmo Orgdoapresentou padrdo de marcacdo semelhante a IL-6, onde foi promovido um
aumento significativo dessa citocina no grupo GI, quando comparado com 0s demais grupos
experimentais, além disto, observa-se também que a administracdo exdgena da melatonina,
quando aplicada simultaneamente de forma isolada ou combinada com a sinvastatina, reduz de
forma mais significativa o nivel desta citocina (Figura 6).Esses resultadosdemonstram que a

melatonina e sinvastatina apresentam um efeito nefroprotetor, porém quando associadas,
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potencializam a diminui¢cdo dos niveis de IL-6 e TNF- a, minimizando assim, o processo
inflamatorio.

Em relacdo a MEL, vérios estudos descrevem sua agdo anti-inflamatoria. O tratamento
de ratos alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com melatonina reduziu
significativamente o nivel de mMRNA de citocinas pro-inflamatorias incluindo TNF-a, IL-1B e
IL-6 (SUN et al., 2016), restaurou os niveis deprimidos de IL-4 e IL-10 (CANO et al., 2015),
aléem disso, melatonina provocou um upregulated na expressdo de SIRT1 e Bcl-2 e
downregulated na expressdo de Ac-FoxO1, Ac-p53, Ac-NF-kB e Bax, moléculas envolvidas no
processo anti e pré-inflamatorio, respectivamente (ZHAO et al., 2015). Zhaoet al. (2014)
demonstrou que a sinvastatina reduziu significativamente os niveis de TNF-a, ¢ IL-6 em
animais submetidos a isquemia-reperfuséo.

O mecanismo da melatonina na reducdo de citocinas pré-inflamatorias tem sido
sugerido através da inibigdo da expressdo do fator nuclear kB (NF-«kB), cuja ativagcdo pode
contribuir na fisiopatologia de certos distirbios como a diabetes mellitus, hiperlipidemia e
disturbios cardiovasculares (Mesri et al., 2015), concordando com tais achados, sujeitos em
estado de privagdo de sono mostraram um aumento do fator nuclear kappa B (NF-xB) (IRWIN
et al, 2008). Em contrapartida, em estudos realizados por Simkoet al. (2009) para verificar o
efeito da melatonina e da sinvastatina na presséo arterial e remodelamento ventricular esquerdo
em ratos espontaneamente hipertensos, observou-se que apenas a melatonina reduziu a
expressdo de NF-kB. Dessa forma, por atuarem por mecanismos distintos na inibicdo do
processo inflamatdrio, a associacdo da melatonina a sinvastatina mostrou-se eficaz na reducéo
dos marcadores inflamatorios, atuando, portanto, na prevencdo do dano vascular em diferentes
tecidos.

As MMP-2 e MMP-9 parecem exercer importante papel em érgdos, como figado e rins,
uma vez que sdo criticamente envolvidos na degradacdo dos componentes da membrana basal,
como o coladgeno IV e a fibronectina, tendo sua atividade regulada pelos inibidores de
metaloproteinases (TIMPS). Em nosso trabalho, a quantificacdo do colageno renal permitiu
identificar uma maior concentragao no grupo GIl, com uma discreta diminui¢do no grupo GIS.

Os grupos GIMs, GIM, GIMSs e GIMS apresentaram uma menor quantidade de
colageno quando comparada ao grupo Gl, apresentando valores similares ao grupo controle
(Figura 7). A anélise da expressdéo da MMP-2 demonstrou uma diminui¢cdo no grupo Gl,
quando comparado ao grupo GC e grupos tratados com MEL e sinvastatina. No entanto, 0s
grupos melatonina e/ou sinvastatina ndo apresentaram diferencas significativas entre si, de

modo que, os grupos GIMSs e GIMS foram significativamente diferentes apenas do grupo Gl.
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A expressdao da MMP-9 foi maior nos grupos GIMs, GIM, GIMSs e GIMS, sendo
semelhantes ao grupo GC, no entanto, o grupo Gl demonstrou uma menor expressao entre 0s
grupos experimentais. Tais resultados sugerem que o aumento da atividade tanto de MMP-2 e
MMP-9 foi responsavel pela reducdo do colageno no tecido renal. Porém, na literatura, a acao
da melatonina e sinvastatina na inibicdo das MMPs tem sido relatada (MISHRA et al, 2011;
GANGULY et al., 2005), levantando a necessidade de mais estudos para ideiais mais

conclusivas.

4. Concluséo

O presente estudo indica que a terapia combinada de melatonina mais sinvastatina
diminuiu a lesdo renal de ratos induzidos a hiperlidemia, através da reducdo de marcadores da
funcdo renal, estresse oxidativo, marcadores inflamatérios e estabilizacdo da matriz
extracelular. Além disso, foi identificado que a associacdo da melatonina aumentou os efeitos
benéficos da sinvastatina, demonstrando assim, uma possibilidade de terapia no tratamento da

hiperlipdemia.
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6. Figuras e graficos
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Figura 1. Grafico dos valores de creatinina (mg/dL)nos diferentes grupos experimentais
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn(p<0,05). GC: control; GI: induzido a hiperlipidemia; GIS:
induzido & hiperlipidemia e tratado com sinvastatina; GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado
com melatonina simultaneamente a inducdo; GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com
melatonina apo6s inducdo; GIMSs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e
sinvastatina simultaneamente a inducdo; GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com

melatonina e sinvastatina apés a indugédo
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Figura 2. Gréafico dos valores de ureia (mg/dL)dos animais nos diferentes grupos
experimentais. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). GC: controle; GI: induzido a
hiperlipidemia; GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado com sinvastatina; GIMs: induzido a
hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente & inducgdo; GIM: induzido a
hiperlipidemia e tratado com melatonina apo6s inducdo; GIMSs: induzido a hiperlipidemia e
tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a inducdo; GIMS: induzido a

hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina apos a indugéo
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Figura 3: Avaliacdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) (nmol/mg de proteina)no tecido renal
dos animais nos diferentes grupos experimentais*Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn(p<0,05).
GC: controle; GI: induzido a hiperlipidemia; GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado com
sinvastatina; GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente a
inducdo; GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina ap6s inducdo; GIMSs:
induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a inducéo;

GIMS: induzido & hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina ap6s a indugao.
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Figura 4. Avaliacdo dos niveis de GSH (nmol/mg de proteina) no figado dos animais nos
diferentes grupos experimentais GI-GVII) *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). GC:
control; GI: induzido a hiperlipidemia; GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado com
sinvastatina;GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente a
inducdo; GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina apds inducdo; GIMSs:
induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a inducao;

GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina ap6s a inducéo.

101



Quantificacdo IL6 (pixels)

=

Figura 5. Imunohistoquimica para IL-6 do tecido renal dos diferentes grupos experimentais.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). GC: controle; Gl: induzido a hiperlipidemia;
GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado com sinvastatina;GIMs: induzido a hiperlipidemia e
tratado com melatonina simultaneamente a inducdo; GIM: induzido & hiperlipidemia e tratado
com melatonina ap6s inducdo; GIMSs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e

sinvastatina simultaneamente a inducdo; GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com
melatonina e sinvastatina apés a inducéo.
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Figura 6. Imunohistoquimica para TNF-a do tecido renal dos diferentes grupos experimentais..
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). GC: control; Gl: induzido a hiperlipidemia; GIS:
induzido & hiperlipidemia e tratado com sinvastatina;GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado
com melatonina simultaneamente a indugdo; GIM: induzido & hiperlipidemia e tratado com

melatonina ap6s inducdo; GIMSs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e
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sinvastatina simultaneamente a inducdo; GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com

melatonina e sinvastatina ap6s a inducéo.
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Figura 7. Quantificacdo das fibras colagenas do tecido renal dos diferentes grupos
experimentais.. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). GC: control; GI: induzido a
hiperlipidemia; GIS: induzido a hiperlipidemia e tratado com sinvastatina;GIMs: induzido a
hiperlipidemia e tratado com melatonina simultaneamente a inducdo; GIM: induzido a
hiperlipidemia e tratado com melatonina apo6s inducdo; GIMSs: induzido a hiperlipidemia e
tratado com melatonina e sinvastatina simultaneamente a inducdo; GIMS: induzido a

hiperlipidemia e tratado com melatonina e sinvastatina apos a indugéo.
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Figura 8. Expressdo da MMP-2 do tecido renal dos diferentes grupos experimentais.. *Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
com post-hoc Dunn (p<0,05). GC: controle; GlI: induzido a hiperlipidemia; GIS: induzido a
hiperlipidemia e tratado com sinvastatina;GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com
melatonina simultaneamente a inducdo; GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com
melatonina apo6s inducdo; GIMSs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e
sinvastatina simultaneamente a inducdo; GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com

melatonina e sinvastatina apés a inducéo.
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Figura 9: Expressdo da MMP-9 do tecido renal dos diferentes grupos experimentais.. *Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
com post-hoc Dunn (p<0,05). GC: controle; GlI: induzido a hiperlipidemia; GIS: induzido a
hiperlipidemia e tratado com sinvastatina;GIMs: induzido a hiperlipidemia e tratado com
melatonina simultaneamente a inducdo; GIM: induzido a hiperlipidemia e tratado com
melatonina ap6s inducdo; GIMSs: induzido a hiperlipidemia e tratado com melatonina e
sinvastatina simultaneamente a inducdo; GIMS: induzido a hiperlipidemia e tratado com

melatonina e sinvastatina ap6s a inducéo.
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