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Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do tratamento crénico com a
sinvastatina, a ezetimiba e a associacdo ezetimiba/sinvastatina sobre a
gliconeogénese hepética e outros parametros relacionados ao
funcionamento do figado. Para tanto, foram utilizados ratos machos Wistar,
tratados por 28 dias por gavagem oral com: sinvastatina (40 mg/Kg),
ezetimiba (10 mg/Kg) e associagao ezetimiba/sinvastatina (10/40 mg/Kg). Os
animais foram eutanasiados, o sangue coletado para dosagem da atividade
das enzimas marcadores de lesdo hepatica, AST e ALT. O modelo de
perfusdo de figado isolado de rato foi utilizado para se avaliar o metabolismo
hepatico, sendo que o L-lactato foi utilizado como substrato gliconeogénico.
Adicionalmente, foi realizada a analise histologica dos figados de animais
tratados e animais controle. Os resultados obtidos mostraram que todos os
farmacos (em monoterapia ou associagdo) provocaram alteracoes
histol6gicas no figado. Todavia, o tratamento com sinvastatina e com a
associacao ezetimiba/sinvastatina parecem ter provocado maiores danos ao
figado, especialmente em relacdo ao metabolismo. O primeiro aumentou a
atividade da enzima ALT no plasma e provocou uma tendéncia a reducao da
gliconeogénese. Ja o segundo foi mais nocivo, pois provocou aumento
expressivo da atividade das enzimas AST e ALT e ainda diminuicdo da
producédo de glicose a partir de L-lactato, além do aumento do consumo de
oxigénio e da producdo de piruvato. Portanto, o tratamento com a
associacado ezetimiba/sinvastatina foi mais nocivo ao figado, ao menos em
relacdo ao funcionamento deste 6rgéo.

Introducao

As estatinas sdo usadas no controle do colesterol por inibirem, de
forma competitiva, a enzima HMG-CoA redutase. Sua utilizacdo pode
ocorrer em monoterapia ou em associacdo com ezetimiba, medicamento que
atua no intestino bloqueando a absorcéo de colesterol (ALTMANN et al.,
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2004). Embora sejam relativamente seguros, as estatinas podem causar
efeitos adversos raros, mas clinicamente relevantes, que incluem a
toxicidade para o figado e para os musculos. Sabe-se que a disfuncdo
mitocondrial parece estar envolvida no tratamento com estatinas
(MIKASHINOVICH et al., 2016). O objetivo deste trabalho foi investigar se o
tratamento crbnico com sinvastatina, ezetimiba, ou associacdo
ezetimiba/sinvastatina é capaz de alterar a gliconeogénese hepatica e outros
parametros relacionados, utilizando o modelo de perfusdo em figado isolado
de ratos. Além disso, foram também realizados experimentos para avaliar a
histologia dos figados dos animais tratados com estes farmacos.

Materiais e métodos

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, adquiridos do

Biotério Central da UEM. Todos o0s experimentos foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual de Maringa (parecer CEUA n° 1634270916). Os animais foram
tratados por 28 dias com: sinvastatina 40 mg/Kg (SV), ezetimiba 10 mg/Kg
(EZ) ou associacdo ezetimiba/sinvastatina 10/40 mg/Kg (EZ /SV) por
gavagem oral. Para os procedimentos de coleta de sangue e remoc¢ao do
figado, os ratos foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de
tiopental/lidocaina (50/10 mg/kg). O plasma foi utilizado para quantificacédo
da atividade das enzimas aspartato e alanina aminotransferase (AST e ALT).
A perfusdo de figado isolado seguiu a metodologia de Schdlz e Bucher
(1965). O substrato utilizado foi o L-lactato (2mM). Amostras do perfusado
efluente foram coletadas a cada 2 ou 4 minutos para quantificacdo de
glicose e piruvato e o consumo de oxigénio foi monitorado por um eletrodo
de platina.
Para andlise histolégica amostras do lobo hepatico direito foram fixadas em
Bouin, desidratadas em concentracdes crescentes de alcool, diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina. Os cortes foram semiseriados de 6 um de
espessura. As secg¢des do orgao foram coradas com Hematoxilina/Eosina
(H.E.), Tricbmico de Heidenhain’'s AZAN (AZAN - Tricbmico de Azan-
Mallory) e Acido Periodico de Schiff (P.A.S.) (BEHMER et al., 1976). Ap0s,
foram capturadas imagens em microscépio Optico Olympus BX41®,
utilizando objetiva de 20x e uma camera Olympus Q-Color® acoplada a um
computador com programa computacional Q-Capture®. A andlise das
coloragdes foi morfométrica e quantitativa que teve como auxilio o programa
Image Pro-Plus® 4.5 (Media Cibernetics). Os resultados foram apresentados
como média * erro padrdo de média ou desvio padréo.

Resultados e Discussao

Todos os tratamentos utilizados provocaram alteracdes histoldgicas
no figado, em diversos parametros. A morfometria foi maior no grupo SV
(189,6716 * 24,1972) e no grupo associacdo EZ/SV (186,7844 + 21,7310),
em relacdo ao grupo controle (175,7791 + 26,6086). Nao foi observada
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diferenca entre os grupos quanto ao conteudo de glicogénio (coloracdo
P.A.S). Todavia, esta coloracdo permitiu identificar também o teor de
lipofuscina, um pigmento acumulado quando as células sofrem estresse
oxidativo. Este pigmento estava aumentado em todos os grupos em relagao
ao controle, mas o maior teor foi encontrado no grupo SV (SV=3,38429
0,4741 > EZ=2,7413 % 0,5667 > EZ/SV=2,1031 + 0,2458 > CT=1,2782
0,2856). O teor de colageno total estava aumentado em todos 0s grupos, o
gue pode ser indicativo de um processo fibrinogénico. Adicionalmente, a
analise histopatologica revelou lesdes caracteristicas de processo
autofagico, além de edema, congestdo, bem como eritrécitos entre 0s
sinusoides (Figura 1). Estas alteracdes histopatoldgicas foram observadas
em todos os grupos de animais tratados.

+
+

Figura 1 — Fotomicrografias de hepatdcitos de ratos tratados com Sinvastatina 40 mg/Kg
(SV; A), Ezetimiba 10 mg/Kg (EZ; B) e com a associacdo Ezetimiba/Sinvastatina 10/40
mg/Kg (EZ/SV; C e D). Notar em A binucleacéo (seta preta) e congestao de vaso sanguineo
(cabeca de seta). Notar em B edema (cabeca de seta). Notar em C sinusoides dilatados
com presenca de eritrécitos (setas pretas). Notar em D dilatagcdo dos sinusoides porém sem
a presenca de eritrocitos (setas pretas). A e B corados com P.A.S. (40X); C e D corados
com AZAN (20X) (n=5)

Em relacdo a atividade das enzimas marcadoras de lesdo hepatica no
plasma, ndo foram observadas alteragGes na atividade da AST de animais
tratados com SV ou EZ, em relacdo aos animais controle. Nos animais
tratados com a associacao, todavia, a atividade desta enzima foi 192% maior
do que o controle (p<0,05). J& a atividade da ALT foi maior nos animais
tratados tanto com SV (+86%) quanto com a associagao EZ/SV (+148%).

Os experimentos de perfusédo de figado isolado permitiram a caracterizacao
de diversas alteragbes no funcionamento do érgdo, especialmente no grupo
tratado com EZ/SV. O tratamento dos animais com a associacdo reduziu a
producdo hepatica de glicose em 55% ao final do periodo de perfusédo
(p<0,05), quando comparado ao controle. Houve uma tendéncia a reducéo
da producdo hepatica de glicose nos animais tratados com sinvastatina,
embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente significativa. Além
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disso, os animais tratados com a associacdo apresentaram producdo de
piruvato significativamente maior (+ 92%) do que os demais grupos. De
maneira semelhante, o consumo de oxigénio dos animais tratados com esta
associacao foi superior (+24%) ao dos animais controle. Vale ressaltar ainda
que a gliconeogénese nos animais tratados com EZ/SV aumentou menos do
gue poderia se esperar pelo aumento do consumo de oxigénio, como pode
ser evidenciado pelos valores da razéo entre o aumento liquido da producao
de glicose pelo aumento do consumo de oxigénio a partir da infuséo de L-
lactato (Aglicose/Aoxigénio). Para os animais controles esta razao foi igual a
5,2, enquanto que, para os animais tratados, a razao foi igual a 2,3.

Conclusbes

Nossos resultados demonstram que todos o0s farmacos
hipolipemiantes utilizados cronicamente neste trabalho (SV, EZ e EZ/SV)
provocam alteracdes histolégicas no figado, incluindo alteragfes indicativas
de lesdo ao oOrgao. Todavia, estas alteracbes histoldégicas ndo mostraram
uma correlagéo direta com o funcionamento do 6rgdo. Em relacdo a este
aspecto, o tratamento com a associacdo EZ/SV se mostrou mais nocivo,
comprometendo marcantemente a producdo hepética de glicose. Além
disso, esta associacdo aumentou o consumo de oxigénio do figado e a
producdo de piruvato a partir de L-lactato. Estes resultados, em conjunto,
fornecem indicios de que os figados de animais tratados com a associacao
EZ/SV possuem uma ineficiéncia na transdugao de energia mitocondrial.
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