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Resumo:

As estatinas e a ezetimiba sdo farmacos usados no tratamento da
hipercolesterolemia. 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. O objetivo do presente trabalho foi
investigar os efeitos do tratamento crénico (28 dias, via oral) com a
sinvastatinasomgkg (SV), com a ezetimibaiomgxg (EZ) € com a combinagéo
ezetimiba/sinvastatinaiouomgkg (EZ/SV) sobre o estado oxidativo do figado. Os
resultados obtidos demonstraram que todos os tratamentos foram capazes de
modificar diversos parametros relacionados ao estado oxidativo do figado.
Especificamente, o tratamento com SV, EZ e EZ/SV provocaram um aumento no
conteudo de espécies reativas de oxigénio (ROS) totais no figado de 151%, 96% e
85%, respectivamente. Todos os tratamentos também aumentaram a geracdo de
ROS diretamente pelas mitocondrias, na presencga de rotenona. Tanto a SV quanto
a combinacdo EZ/SV aumentaram a peroxidacdo lipidica em 29% e 59%,
respectivamente. Houve aumento da quantidade de glutationa oxidada (GSSG)
apenas nos figados de animais tratados com a associacao EZ/SV (+114%). Todavia,
a razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) estava
significativamente diminuida nos figados de animais tratados tanto com EZ (-31%)
guanto com EZ/SV (-42%). Nenhum dos tratamentos alterou a atividade das
enzimas antioxidantes catalase ou superoxido dismutase. Nossos resultados
demonstram que o tratamento cronico com estes agentes hipolipemiantes nao é
silenciosamente tolerado pelo figado. Adicionalmente, o estresse oxidativo &, muito
provavelmente, um dos mecanismos envolvidos com a hepatotoxicidade destes
farmacos.
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As estatinas atuam como inibidores competitivos da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), que catalisa uma etapa limitante da via
de sintese do colesterol no figado e outros tecidos. As estatinas tém perfil
relativamente seguro. Entretanto, efeitos adversos raros, mas clinicamente
relevantes, podem incluir a toxicidade para o figado e para os musculos. Alguns
estudos confirmam a existéncia de hepatotoxicidade induzida pelo uso de estatinas,
embora este seja um efeito colateral menos frequente (BJORNSSON; JACOBSEN;
KALAITZAKIS, 2012), mas que pode desencadear sintomas severos, quando
presente.

Muitas vezes, o uso de terapias combinadas de estatinas e outros agentes
hipolipemiantes podem aumentar a incidéncia dos efeitos adversos. A ezetimiba
(inibidora da proteina de transporte de colesterol Niemann-Pick do tipo C1) promove
efeitos benéficos adicionais quando associada as estatinas, em relacdo aos niveis
séricos de lipideos. Embora ndo existam muitos relatos de efeitos adversos graves
associados a combinacdo da ezetimiba com as estatinas, Tuteja et al. (2008)
descreveram o caso de um paciente que desenvolveu faléncia hepatica fulminante
apos tratamento com esta combinacao (TUTEJA et al., 2008).

Levando-se em consideracdo que o numero de pacientes que utilizam estatinas
deve aumentar nos proximos anos, uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos com a toxicidade destes farmacos € determinante para a prevencao de
efeitos adversos. Portanto, o objetivo central do presente trabalho foi investigar os
efeitos do tratamento crbnico com a sinvastatina, com a ezetimiba e com a
combinacao ezetimiba/sinvastatina sobre o estado oxidativo hepatico.

Materiais e métodos

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, adquiridos do Biotério Central
da UEM. Todos os 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. Ao final do periodo de tratamento, os animais foram
submetidos a jejum de 18 horas e anestesiados com tiopental sédico (50 mg/Kg)
para retirada do figado. O figado foi clampeado em nitrogénio liquido e
homogeneizado em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4) na propor¢ao de 10% p/v para
obtencdo do homogenato, que foi utilizado para avaliar especificamente: 1) os niveis
de espécies reativas de oxigénio (ROS) totais; 2) os niveis de TBARS; 3) 0s niveis
de glutationa oxidada (GSSG) e glutationa reduzida (GSH) e 4) as atividades de
enzimas antioxidantes catalase e superéxido dismutase (SOD) (COMAR et al.,
2013). Alternativamente, os figados dos animais tratados por 28 dias e dos animais
controle também foram utilizados para o isolamento de mitocondrias pela técnica de
centrifugacéo diferencial. Estas organelas foram utilizadas para determinacdo da
geracdo de ROS mitocondrial (ZACCAGNINO et al.,, 2009). Os resultados foram
apresentados como média = erro padrdao de média e foram analisados
estatisticamente através de analise de variancia.
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Resultados e Discussao

A Tabela 1 mostra os resultados da avaliacdo do estado oxidativo dos figados de
animais tratados com os hipolipemiantes EZ, SV, EZ/SV e de animais controle. E
possivel observar que todos os tratamentos modificaram diversos parametros.
Especificamente, os tratamentos com EZ, SV e EZ/SV provocaram um aumento no
conteudo de espécies reativas de oxigénio (ROS) totais no figado de 151%, 96% e
85% em relagéo ao controle, respectivamente. Nesta tabela podem ser observados
também os resultados do teor de peroxidacéao lipidica nos figados dos animais, que
pode ser inferido pelo teor de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
Tanto a SV quanto a combinacdo EZ/SV aumentaram a peroxidacao lipidica em
29% e 59% em relacdo ao controle, respectivamente. Houve aumento da quantidade
de glutationa oxidada (GSSG) apenas nos figados de animais tratados com a
associacdo EZ/SV (+114%), embora néo tenha havido diferenca estatisticamente
significativa em relacdo aos teores de GSH. Todavia, a razdo glutationa
reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) estava significativamente diminuida nos
figados de animais tratados com EZ (-31%) e EZ/SV (-42%). Nenhum dos
tratamentos alterou a atividade das enzimas catalase ou SOD.

Tabela 1: Resultados da avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo no figado de ratos
Wistar tratados diariamente por 28 dias com sinvastatina 40 mg/Kg (SV), ezetimiba 10
mg/Kg (EZ), associacdo ezetimiba 10 mg/Kg + sinvastatina 40 mg/Kg (EZ/SV) e animais
controle.

Controle EZ SV EZ + SV
GSH 13,46 +1,35® | 10,05+1,18%" | 21,30+1,71% | 17,23 +2,56°
(nmol/mg prot)
GSSG 0,14 +0,01° 0,16 + 0,02 0,18 + 0,02° 0,30 + 0,03

(nmol/mg prot)

GSH/GSSG 102,20 +13,83* | 70,78 +17,11% | 118,6 +6,48° 59,27 +9,42°

GSH + GSSG 13,59 +1,34° | 1021+1,18% | 18,07 +3,61* | 17,53 +257°
(nmol/mg prot)
TBARS 1,38 + 0,16 1,59 + 0,252 1,79 +0,30" 220 +0,32"
(nmol/mg prot)
ROS total 0,27 + 0,03 0,68 + 0,03 0,53 + 0,04° 0,50 + 0,03°
(nmol/mg prot)
Catalase 468,9 + 83,72 519,8 +74,9% | 491,6+18,3% | 4476+72,3°
(umol/(min.mg prot))
SOD 1,93 +0,14° 2 64 +0,16° 297 +0,23° 275 +0,37°
(U/mg prot)

Letras mindsculas diferentes sobre os numeros indicam diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05).

Neste trabalho a geracdo de ROS também foi avaliada em mitocondrias isoladas do
figado dos ratos submetidos aos diferentes tratamentos, utilizando-se succinato como
substrato oxidavel. A figura 1 ilustra estes resultados onde € possivel observar que
houve aumento significativo na produ¢ao mitocondrial de ROS nos grupos tratados com
EZ, SV e EZ/SV, na via direta de geracdo de ROS (com rotenona), ou seja, quando 0s
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elétrons fluem no sentido do complexo Il para complexo IV da cadeia respiratéria
mitocondrial.
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Figura 1: Geragéo de espécies reativas de oxigénio em mitocdndrias isoladas de figados de ratos ratos controle (CT) e ratos
tratados diariamente por 28 dias com sinvastatina 40 mg/Kg (SV), ezetimiba 10 mg/Kg (EZ) e associacéo ezetimiba 10 mg/Kg +
sinvastatina 40 mg/Kg (EZ/SV).

Conclusodes

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que os tratamentos com
EZ, SV e com a associacdo EZ/SV causam estresse oxidativo no figado, sendo a
contribuicdo da geracdo de ROS mitocondrial determinante para o desenvolvimento
deste processo. Muito provavelmente, este € um dos mecanismos envolvidos com a
hepatotoxicidade destes farmacos.
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