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RESUMO

Estudos recentes tém descrito que os fatores de risco para o desenvolvimento
do acidente vascular encefalico (AVE) estao intimamente ligados ao estresse
oxidativo. A decilubiquinona, uma analoga da coenzima Q10 com propriedades
antioxidantes, pode ser um efetivo agente neuroprotetor, porém estudos in vivo
que comprovem suas acdes ainda sdo escassos. Assim, 12 ratos machos,
espontaneamente propensos ao AVE (SHRSP), com 8 semanas de idade,
pesando entre 195-220g, foram divididos em tratados e controles (n=6, cada).
O grupo tratado recebeu 10mg/Kg/peso de decilubiquinona e o grupo controle
recebeu apenas o veiculo de diluicdo. Foram avaliados: parametros biol6gicos
gerais (peso corpoéreo, diurese, ingestdo de agua e ragdo) pressao arterial
sistdlica, glicemia, condicbes neurolégicas (através de testes de memdria,
equilibrio, forca e sensorio-motores), perfil lipidico e niveis de malondialdeido.
Na analise dos dados, utilizou-se o teste ANOVA two-way e o teste t de
Student. Para ambos p<0,05 foi considerado significativo. Os resultados deste
estudo indicaram um decréscimo significativo na pressao arterial no grupo
tratado, a partir da 12 semana de tratamento (218,95+1,0 vs. 224+1,41),
seguindo a reducdo até a ultima semana. Houve reducdo também nos niveis
de malondialdeido do grupo tratado em relagcdo aos controles (2,83+0,64nmol
vs. 4,55+0,12nmol). No perfil lipidico, ocorreu redug¢do nos niveis de colesterol
total e LDL-colesterol e aumento do HDL-colesterol. Contudo, os niveis de
triglicerideo, a glicemia e os parametros biolégicos e neuroldgicos nao sofreram
alteracbes. Estes achados apontam a decilubiquinona como um novo agente
antihipertensivo, hipolipidémico e antioxidante que pode ser util na modulagéao

dos fatores de risco do acidente vascular encefalico.



ABSTRACT
Recent studies had described that risk factors to stroke development are
intimately linked to oxidative stress. Decylubiquinone, a coenzyme Q10 analog
with antioxidants proprieties, can be a neuroprotector effective agent, however,
in vivo studies that proves the beneficial actions still are scarce. Thus, 12 male
rats, spontaneously propense to stroke (SHRSP), with 8 weeks of age,
weighting between 195-220g, were divided in: treated and control (n=6, each).
Treated group received 10mg/Kg/body weight of decylubiquinone and the
control group received just the dilution vehicle. We evaluated: biological
parameters (body weight, diuresis, food and water intake), systolic blood
pressure, glucose blood levels, neurological conditions (memory, equlibrium,
strength and motor-sensory test), lipidic profile and malondialdehyde levels. On
the data analysis, we utilizated the ANOVA two-way test and Student t test. For
both p<0.05 was considered significative. The results of this study leaded a
blood pressure significative decrease, starting in 12 week of treatment
(218.95%£1.0 vs. 224+1.41mmHg), following this reduction until the last week.
There was also reduction on the malondialdehyde levels in the treated groups in
relation to control group (2.83+0.64nmol vs. 4.55+0.12nmol). On the lipidic
profile, we observed a reduction of total cholesterol and LDL-cholesterol and an
increased of HDL—cholesterol levels. Although, triglycerides levels, blood
glucose levels, biological and neurological parameters did not suffered
alteration. These findings leaded the decylubiquinone like a new
antihypertensive, hypolipidemic and antioxidant which can be useful on the

control of risk factors of stroke.
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1. INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico (AVE) é um dos maiores problemas de
saude publica nos paises da América Latina e do Caribe (LAVADOS et al,
2007). A Organizagdo Mundial de Saude (OMS), tem estimado que entre 1990
a 2020 havera no mundo um aumento na mortalidade pelo acidente vascular

encefélico de 78% em mulheres e 106% em homens (HUANG, 2007).

Contudo, apesar das perspectivas mundiais, estudos apontaram que no
Brasil houve um declinio da mortalidade por AVE nas regides sul, sudeste e
centro-oeste. No entanto, na regido nordeste do pais foi relatado um aumento
da mortalidade por esta enfermidade (DE SOUZA et al, 2006).
Independentemente dos casos fatais, 0 AVE é uma doenca prevalente no pais
e 0s sobreviventes requerem uma reabilitagdo prolongada e cuidados crénicos,

sendo os tratamentos efetivos limitados (LEE et al, 2003).

Dentro deste quadro, é importante o entendimento etiopatolégico da
doenca e a prevencao dos fatores de risco. De acordo com GOLDMANN e
AUSIELLO (2005) a hipertensdo é o fator de risco mais importante do AVE
podendo aumentar em quatro vezes a ocorréncia da enfermidade. Outros
achados ainda indicam o diabetes, a obesidade e a hipercolesterolemia como
importantes fatores influenciadores do processo do AVE (NOVAK et al, 2003).

Adicionalmente, estudos recentes indicaram que o estresse oxidativo
pode estar envolvido com o acidente vascular encefalico e com seus fatores de
risco (VAZIRI, 2004). Na realidade, o cérebro € um grande consumidor de

oxigénio do corpo e a atividade das enzimas antioxidantes parece ser



relativamente baixa. Isso contribui para que o cérebro seja alvo do dano
oxidativo e explica como o estresse oxidativo poderia estar envolvido na

génese de doencas neuroldgicas agudas ou crdnicas (VIANNA, 2005).

Em adicdo, Nanetti et al (2007), descreveram que a atividade
antioxidante do plasma poderia ser um importante fator de protegéo cerebral.
Interessantemente, algumas evidéncias tém indicado os efeitos benéficos dos
nutrientes antioxidantes em isquemias cerebrais (IKEDA et al, 2003), com
possibilidades de combinar terapias incluindo estas substancias, nas fases
aguda e convalescente do AVE (ALEXANDROVA e BOCHEV, 2005), sendo
até mesmo utilizados no tratamento dos fatores de risco ligados a doenca (DE

CHAMPLAIN et al, 2004).

Em relacao a isso, tem sido demonstrado que a decilubiquinona (dUb),
ubiquinona analoga da coenzima Q10, apresenta, in vitro, resultados favoraveis
decilubiquinona poderia ser usada futuramente para o tratamento de varias
doencas relacionadas aos danos oxidativo (ARMSTRONG et al, 2003).
Entretanto, apesar de resultados prosperos em estudos prévios, € escasso 0
estudo desta substéancia in vivo e de suas possibilidades terapéuticas nos

fatores de risco do AVE.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da administracdo de decilubiquinona, na modulagao

dos fatores de risco do AVE em ratos SHRSP.

2.2 Objetivo Especifico

Investigar a agédo da decilubiquinona sobre:

Parametros biologicos gerais (peso, diurese, ingestdo de agua e

racao);

e Pressao arterial sistdlica;

¢ [ndicadores de estresse oxidativo;

e Perfil lipidico sérico;

e Parametros de fungéo neurolégica.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Acidente vascular encefalico e Fatores de Risco

O termo acidente vascular encefalico é geralmente preferido para
designar um grupo de doengas que apresentam inicio abrupto e provocam
danos neurolégicos. Aproximadamente 85% dos acidentes vasculares
encefalicos sdo causados pelo inicio subito de inadequacao de fluxo sanguineo
em alguma parte ou em todo o cérebro, e sdao denominados acidentes
vasculares isquémicos. Os acidentes vasculares encefalicos restantes sao
divididos em hemorragia no tecido cerebral (hemorragia parenquitomatosa) e
hemorragia nos espagos que circundam o cérebro, mais freqlentemente o

espaco subaracnoideo (GOLDMAN E AUSIELLO, 2005).

Adicionalmente, a inadequada oferta de oxigénio ou de glicose para o
cérebro inicia uma cascata de eventos que finalmente resulta em infarto. A
gravidade do insulto, definida pelo grau e pela duragdo do fluxo sanguineo
reduzido, hipdxia ou hipoglicemia, determina se o cérebro apresenta apenas
uma disfungdo temporaria, como um ataque isquémico transitorio; lesdo
irreversivel de apenas alguns poucos neurbnios mais vulneraveis (necrose
seletiva); ou infarto cerebral, no qual o dano ocorre em &areas extensas

envolvendo todos os tipos de células (GOLDMAN E AUSIELLO, 2005).

No que se refere aos fatores de risco para a ocorréncia do acidente
vascular encefalico destacam-se: a hipertensdo arterial sistémica, a
dislipidemia, o diabetes mellitus, a coronariopatia, a fibrilacdo atrial e a

estenose de carétidas (NOVAK et al, 2003). Outros fatores de risco potenciais



incluem a inatividade fisica, a obesidade, a intolerancia a glicose, dietas e

utilizac&o de altas doses de contraceptivos (BRONNER et al, 1995).

Estudos ainda apontaram que o excesso de producao de radicais livres
apés o AVE isquémico e hemorragico contribui para o dano cerebral
(MARGAILL et al, 2005; CHERUBINI et al, 2005). Evidéncias recentes
indicaram que a isquemia cerebral desencadeia uma complexa cascata de
eventos metabodlicos que envolvem a geracao de radicais livres de oxigénio e
nitrogénio. Estes radicais podem mediar uma série de danos que ocorrem apés
os ataques isquémicos transitérios, e na regido de penumbra infartada causada
por isquemias permanentes (LOVE, 1999).

Interessantemente, os fatores de risco responsaveis pela ocorréncia do
AVE sdo ocasionados com grande freqléncia pelo estresse oxidativo.
Corroborando com esta afirmativa, Vaziri (2004), relatou que estresse
oxidativo, hipertensdo e inflamagédo estdo intimamente relacionados com o
progressivo dano de um drgao-alvo. Em outro estudo, Singh & Mehta (2003),
apontaram que o aumento do estresse oxidativo € conhecido como um
importante aspecto da aterosclerose hipercolesterolémica, cujo processo esta

interligado com o AVE.

3.2 Modelo SHRSP

Os ratos SHRSP (stroke-prone spontaneously hypertensive rat), séo
animais espontaneamente hipertensos com propensdo ao acidente vascular
encefalico e sdo normalmente utilizados como modelos animais para estudo de

disfuncdo endotelial, hipertenséo e acidente vascular encefalico (MC BRIDE et



al., 1995; MICHIHARA et al, 2002). Segundo Yamori et al (1976), o uso destes
animais como modelos de AVE, mimetizando a enfermidade em humanos &
plausivel pela semelhanca nos locais de infarto cerebral entre as espécies no

cértex e nos ganglio basais.

O surgimento desta linhagem remonta ao final da década de 50 (1959),
quando os ratos da linhagem normotensa, Wistar Kyoto (WKY), que
comegavam a apresentar pressao arterial elevada, eram isolados de sua
linhagem e reproduzidos com ratos que apresentavam esta mesma
caracteristica. Entdo, a partir de 1971, uma nova linhagem foi estabelecida e
utilizada para estudos de hipertensao arterial: a linhagem SHR (Spontaneously
Hypertensive Rats). Assim, através de cruzamentos ndo seletivos de SHR
originou-se em 1974, a linhagem espontaneamente propensa ao AVE: os ratos
SHRSP (OKAMOTO et al, 1974).

A linhagem SHRSP apresenta uma sensibilidade aumentada a isquemia
e ao volume de infarto cerebral quando comparados com ratos normotensos
(Wistar). Segundo Carswell et al (1999), a reduzida circulagdo colateral
cerebral entre a artéria cerebral média e anterior e as artérias posteriores, se
deve ao reduzido didmetro das mesmas e a falta de capacidade de dilatacéo,
promovendo assim, a suscetibilidade ao AVE. Outras evidéncias ainda
demonstraram os altos valores de glutamato encontrados nos SHRSP quando
comparados aos ratos normotensos, reforgcando assim, a maior sensibilidade
ao AVE por essa linhagem.

Em adicao, os ratos SHRSP apresentam valores presséricos proximos a

250+15 mmHg na 82 semana de vida e 300+15 mmHg na 182 semana. Em



contraste, a linhagem SHR apresenta 18010 mmHg na 122 semana e os ratos
da linhagem Wistar apresentam 140+5mmHg desde a 62 até a 302 semana de
vida (VIANNA LM, 1992; FUKUDA et al, 2004). Alguns autores ainda relataram
que os SHRSP machos tém uma vida curta (entre 33 e 41 semanas),
apresentando consideraveis acidentes vasculares cerebrais plurifocais (ZS-
NAGY | et al, 1989).

Estes animais também apresentam geracdo aumentada de &anions
superodxidos e radicais hidroxilas (KISHI et al, 2004), sendo esta producao
excessiva de radicais livres associada a manutengdo da hipertensao

(MCINTRE et al, 1997).

Figura 1. Rato SHRSP

3.3 Estresse Oxidativo

A oxidacao é um processo bioquimico de perda de elétrons associado
com outro de recepcao chamado reducao. Este processo é importante, pois,
esta diretamente envolvido na producdo de energia celular (ELEJALDE, J.l.

2001). Contudo, a acado de agentes oxidativos em moléculas biolégicas é



conhecida como estresse oxidativo, sendo este, um disturbio no estado de
equilibrio dos sistemas pré-oxidantes/antioxidantes em células intactas (SHILS

et al, 2003).

Os radicais livres, agentes oxidativos, sdo espécies quimicas reativas
que diferem de outros componentes por terem elétrons desemparelhados nos
seus orbitais externos (SOUTHORN & POWIS, 1988), podendo ocorrer em
formas orgéanicas e inorganicas (FREEMAN & CRAPO, 1982). Os radicais de
oxigénio (anion superoxido, radical hidroxila e radicais peroxi), as espécies
reativas de oxigénio ndo-radical, como o peroxido de hidrogénio e o oxigénio
singlete, bem como os radicais de carbono, nitrogénio e enxofre compreendem
esta variedade de moléculas que pode constituir um estresse oxidativo em

células (CARDENAS,1989; SLATER, 1984).

A reagcdo em cadeia de processos produtivos de espécies reativas de
oxigénio foi primeiramente mencionada por Haber e Willstatter em 1931. Em
1949, Weiss aceitou a reagao proposta, desde entdo conhecida como reagao

de Haber-Weiss (Figura 1) (KOPPENOL, 2001).

HO™ + H202 > Hzo + 02-' +H*

02-- +H" + HoOz --> Os + HO + H-O

Figura 2. Reacdo de Haber-Weiss

Em 1968, Mc Cord e Fridovich demonstraram que a xantina-oxidase é
uma enzima essencial para catalisar a producdo de espécies reativas de

oxigénio (MC CORD E FRIDOVICH, 1968). Em seguida, no ano de 1969, estes



autores apresentaram, a superoxido dismutase, como inativadora de
oxirradicais e indicaram que esta enzima € largamente distribuida entre

organismos mamiferos (MC CORD E FRIDOVICH, 1969).

Evidéncias ainda afirmaram que nas células animais, os radicais livres
promovem alteragdes estruturais importantes. As hidroxilas (OH-) podem reagir
com carboidratos abstraindo aleatoriamente um atomo de hidrogénio a partir de
um dos atomos de carbono, produzindo um radical centrado no carbono
(SHILS et al, 2003). Esta reacao resulta em quebras de cadeias de importantes
moléculas. O mesmo acontece as proteinas que apresentam muitos sitios
reativos e podem ser danificados durante o estresse oxidativo. Radicais livres
muito agressivos como hidroxila (OH-) podem fragmentar também proteinas no
plasma. (WOLFF & DEAN, 1986). Outra molécula afetada é o acido nucléico,
cuja estimativa prevé que o dano oxidativo ao DNA, em humanos, corresponda

a 104 impactos por célula ao dia (FRAGA et al, 1990).

Os lipidios por sua vez, ao serem oxidados caracterizam a peroxidagao
lipidica, processo em que os lipidios poliinsaturados, constituintes importantes
de membranas celulares, sdo oxidados (GARDNER, 1989). Este processo
constitui uma reagdo em cadeia iniciada por radical e que se autopropaga em
membranas celulares. Conseqlentemente, eventos oxidativos isolados podem

apresentar efeitos profundos na fungdo da membrana (WITZ, 1989).

3.4 Estresse Oxidativo, Antioxidantes e AVE

O estresse oxidativo, promovido pela reacgdo entre moléculas biolégicas

e radicais livres, € capaz de provocar danos a componentes celulares e
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produzir evidéncias que sugerem a possivel contribuicdo deste processo em
varias doengcas (SOUTHORN & POWIS, 1988). Estudos recentes
demonstraram que a intolerancia a glicose, a resisténcia a insulina e o diabetes
tém sido correlacionados com processos oxidativos (DE CHAMPLAIN; WU,

2004).

De acordo com Singh & Mehta (2003), os antioxidantes tém
demonstrado reduzir a extensdo da progressdo da aterosclerose em
experimentos animais, e em alguns estudos em humanos. Outros autores
sugerem que o tratamento crénico com apropriada terapia antioxidante poderia
prevenir o desenvolvimento da hipertensdo bem como suas complica¢des (DE
CHAMPLAIN & WU, 2004). Em harmonia com esta idéia, estudos sobre
terapias antioxidantes indicaram um impacto benéfico na sensibilidade a

insulina (EVANS & MADDUX, 2005).

Segundo CHANG et al (2007), o AVE pode ser associado com
aumentada produgdo de radicais livres (especificamente radicais hidroxilas e
anion superoéxido), alta peroxidacéo lipidica e baixas defesas enzimaticas
antioxidantes. Assim, antioxidantes podem desempenhar importantes papéis,
tendo alguns, comprovada atuagdo nas células ao proteger da oxidagao os

acidos graxos insaturados, as proteinas e o DNA (IKEDA et al, 2003).

Estudos ainda revelaram que apo6s a isquemia cerebral seguida de
reperfusdo ocorre um rapido aumento na producao de marcadores de estresse
oxidativo e as defesas antioxidantes enddgenas sdo rapidamente depletadas

permitindo o dano ao tecido cerebral (GARIBALLA et al 2002).
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Em adicdo, os antioxidantes tém sido descritos como agentes
neuroprotetores, eficazes na redugcdo de danos cerebrais em isquemias e

reperfusdo (IKEDA, 2003).

3.5 Decilubiquinona

A Decilubiquinona (2,3-Dimetoxi-5-metil-6-decil-1,4-benzoquinona), é
uma quinona analoga da coenzima Q10 (2,3-dimetoxi, 5-metil, 6-decaprenil
benzoquinona), com peso molecular cerca de cinco vezes menor do que esta
coenzima, sendo ainda hidrofébica, lipossoluvel e localizada na superficie da
membrana mitocondrial, tendo a presengca de hidrocarbonetos de cadeia
lateral, criticamente envolvidos em processos antioxidantes (ARMSTRONG et
al, 2003).

Esta ubiquinona pode promover a inibicado da permeabilidade dos poros
de transicdo mitocondrial (PPTM) e evidéncias ainda demonstraram que este
poro pode ser um mediador de morte celular programada, em um processo no
qual a mitocondria € envolvida atravées da liberacao de citocromo C e de outras
proteinas indutoras de apoptose celular (WALTER et al, 2000). Por sua vez, a
morte celular como um resultado de necrose e apoptose € envolvida com
doencas cardiacas incluindo isquemias cardiacas, cardiomiopatia, hipertenséo,

aterosclerose e insuficiéncia cardiaca congestiva (DAS & MAULIK, 2005).

Comparativamente, a coenzima Q10 (CoQ10), forma predominante de
ubiquinona nos seres humanos, € uma quinona que age como um carreador de
elétrons na cadeia de transporte mitocondrial (HARGREAVES, 2003;

HODGSON & WATTS, 2003). Desta forma, esta intimamente relacionada com
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a produgao de energia, desempenhando também a funcéo de antioxidante na
membrana mitocondrial interna e em outras membranas celulares (KONTUCH,
1997; MENKE, 2003). Estudos ainda relataram que concentragdes adequadas
de coenzima Q10 nos tecidos podem ser importantes por limitar o dano
oxidativo e nitrosativo in vivo. Outras evidéncias demonstram que baixas
concentracdes de coenzima Q 10 no sangue e tecidos tém sido reportadas em
uma série de doencas (HARGREAVES, 2003; HODGSON & WATTS, 2003).
Entretanto, alguns estudos indicaram que a coenzima Q 10 falhou ao
demonstrar efeitos benéficos em casos clinicos e em varios parametros do

metabolismo oxidativo (BERBEL-GARCIA, 2004).

o
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Figura 3. Férmula estrutural da Decilubiquinona.
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Figura 4. Férmula estrutural da Coenzima Q10.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados doze ratos (Rattus novergicus) da linhagem SHRSP,
machos, com oito semanas de vida, pesando entre 170-220g, obtidos de
colénias mantidas pelo Biotério da Escola de Nutricdo da Universidade Federal
do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). Os procedimentos foram realizados de
acordo com 0s guias convencionais para experimentacao com animais (NIH
Publication No. 85-23, revisado 1996). Todo o processo experimental foi
conduzido no Laboratério de Investigagdo em Nutricdo e Doengas Cronico-
Degenerativas (LINDCD) e em seu respectivo biotério, ambos pertencentes a

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).

4.2 Condi¢c6es Ambientais

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais em
biotério com condi¢cbes controladas de temperatura (21 + 2°C), umidade (60 *
10%), ciclo claro/escuro de 12h cada (luzes artificiais, 7:00am. — 7:00pm) e
ciclo de exaustao de ar (15min/h), recebendo racéao (Nuvilab from Nuvital Co) e

agua ad libitum.

4.3 Suplementacao

Todos os ratos foram mantidos em periodo basal de 10 dias antes do
inicio dos experimentos. Em seguida, os ratos foram separados em 2 grupos

de seis animais cada: grupo tratado e grupo controle (Esquema 1).



O grupo tratado
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recebeu doses de 10mg/Kg/peso corpéreo de

Decilubiquinona (D-7911 Sigma®, EUA) diluido em 0,1 ml de éleo de coco, € o

grupo controle recebeu apenas o veiculo na mesma ordem de quantidade. A

escolha da dose utilizada mimetizou a metodologia de estudos realizados com

Coenzima Q10 previamente descritos por Danysz et al (1994) e Modi et al

(20086).

Todos os animais foram tratados diariamente durante 4 semanas por

gavagem oral através de sonda polietileno PE 190.

12 RATOS
' ZAN
10mg/Kg/peso de 6 RATOS 6 RATOS Oleo de coco
Decilubiquinona + 0,1 ml TRATADOS CONTROLES (Veiculo) — 0,1ml

de 6leo de coco (veiculo)

Esquema 1. Representagéo da distribuicdo dos grupos tratados e controle.

i A
Figura 5. Gavagem do Rato SHRSP
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4.4 Parametros Avaliados
4.4.1 — Andlise parametros bioldgicos gerais

A partir do primeiro dia de periodo basal, os animais foram avaliados
diariamente. Os parametros biolégicos aferidos foram: peso corporal, diurese,
ingestdo de agua e ragdo. Ainda foram observados os aspectos fisicos:

condicdes de pelagem e mucosa dos animais.
4.4.2 — Pressao Arterial Sistolica

A pressdo sistdlica foi aferida através de pletismégrafo (Bio-oficina®,
Brasil), mensurada duas vezes na semana, seguindo metodologia de William
(1983) modificada por Vianna (1992). O modo de funcionamento do aparelho é
descrito a seguir: 0 animal tem a cauda introduzida no pletismégrafo, entao a
artéria caudal posicionada no mesmo, sofre uma pressdo externa,
proporcionada pela agua impulsionada no aparelho, que colaba suas paredes
cessando o fluxo sanguineo; ao promover a descompressao lentamente no
manguito, a pressdo sanguinea atinge um nivel suficiente para forgar um jato
de sangue que sera registrado como pressao sistélica, e que sera lida na
coluna liquida do aparelho que se modificou mediante a alteracao de volume. A
mensuragdo da pressdao sanguinea € feita trés vezes em cada rato,
minimizando possiveis vieses. Apds a medicao utiliza-se a média simples para
obtencéo do resultado final da pressao arterial do animal avaliado. As aferigcdes
foram realizadas mantendo-se sempre 0 mesmo horario para evitar alteracoes

decorrentes do ritmo circadiano.
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Figura 6. Afericdo da pressao arterial por pletismografia
4.4.3 — Glicemia

A avaliacdo da glicemia teve inicio no periodo basal e terminou ao final
do experimento. Os animais ficavam 4 horas em jejum, entdo tinham suas
caudas friccionadas levemente no sentido base da cauda até a extremidade da
mesma. Em seguida, comprimia-se a extremidade da cauda aplicando uma
agulha perfurante estéril com vistas a puncionar o sangue caudal. Assim, uma
fita prépria do kit de glicemia era embebida em uma goticula de sangue do
animal e logo ap6s introduzida no equipamento (AccuCheck, Roche®,
Alemanha). O aparelho realizava a andlise e a leitura dos valores era realizada.

Este parédmetro era avaliado uma vez por semana.
4.4 .4 - Testes Neurolégicos

Todos os testes neurolégicos foram realizados desde o periodo basal
até o final do experimento e realizados no Laboratério de Investigagdo em

Nutricdo e Doengas Crénico-Degenerativas (LINDCD). Os animais foram
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submetidos a avaliacdo neurologica através de testes de forga, equilibrio,

sensorio-motores e cognitivos.

Comportamento

Os animais foram observados diariamente, visando investigar mudancas
na docilidade animal, caracteristica da espécie estudada, decorrentes de

ataques isquémicos transitorios e/ou AVE.

Teste cognitivo (teste de memdria — labirinto)

O teste cognitivo consiste em testar a habilidade do rato em percorrer o
trajeto de um labirinto, o qual cria a necessidade de armazenamento de
membdria, atraves de um mapa cognitivo (FUJIMOTO et al, 2004). A resposta
ao teste é aferida pela medicdo do tempo utilizado para completar todo o

percurso (Figura 7).

Figura 7. Teste cognitivo

Plano Inclinado

Neste teste os animais eram colocados num plano reto na posicao
horizontal, com a cauda voltada para o lado oposto em que a tdbua seria

suspensa. Com isso, promoviamos o levantamento da tdbua em posicao
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vertical girando sobre seu préprio eixo visando ao final uma volta de 1809,
testando a forca e equilibrio do animal (Figura 8). A avaliagdo seguia o0s
seguintes padrbes: Grau 0: o rato ndo caia da rampa quando girada; Grau 1: o
animal escorrega ou cai a 30° Grau 2: o rato cai ou escorrega a 90° Grau 3: o

rato cai ou escorrega a 180° (ABOU-DONIA et al, 2002).

Figura 8. Plano Inclinado

Barra de equilibrio (tempo de agarre das patas)

A barra de equilibrio consiste numa estrutura de madeira com 5mm de
didmetro, cuja fungao era avaliar o tempo em que o animal conseguiria suportar
seu préprio peso através da forca da pata dianteira ao coloca-lo segurando na
barra (Figura 9). O tempo em que os ratos levavam segurando a barra era

cronometrado (ABOU-DONIA et al, 2002).

Figura 9. Barra de equilibrio
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Viga de equilibrio

A fungéo deste teste é avaliar globalmente a fungéo vestibulomotora e
cerebelar do equilibrio. Desta forma, o animal era colocado em uma estreita
viga de madeira com dimensdes 1,5cm de largura e aproximadamente 1m de
altura (Figura 10). De acordo com Fujimoto et al (2004), os animais com lesdes
cerebrais podem ser capazes de ficar na viga por mais de 60 segundos, mas
podem assumir posturas que sao diferentes de animais normais, como abracar
a viga ou se equilibrar com as patas dependuradas para se sustentar
(FUJIMOTO et al, 2004). Assim, foi estipulado o tempo de 60 segundos para
que o animal permanecesse na viga. Se 0s animais conseguissem a marca
estipulada era anotado o valor de 60 segundos, caso ele caisse antes do

tempo delimitado o valor de tempo correspondente era anotado.

Figura 10. Viga de equilibrio

Teste sensoério-motor

Este teste avalia a resposta sensorio-motora do animal através da
exposicao da cauda do rato a uma superficie quente. Esta avaliacdo baseia —
se na introdug¢ao da cauda do animal em agua a 70°C, que segue o principio do

Hot Plate Analgesia Meter (San Diego Instruments), adaptado ao Laboratério



20

de Investigacdo em Nutricdo e Doengas Crdnico-Degenerativas para ser
utilizado diariamente sem representar danos fisicos aos animais. Com a
introdugdo da cauda na agua, a medi¢cao da resposta ao calor era realizada
através da afericdo do tempo em que o0 animal promovia 0 movimento brusco

da cauda (Figura 11).

——

Figura 11. Termo-sensdrio-motor

4.4.5 — Sacrificio e coleta de material

O sacrificio dos animais ocorreu ao final dos experimentos quando foi
induzido o coma profundo, via éter sulfurico inalatério, e administracdo de
barbitdrico (tiopental sédico) via intraperitoneal com doses superiores a 25
mg/kg. Em seguida, os animais eram fixados através das patas em posicéo
dorsal para a realizacdo de uma esterno—laparotomia com ampla abertura das
cavidades toracica e abdominal, permitindo a punc¢ao cardiaca retirando-se, em
média, 5 ml de sangue para dosagem de malondialdeido (MDA) e perfil lipidico.
Esse procedimento também permitiu a remogéo do figado para a medicao de
seu peso usando o método de Scherle (1970). Este método consiste na

pesagem dos 0rgaos suspensos por um fio e imersos em um becher contendo
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solugdo salina, evitando ainda o contato do 6rgdo com as paredes da vidraria,
a fim de se evitar erro na aferéncia. Assim, este sistema € montado sobre uma
balanga analitica calibrada (0,001g), e o volume de liquido deslocado pelo

orgao é registrado sendo igual ao peso do mesmo.

4.4.6 — Marcador de Estresse Oxidativo

Para realizacdo da dosagem dos niveis de malondialdeido utilizou-se o
soro, obtido a partir da centrifugacdo do sangue colhido em tubo descartavel
sem anticoagulante durante o sacrificio do animal. O sangue foi processado em
centrifuga CELM modelo Kombat (afericdo e calibragdo Control-Lab) a
3500rpm por 15minutos. O soro foi separado dos componentes celulares pela
centrifugacdo e retirado do tubo primario por pipetagem com ponteiras
descartaveis, sendo acondicionado em tubos secundarios, identificados e
estéreis. O soro foi conservado em refrigerador com temperatura controlada de
8°C. Foi utilizado o método colorimétrico para a dosagem de MDA, utilizando o
equipamento Micronal B442; a concentracdo de malondialdeido foi calculada

pela absor¢do a 532nm e os resultados expressos em nmol.

4.4.7 — Perfil lipidico

Foram avaliados o colesterol total, HDL-colesterol e triglicerideos séricos
através de ensaio enzimatico. Os niveis de LDL-colesterol foram calculados

pela formula de Friedewald: LDL = CT - HDL - (TG/5).
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4.5 Analise Estatistica

Foi realizado o teste estatistico ANOVA Two-Way para avaliar a
diferenca dos resultados obtidos de peso corpéreo, diurese, ingestdo de agua e
racao, pressao arterial sistolica, glicemia e testes neurolégicos durante toda a
experimentagdo entre tratados e controles. Para a andlise estatistica dos
resultados referentes ao perfil lipidico e malondialdeido utilizou-se o teste t de
Student comparando os controles e os tratados ao final do experimento. O
software utilizado foi o Graph Pad Prism® 4.0 version for Windows® (Graph Pad
Software, Estados Unidos) e o valor p<0,05 foi considerado como

estatisticamente significativo.
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Os animais tratados e controles apresentaram um aumento sucessivo do

peso corpéreo desde o inicio até o final do experimento, contudo, esta

alteracdo nao foi significativa (Tabela 1). A avaliagcdo dos parametros diurese,

ingestao de agua e racao também nao identificou alteracdes significativas entre

os grupos tratado e controle (Tabela 1). Em adicao, a analise dos valores das

medicées de glicemia ndo apresentou diferenca estatistica entre grupos

(Tabela 2).

Tabela 1. Representa a média £ DP do peso corporal, diurese e ingestao de

agua e

ragcdo de

ratos SHRSP tratados

(n=6)

(10mg/Kg/peso corpdreo) comparados aos ratos controle (n=6).

com decilubiquinona

Periodo Grupo Peso (g) Diurese(ml) Agua (ml) Racéo (g)
Basal Decilubiquinona 176,33+18,42 3,96+1,25 25,38+4,12 15,33%1,28
Controle 152,95+2,35 2,04+0,54 22,14+1,88 17,95+0,29
12 Semana Decilubiquinona 187,75+7,74 2,39+1,04 28,25+1,50 16,42+1,04
Controle 165,0416,04 1,64+0,61 22,54+1,86 15,52+0,51
22 Semana Decilubiquinona 194,29+9,37 3,09+1,31 30,53%£1,58 19,57+0,20
Controle 172,46£19,25 4,96+3,44 25,73+4,60 16,53+0,83
32 Semana Decilubiquinona 205,14+11,45 5,21+£0,78 29,32+2,18 18%1,39
Controle 194,19+19,62 5+257 31,71+4,08 17,71+1,33
42 Semana Decilubiquinona 219,39+15,17 5,02+1,47 29,86+3,43 17,03+1,21
Controle 197,57+18,10 3,14%1,44 28,38+1,03 15,57+3,13

Tabela 2. Representa a média £ DP da glicemia de ratos SHRSP tratados
(n=6) com decilubiquinona (10mg/Kg/peso corporeo) comparados aos ratos
controle (n=6).

Basal

12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana

Decilubiquinona 74+3,16

Controle

73,3+4,50 74,6%1,52 71,6+1,52

741294

741424

74,3+1,53

71,75%1,70 71,5+3,10

77,67+1,53
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Na andlise dos resultados dos testes neuroldgicos, ndo foram
observadas mudancas no comportamento dos animais sendo mantida sua
docilidade. Em relagdo ao teste de plano inclinado, ambos o0s grupos
apresentaram, desde o periodo basal, equilibrio e forca necessarios para
completar o teste. Entretanto, no teste do labirinto, foi observado uma queda
gradual no tempo em que os ratos tratados percorriam o trajeto, porém, na
comparagado com o0s ratos controles os animais suplementados com
decilubiquinona demoraram mais tempo para realizar o percurso, mas sem
significancia estatistica entre grupos (Tabela 3). Similarmente, os testes com a
barra de equilibrio ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos

tratado e controle (Tabela 3).

No teste da viga de equilibrio, desde o periodo basal todos os animais
alcangaram o tempo minimo pré-determinado, portanto, ndo houve diferenca
nos valores registrados (Tabela 3). Na avaliacdo do teste sensério-motor,
houve uma aproximacao dos resultados entre grupos, ainda observando-se um
decréscimo nos valores a medida que as semanas avangaram. lgualmente aos
testes anteriores, ndo houve diferenca significativa entre grupos (Tabela 3)
Tabela 3. Representa a média + DP dos exames neurolégicos de ratos SHRSP

tratados (n=6) com decilubiquinona (10mg/Kg/peso corporeo) comparados aos
ratos controle (n=6).

Periodo Grupo Meméria Barra  de Viga de Teste
Equilibrio  Equilibrio  Sensébrio-
motor
Basal Decilubiquinona 02520+ 011”65+  1°00700 * 0’00765 *
0’09722 0’03767 0’0000 0’00708
Controle 02981+ 014’35+ 1°00700 + 0’00763

0’04742 0’04784 0’00’00 000”08
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Tabela 3. Representa a média = DP dos exames neurolégicos de ratos SHRSP
tratados (n=6) com decilubiquinona (10mg/Kg/peso corpéreo) comparados aos
ratos controle (n=6). CONTINUACAO

Periodo Grupo Memoéria Barra  de Viga de Teste
Equilibrio  Equilibrio  Sensério-
motor
12 Semana Decilubiquinona 02086+ 01291+ 1’00700 0’00760 +
004721 004748 0’0000 0’00709
Controle 018”78+ 018’78+ 1°00”00 0’00754 +
003793 003793 0’0000 0’00’03
22 Semana Decilubiquinona 019798+ 016”53+  1°00”00 0'00"53 +
006”75 0’02744 0’00°00 000”07
Controle 011724+ 011”24+  1°00”00 + 000747 +
002796 0’02795 0’0000 0’00703
32 Semana Decilubiquinona 018”14+ 014’14+ 1’00700 % 00052 +
003792 00276 0’0000 00003
Controle 011741+ 011740+ 1’00700 000744 +
00271 0’02702 0’00°00 000’13

42 Semana Decilubiquinona 017720+ 011794+ 100700 + 000742

0'03"61 00472 0’0000 0’00708
Controle 011741+ 00920+  1°00700 * 000”56 *
0’02771 002”28 0’00’00 000”03

Por outro lado, no que se refere a pressao arterial sistélica, a partir da
primeira semana de suplementacdo, houve uma atenuagdo significativa
(p<0,05) nos animais tratados quando comparado aos controles (218,95+1,0
vs. 224+1,41mmHg). Esta reducado significativa foi repetida na 22 semana
(216,70£0,76 vs. 225,94+1,64mmHg), 32 semana (214,71+0,18 vs.
226,22+0,79mmHg) e ao final do experimento (214,21+0,83 vs.
226,22+0,47mmHg). Contudo, na 32 semana podemos observar, no grupo
tratado uma estabilizacdo na reducdo da presséao arterial mantida até o final do

experimento. Em relacdo aos controles, a estabilizagdo comecga a ocorrer na 22
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semana de experimentagdo, porém, diferentemente do grupo tratado ha um
aumento significativo da pressdao arterial sistélica em torno de

225,94+1,64mmHg a 226,22+0,47mmHg (Figura 12).

)

Hg
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—e e Controle

220.0-
217.5+

215.0- *
Tratado

212.5

Pressao Arterial Sistdlica (mm

Ba'sal 12 S'em 28 S'em 3 S'em 42 S'em

Figura 12. Representa a média =+ DP da pressao arterial sistdlica de ratos
SHRSP tratados (n=6) com decilubiquinona (10mg/Kg/peso corpo6reo)
comparados aos ratos controle (n=6) *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle.

No que se refere ao estresse oxidativo, a dosagem de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico revelou que os niveis de malondialdeido foram
significativamente (p<0,05) menores nos ratos tratados com decilubiquinona

(2,83£0,64nmol) em comparacdo com o0s animais do grupo controle

(4,55£0,12nmol). Este efeito pode ser facilmente visualizado na figura 13.
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Figura 13. Representa a média + DP dos niveis de malondialdeido de ratos
SHRSP tratados (n=6) com decilubiquinona (10mg/Kg/peso corporeo)
comparados aos ratos controle (n=6) apés 4 semanas de experimentagao.
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle.

Em relacdo ao perfil lipidico do grupo suplementado com
decilubiquinona, os ensaios enzimaticos revelaram uma redugdo significativa
(p<0,05) nos niveis de colesterol total e LDL-colesterol e um aumento nos
niveis de HDL-colesterol. Entretanto, na andlise dos triglicerideos os valores
nao apresentaram diferenca estatistica (Tabela 4)

Tabela 4. Representa a média + DP do perfil lipidico e da glicemia de ratos
SHRSP tratados (n=6) com decilubiquinona (10mg/Kg/peso corporeo)

comparados aos ratos controle (n=6), apdés 4 semanas de experimentacao.
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle.

Perfil Lipidico e Glicemia Controle (n=6) Tratado (n=6)
Colesterol total (mg/dl) 74,5+1,29 51+2,94*
LDL- colesterol (mg/dl) 37,51£3,54 21,4513,49*
HDL- colesterol (mg/dl) 27+3,07 39,75+4,27*
Triglicerideos (mg/dl) 50+2,63 466,68

No que diz respeito aos aspectos fisicos, ndo foram observados

alteracbes nas mucosas e pelagem dos animais tratados e controles. Em
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adicao, a pesagem dos figados dos animais, pelo método de Scherle, indicou
que ndo houve diferengca estatistica de peso entre os animais tratados e

controles, respectivamente 6,310,459 vs. 5,8+0,429.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho confirmou a ag&o antioxidante da decilubiquinona,
previamente observada in vitro por Armstrong et al (2003). O estudo
supracitado demonstrou que células pré-expostas a agentes oxidantes e
incubadas com decilubiquinona tiveram menor producdo de substancias
reativas ao oxigénio.

Adicionalmente, os niveis de malondialdeido apresentaram uma
importante reducdo no grupo tratado quando comparado ao grupo controle.
Segundo Pratico (2005), este efeito antioxidante pode ser associado ao
decréscimo de pressdo arterial pela redugédo dos niveis de radicais livres
envolvidos na disfungédo endotelial e hipertensao.

No que se refere a isso, a reducdo do estresse oxidativo foi um achado
de grande impacto sobre a atenuacgéo da hipertensdo severa e no controle dos
fatores de risco do acidente vascular encefalico na linhagem SHRSP (MURAD,
et al 2007).

Em ensaios prévios com a coenzima Q10, Danysz et al, 1994,
demonstraram a agao hipotensora desta ubiquinona, suplementada em ratos
da linhagem SHR. Além disso, Modi et al (2006), apresentaram efeitos
importantes da administracado de coenzima Q10, via intraperitoneal, no perfil
lipidico e no aumento da atividade da catalase em ratos Sprague-Dawley
submetidos ao diabetes.

Okamoto et al (1991), também apresentaram resultados interessantes,

apos a suplementacao de coenzima Q10 em ratos SHRSP, como a atenuacao
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da elevacao da pressao arterial e a diminuigdo da degradagéo dos fosfolipidios
de membrana.

Na realidade, a decilubiquinona tem uma cadeia de carbono lateral cinco
vezes menor do que a coenzima Q10, o que provavelmente favorece uma
melhor absorcao e utilizacao fisioldgica, detectada com a reducao da pressao a
partir da primeira semana de tratamento. Embasando esta teoria, pode-se citar
Naccache e Sha’Afi (1973), que indicaram trés critérios para determinacao da
permeabilidade através das membranas das células humanas: solubilidade
lipidica, tamanho da molécula e a natureza quimica do soluto.

De uma forma geral, substancias com propriedades antioxidantes atuam
através de reacgao direta com radicais, promovendo a regeneragao de outros
antioxidantes ou controlando a formacédo de espécies reativas de oxigénio.
Segundo Crane (2001), a coenzima Q10 pode regenerar o tocoferol e o
ascorbato, bem como controlar a produg¢ao de peréxidos de hidrogénio. Modi et
al (2006), ainda afirmaram que os efeitos benéficos promovidos pela coenzima
Q10 podem ser decorrentes de sua propriedade antioxidante.

Em relacdo a decilubiquinona, Walter et al (2000) observaram que essa
quinona também tem a capacidade de inibir a permeabilidade dos poros de
transicdo mitocondrial (PPTM). Interessantemente, outros autores confirmaram
estes achados (FONTAINE et al, 1998 MARTINUCCI et al, 2000;
ARMSTRONG et al, 2003). Em estudos comparativos foi demonstrado que
dentre as ubiquinonas, apenas a ubiquinona 0 e decilubiquinona promoveram a

inibicao da PPTM (FONTAINE et al, 1998).
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A permeabilidade de transicdo € um aumento, in vitro, da permeabilidade
mitocondrial da membrana interna permitindo a passagem de solutos com
massa de até 1500 Da. Algumas hip6teses sugerem que a PPTM sao canais
intimamente envolvidos com a morte celular, devido ao aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial interna, resultando em perda do
potencial transmembranico mitocondrial, promovendo o inchago da organela e
ruptura de membrana. Este poro quando ativado pode liberar citocromo C e
ativar caspases promovendo o processo de apoptose. Existe também a
possibilidade de perda de energia celular durante o rompimento da mitocéndria,
o que resulta em necrose (ARMSTRONG et al, 2003). Segundo Walter et al
(2000), a necrose e a apoptose geradas pela abertura desses poros podem
estar diretamente envolvidas com a hipertenséo.

Interessantemente, evidéncias demonstraram que a inibicdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio pela decilubiquinona, bloqueou a
permeabilidade dos poros de transicdo mitocondrial e inibiu a morte celular
Este fato indica que o efeito inibitério da decilubiquinona sobre a PPTM pode
ser uma consequéncia da sua acao antioxidante, por prevenir a formacéo de
ERO ou sequestrar os EROs gerados pelo citocromo bc1 (ARMSTRONG,
2003). Assim, o efeito antioxidante e a posterior inibicdo da permeabilidade
dos poros de transicdo, ambos providos pela suplementacdo de
decilubiquinona, podem evitar a morte celular e prevenir a progressdo da
hipertenséao.

No concernente ao perfil lipidico e a glicemia, a suplementagdo com

decilubiquinona apontou uma reducdo do colesterol total e LDL-colesterol,
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seguida de um aumento significativo do HDL-colesterol, sem alterar os niveis
de glicose sanguinea e triglicerideos séricos.

A alteracao benéfica nos niveis de HDL-colesterol pode ser explicada
pela propriedade antioxidante da decilubiquinona. Segundo McCall et al (1995),
aldeidos derivados da peroxidacéao lipidica (acetaldeido, acroleina, hexanal, 4-
hidroxinonenal, e malondialdeido), sdo poderosos inibidores da enzima lecitina-
colesterol acil transferase (LCAT), que esterifica o colesterol livre em
lipoproteina de alta densidade (HDL). Assim, a decilubiquinona ao reduzir os
niveis de malondialdeido pode preservar a producdo de HDL-colesterol pela
inibicdo dos aldeidos provenientes do estresse oxidativo. Entretanto, os
mecanismos que definem a redugdo do LDL-colesterol permanecem
desconhecidos.

Por outro lado, a suplementacdo de decilubiquinona n&o apresentou
diferenca significativa na avaliacdo dos parametros biolégicos: peso corporeo,
diurese, ingestdo de agua e ragcdo entre os grupos tratado e controle.
Resultados similares foram encontrados na suplementacado com coenzima Q10
(MODI et al, 2006). Em adicdo, na analise dos testes neuroldgicos nao houve
alteracdo importante e estatisticamente significativa nos parametros cognitivos,
sensério-motores e posturais em ratos suplementados e ratos controles.
Concomitantemente, nenhum dos animais acompanhados apresentou
modificagdes no comportamento.

No exame fisico dos animais ndo foram demonstradas alteracoes
observaveis na distribuicdo da pelagem e condicbes das mucosas e com

relacdo a andalise macroscopica do figado, os valores encontrados na aplicagao
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do método de Scherle ndo apresentaram diferenca significativa entre grupos.
Estes fatos associados apontam para a seguranca da utilizacdo da

decilubiquinona administrada in vivo nos modelos animais.
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7. CONCLUSAO

A suplementagdo de decilubiquinona em ratos espontaneamente
hipertensos com propensao ao acidente vascular encefalico (SHRSP) provocou
uma atenuacao nos niveis de pressao arterial sistélica, colesterol total, LDL-
colesterol e malondialdeido séricos. Adicionalmente, foi constatado um
aumento significativo nos niveis de HDL-colesterol. Estas alteragbes
promovidas pela decilubiquinona sao provavelmente associadas a capacidade
antioxidante desta droga. Assim, estes achados apontam a decilubiquinona
como um novo agente anti-hipertensivo, hipolipidémico e antioxidante que pode

ser util na modulagéo dos fatores de risco do acidente vascular encefalico.
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