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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS HIPOGLICEMIANTE E ANTIINFLAMATORIO DA LOVASTATINA
EM ROEDORES. Dissertacio submetida como parte dos requisitos necessarios a obtencio do grau de
Mestre em Farmacologia do Programa de Pdés Graduacio em Farmacologia do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Brasil.
Danilo Oliveira Gongalves; Orientadora: Profa. Dra. Glauce Socorro de Barros Viana.

Os efeitos antiinflamatodrio, hipoglicemiante e hipolipemiante da lovastatina foram avaliados sobre os
modelos da peritonite e edema de pata induzidos por carragenina 1% e modelo de diabetes mellitus
induzida por aloxano. A lovastatina reduziu o edema de pata, expresso em mL, induzido por
carragenina 1% com as doses de 2, 5 e 10 mg/kg na 2* h (1,33 + 0,12; 1,03 + 0,19; 1,19 £ 0,21;
respectivamente), na 3* h (2,30 £0,17; 1,76 £0,23; 1,93 £ 0,21) e 4* h (2,44 £ 0,12; 1,85 £ 0,21; 2,06
+ (0,35) em comparacdo ao grupo controle (1,83 =0,21; 2,86 £ 0,24 ¢ 3,26 = 0,13). A indometacina (20
mg/kg), utilizada como droga de referéncia, também reduziu o edema nas horas citadas (0,96 £ 0,09;
1,28 £ 0,23 ¢ 1,36 = 0,17). A lovastatina reduziu a migragdo de neutrofilos induzida pela carragenina
nas doses de 2 mg/kg (16,0 = 2,1 x 10°/mm’), 5 mg/kg (16,1 = 2,0 x 10°/mm’) e 10 mg/kg (15,5 2,3
x 10°/mm®) em comparagdo ao grupo controle (58,7 + 10,5 x 10°/mm®). A dexametasona (1mg/kg)
utilizada como padrdo apresentou resultado semelhante (14,3 + 3,5 x 10°/mm°). Para avaliagdo dos
efeitos hipoglicemiante e hipolipemiante induziu-se o disturbio metabdlico através da injecdo de
aloxano (40 mg/kg. i.v.) e utilizou-se diferentes esquemas de tratamento com lovastatina. Sobre o
tratamento curativo a lovastatina reduziu a hiperglicemia causada pelo aloxano no quinto dia de
tratamento com as doses de 2 mg/kg (reducao de 41,7%), 5 mg/ kg (43,3%), 10 mg/kg (45,3%) e 20
mg/kg (42,2%). O controle manteve a hiperglicemia (334,1 + 27,7; 335,5 +£24,1). Efeitos semelhantes
foram encontrados sobre os niveis de triglicerideos: 2 mg/kg (reducdo de 70%), 5 mg/kg (55,4%) e 10
mg/kg (47,6%) e 20 mg/kg (31%); sobre os niveis de colesterol: 2 mg/kg (redugdo de 33,6%), 5 mg/kg
(36,7%), 10 mg/kg (35%) e 20 mg/kg (39,8%); Sobre a AST: 2 mg/kg (redugdo de 36%), 5 mg/kg
(45%), 10 mg/kg (43%) e 20 mg/kg (37,8%). Sobre a ALT somente a dose de 20 mg/kg mostrou
redugdo (38,9%). Foi realizado um tratamento preventivo onde ratos foram previamente tratados por 5
dias com lovastatina 2mg/kg e em seguida induziu-se o diabetes. A lovastatina preveniu o
aparecimento da hiperglicemia (170,7 + 28,2 mg/dL) em comparagdo ao controle (312,4 = 22,0). O
mesmo ocorreu em relacdo aos triglicerideos (252,8 + 46,7 e 461,3 = 34,7; LOV e veiculo,
respectivamente) e colesterol (112,4 £ 9,7 e 191,6 = 18,9), contudo nao houve diferenca entre os
grupos em relacdo a AST (34,4 = 1,3 ¢ 35,7 £ 2,1 UI/L) e ALT (44,2 + 1,1 ¢ 43,9 = 1,2 UI/L).
Também foi realizado um tratamento sub-cronico por 23 dias com lovastatina ap6s a indugdo do
diabetes. Os parametros foram analisados no dia 0, dia 5 e dia 23. Sobre a glicemia as doses de 2
mg/kg (309,2 + 30,5; 172,0 + 38,0 ¢ 176,7 = 33,1) e 5 mg/kg (346,3 + 21,5; 226,7 + 25,8 ¢ 125,8 £
20,4) mostraram reducdo em comparagdo ao controle (373,0 + 47,5; 347,5 = 26,2 ¢ 338,6 = 25,3). O
mesmo ocorreu com os triglicerideos: 2 mg/kg (373,1 £ 97,6; 67,0 £ 48,4 e 179,8 + 40,3), 5 mg/kg
(606,9 = 102,0; 195,2 + 30,5 e 56,1 = 10,0) e controle (573,0 + 27,2; 485,7 + 54,2 ¢ 459,7 + 33,7);
colesterol: 2 mg/kg (108,0 + 8,4; 74,0 £ 5,8 ¢ 73,4 £ 5,1), 5 mg/kg (117,5 +7,2; 759 +£49¢ 743 +
6,4) e controle (130,0 £ 6,3; 121,8 4,9 ¢ 116,4 + 7,8). O tratamento mostrou efeito somente sobre a
AST: 2 mg/kg (30,4 +2,3; 38,4 +3,4¢ 29,4 +£1,1), 5 mg/kg (38,7 +7,7; 46,7+ 3,5¢ 32,5£55) ¢
controle (41,8 £ 1,8; 40,9 = 6,3 ¢ 69,6 £ 2,4). A associagdo da lovastatina (2 mg/kg) com
glibenclamida (5 mg/kg) ndo potencializou o efeito de ambas as drogas sozinhas na redugdo da
glicemia no quinto dia de tratamento: LOV 2 (redu¢do de 64,5%), GLIB 5 (78%) e LOV + GLIB
(77,6%). Resultado semelhante foi obtido na associacdo com metformina (50 mg/kg): LOV 2 (redugdo
de 64,5%), METF 50 (72%) ¢ LOV + METF (75%). Os resultados encontrados demonstram que a
acdo antiinflamatdria da lovastatina ¢ um importante efeito paralelo, principalmente na prevencgdo e
tratamento dos distirbios inflamatorios vasculares associados com aterosclerose e diabetes. Além
disso, o efeito hipoglicemiante mostrado pela droga parece ser independente dos seus efeitos
hipolipemiantes, demonstrando uma possivel ag@o auxiliar no tratamento de individuos diabéticos.

Palavras-chave: Lovastatina. Diabetes mellitus. Inflamagdo. Hipoglicémicos.



ABSTRACT

EVALUATION OF HIPOGLICEMIC AND ANTIINFLAMMATORY ACTIONS OF LOVASTATIN IN
RODENTS. Dissertation undergoing as a requirement to obtain the Master’s Degree in Pharmacology
from the Pos-graduation Program in Pharmacology of the Department of Physiology and Pharmacology,
Medical School, Federal University of Ceara, Fortaleza, Brazil. Danilo Oliveira Gongalves; Teacher: Dra.
Glauce Socorro de Barros Viana.

The anti-inflammatory, hypoglicemic and hypolipidemic effects of lovastatin were evaluated on
animal models of carrageenan-induced peritonitis and paw edema and alloxan induced diabetes.
Lovastatin reduced the paw edema, mL, induced by carrageenan at the doses of 2, 5 and 10 mg/kg
during the period of measures: 2" h (1,33 +£0,12; 1,03 £0,19; 1,19 £ 0,21; respectively), 3h (2,30 =
0,17; 1,76 = 0,23; 1,93 £ 0,21) and 4™ h (2,44 £0,12; 1,85 £ 0,21; 2,06 £ 0,35) when compared to
control group (1,83 + 0,21; 2,86 + 0,24 ¢ 3,26 + 0,13). Indometacin used as reference drug also
reduced the edema (0,96 + 0,09; 1,28 + 0,23 ¢ 1,36 = 0,17). Lovastatin reduced carrageenan-induced
neutrophil migration at the doses of 2 mg/kg (16,0 £ 2,1 x 10>/mm’), 5 mg/kg (16,1 2,0 x 10°/mm’) e
10 mg/kg (15,5 + 2,3 x 10°/mm’) when compared to control group (58,7 + 10,5 x 10°/mm’).
Dexametasone used as reference drug showed similar results (14,3 £ 3,5 x 10*/mm?*). To evaluate the
hypoglycemic and hypolipidemic effects a metabolic disorder was induced by injection of alloxan (40
mg/kg, i.v.) and different treatments schedules with lovastatin were used. On curative treatment,
lovastatin reduced the alloxan induced-hyperglycemia, mg/dL on the fifth day of treatment at the
doses of 2 mg/kg (reduction de 41,7%), 5 mg/ kg (43,3%), 10 mg/kg (45,3%) and 20 mg/kg (42,2%).
Control group keep the level of hyperglycemia (334,1 + 27,7; 335,5 £ 24,1). Similar results were
found above triglycerides levels : 2 mg/kg (reduction of 70%), 5 mg/kg (55,4%), 10 mg/kg (47,6%)
and 20 mg/kg (31%); Over cholesterol levels: 2 mg/kg (reduction of 33,6%), 5 mg/kg (36,7%), 10
mg/kg (35%) and 20 mg/kg (39,8%); Over AST levels: 2 mg/kg (reduction of 36%), 5 mg/kg (45%),
10 mg/kg (43%) and 20 mg/kg (37,8%). Over ALT levels only the dose of 20 mg/kg showed reduction
(38,9%). A five-day preventive treatment with lovastatin (2 mg/kg) was carried out before the
diabetes induction. Lovastatin prevent the hyperglycemia (170,7 + 28,2 mg/dL) when compared to
control (312,4 + 22,0). The same happened to triglycerides 252,8 + 46,7 ¢ 461,3 £ 34,7, LOV ¢
control, respectively) and cholesterol (112,4 £ 9,7 e 191,6 &+ 18,9), however no difference between the
groups were found when analyzing AST (34,4 = 1,3 ¢ 35,7 £2,1 UI/L) and ALT (44,2 £ 1,1 €439 +
1,2 UI/L). Also a subchronic treatment with lovastatin was undertaken. The parameters were
evaluated at the day 0, day 5 and day 23. On glycemia lovastatin at the doses of 2 mg/kg (309,2 +
30,5; 172,0 £ 38,0 e 176,7 = 33,1) and 5 mg/kg (346,3 + 21,5; 226,7 = 25,8 e 125,8 £ 20,4) showed
reduction when compared to control group (373,0 + 47,5; 347,5 + 26,2 ¢ 338,6 £ 25,3). The same
occured with triglycerides: 2 mg/kg (373,1 = 97,6; 67,0 £ 48,4 ¢ 179,8 £ 40,3), 5 mg/kg (606,9 £
102,0; 195,2 + 30,5 ¢ 56,1 £ 10,0) and control (573,0 = 27,2; 485,7 + 54,2 ¢ 459,7 + 33,7);
Cholesterol: 2 mg/kg (108,0 + 8,4; 74,0 + 5,8 ¢ 73,4 £5,1), 5 mg/kg (117,5+7,2; 75,9+ 49¢ 743 £
6,4) and control (130,0 £6,3; 121,8 £+ 4,9 ¢ 116,4 = 7,8). The treatment showed effect only over AST
levels: 2 mg/kg (30,4 +2,3; 38,4+ 3,4 29,4+ 1,1), 5 mg/kg (38,7 +7,7; 46,7 +3,5 e 32,5+ 5,5) and
control (41,8 £ 1,8; 40,9 £ 6,3 ¢ 69,6 £ 2,4). The association of lovastatin (2 mg/kg) and
glybenclamide (5 mg/kg) did not enhance the effects of both drugs alone on glucose levels at the day 5
of treatment: LOV 2 (reduction of 64,5%), GLIB 5 (78%) e LOV + GLIB (77,6%). A similar effect
was found when lovastatin was associated to metformin (50 mg/kg): LOV 2 (reduction of 64,5%),
METF 50 (72%) e LOV + METF (75%). The results found show that the anti-inflammatory effect of
lovastatin is an important parallel action, especially to prevent and treat vascular inflammatory
disorders associated to atherosclerosis and diabetes. Besides that, the hypoglycemic effect of the drug
seems to be independent of its hypolipidemic actions, suggesting an auxiliary action to treat diabetic
patients.

Key-Words: Lovastatin. Diabetes Mellitus. Inflammation. Hypoglycemic Agents.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Epidemiologia

Diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenga sistémica responsavel por altos niveis de
morbidade em paises desenvolvidos e gradualmente esta se tornando prevalente nos paises em
desenvolvimento. Caracteriza-se por elevados niveis de glicose no sangue devido a nao-
secrecdo de insulina ou resisténcia aos seus efeitos periféricos. Ambos os fatores causam

distirbios no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (CHAUDHRY et al., 2007).

O diabetes mellitus esta atingindo rapidamente taxas de prevaléncia alarmantes nos
paises desenvolvidos e ameagando a existéncia e a sobrevivéncia econdmica dos paises em

desenvolvimento (OSADEBE; OKIDE; AKABOGU, 2004).

Um numero muito grande de pacientes diabéticos surge ao redor do mundo nos dias
atuais ¢ a doenca ganha uma propor¢dao cada vez maior nos or¢amentos nacionais e
internacionais no que diz respeito ao planejamento e gastos com cuidados da satde. Projeta-
se que o diabetes dentro de 25 anos se tornard uma das maiores causas de morte e de
incapacidade do mundo. Areas que apresentam grande potencial de risco sdo a Asia e Africa,
onde as taxas de DM podem aumentar de duas a trés vezes em comparagao com os indices

atuais (NAGAPPA et al., 2003).

A IDF (International Diabetes Federation) estima que o diabetes deva ter matado
aproximadamente 3,8 milhdes de pessoas em 2007, o equivalente a 6% de toda a mortalidade

mundial, indice este correspondente ao da mortalidade da AIDS/HIV (IDF, 2006).

A Organizagao Mundial da Saude projeta que até 2020 o Brasil deve gastar cerca de
USS$ 49.2 bilhdes com cuidados em diabetes, doengas coronarianas ¢ infarto. Essa estimativa é

baseada na perda de produtividade resultante de morte prematura (IDF, 2006).

Diabetes tipo 2 ¢ a forma mais comum da doenga e constitui cerca de 90% da

populagdo afetada (KING; AUBERT; HERMAN, 1998). Os paises que terdo maior nimero
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de diabéticos no ano de 2025 serdo a India, China e Estados Unidos (RAMCHANDRAN;
SNEHLATA; VISWANATHAN, 2002).

O natmero de pessoas diabéticas aumenta gradativamente em decorréncia
principalmente do crescimento da populacdo, envelhecimento, urbanizacdo e aumento na
prevaléncia de obesidade e inatividade fisica. Quantificar a prevaléncia da doenca nos dias
atuais e no futuro ¢ de extrema importancia para permitir um planejamento racional e uma

distribuig¢@o de recursos eficiente no combate e prevengdo da doenga (WILD et al., 2004).

A prevaléncia do diabetes para todas as faixas etarias foi estimada como sendo de
2,8% no ano 2000 e 4,4% no ano de 2030. Foi projetado que o nlimero total de casos nesse
periodo de 30 anos deve aumentar de 171 milhdes para 366 milhdes de pacientes. A
prevalancia ¢ maior nos homens, contudo existe uma quantidade maior de mulheres diabéticas

(WILD et al., 2004).

1.1.2 Classificagao

A classificagdo atual do diabete mellitus estd representada no quadro 1. As formas
mais freqiientes de diabetes sdo o diabetes tipo 1 e o diabetes tipo 2 e os termos “dependente
de insulina” e “ndo dependente de insulina” anteriormente atribuidos respectivamente aos

dois tipos de diabetes foram eliminados (GROSS et al., 2002).
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Quadro 1 - Classificagdo etiologica do diabetes mellitus

Tipo Origem

Diabetes tipo 1 | Destruicdo auto-imune ou idiopatica das células beta, usualmente
levando a deficiéncia completa de insulina.

Diabetes tipo 2 | Graus variados de diminui¢@o de secrecdo e resisténcia a insulina

Outros tipos A. Defeitos genéticos da funcdo da célula
especificos B. Defeitos genéticos da agdo da insulina

C. Doencas do pancreas exdcrino

D. Endocrinopatias

E. Inducido por drogas ou produtos quimicos

F. Infeccgoes

G. Formas incomuns de diabetes imuno-mediado

Diabetes Modifica¢des metabdlicas durante a gravidez
Gestacional

Fonte: Gross et al. (2002)

Diabete mellitus tipo 1 - No diabetes tipo 1 ocorre destruigdo das células beta do
pancreas, usualmente por processo auto-imune (forma auto-imune; tipo 1A) ou menos
comumente de causa desconhecida (forma idiopatica; tipo 1B) . Na forma auto-imune ha um
processo de insulite e estdo presentes auto-anticorpos circulantes (anticorpos anti-
descarboxilase do acido glutdmico, anti-ilhotas e anti-insulina). De uma forma geral, a
instalacdo do quadro de diabetes tipo 1 auto-imune ¢ relativamente abrupta e muitas vezes o

individuo pode identificar a data de inicio dos sintomas (GROSS et al., 2002).

A partir da década de 80, foi descrita a ocorréncia de diabetes de origem auto-imune
de instalagdo insidiosa, denominado de LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults). A
idade média dos pacientes com LADA ¢ em torno dos 50 anos e por isto estes pacientes sao
inicialmente classificados de forma errénea como tipo 2 (GROOP; BOTAZZO; DONIACH,
1986). O LADA compartilha com o diabetes tipo 1 a evidéncia de auto-imunidade e faléncia
de secrecdo de insulina pelas células beta e com o diabetes tipo 2, a idade de instalagdo e a
presenca de resisténcia insulinica. Por estas razdes existe a sugestdo de que poderia ser

considerado um tipo distinto de diabetes (CARLSSON et al., 2000).

A forma idiopatica do diabetes tipo 1, o tipo 1B, é caracterizada pela auséncia tanto de

insulite como dos anticorpos relacionados ao diabetes autoimune, e existe descri¢ao de



21

subtipos desta forma com instalacdo e evolucdo mais abrupta e fulminante em alguns casos

(IMAGAWA et al., 2000).

A conseqiiéncia da perda das células beta ¢ a deficiéncia absoluta da secrecdo de
insulina, o que por sua vez deixa os pacientes suscetiveis a ocorréncia de cetoacidose, muitas
vezes a primeira manifestagdo da doenca. O quadro de cetoacidose ¢ a expressao maxima da
deficiéncia de insulina e pode também ocorrer na presenga de estresse infeccioso, ou de
qualquer etiologia ou ser decorrente do uso inadequado da insulina (REPORT of the expert
committee..., 1997). No diabetes tipo 1, o intervalo maximo de tempo apds o diagndstico em
que o individuo pode permanecer sem usar obrigatoriamente insulina, ou seja, periodo em que
ndo ocorre cetoacidose, ¢ em geral de 1 a 2 anos. Este dado algumas vezes pode ser util na
classificagdo do individuo, ja que se assume que o paciente que necessita de insulina apenas
apods 2 anos do diagnostico da doenga € em geral classificado como diabético tipo 2 (GROSS

etal., 2002) .

O pico de incidéncia do diabetes tipo 1 ocorre dos 10 aos 14 anos de idade, havendo a
seguir uma diminui¢do progressiva da incidéncia até os 35 anos, de tal maneira que casos de
diabetes tipo 1 de inicio apds esta idade sdo pouco freqiientes. No entanto, individuos de

qualquer idade podem desenvolver diabetes tipo 1 (GROSS et al., 2002).

Diabete mellitus tipo 2 - O diabetes tipo 2 ¢ mais comum do que o tipo 1, perfazendo
cerca de 90% dos casos de diabetes. E uma entidade heterogénea, caracterizada por distirbios
da acdo e secre¢do da insulina, com predominio de um ou outro componente. A etiologia
especifica deste tipo de diabetes ainda nio esta claramente estabelecida como no diabetes tipo
1. A destrui¢dao auto-imune do pancreas nao estd envolvida. Também ao contrario do diabetes
tipo 1, a maioria dos pacientes apresenta obesidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1999).

A idade de inicio do diabetes tipo 2 ¢ varidvel, embora seja mais freqiiente apos os 40
anos de idade, com pico de incidéncia ao redor dos 60 anos. Estudos que aliam a obesidade a
idade superior a 40 anos indicam este ponto de corte da idade como discriminatorio entre os
dois tipos de diabetes (HOTHER-NIELSEN et al., 1988). Por outro lado, outros autores
associam a auséncia de episédio agudo de cetoacidose e idade superior a 20 anos como

indicadores da presen¢a de diabetes do tipo 2 (SERVICE et al., 1997). Portanto, a idade de
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forma isolada parece ndo definir a classificagdo, mas se aliada a outras variaveis como
obesidade e auséncia de cetoacidose podem sugerir o tipo de diabetes. Deve ser levado em
conta que, embora a ocorréncia de cetoacidose seja caracteristica do estado de deficiéncia
insulinica do tipo 1, o paciente tipo 2 pode apresentar este quadro na vigéncia de
intercorréncias graves como infecgdes ou episodios agudos de doencga cerebrovascular

(KITABCHI et al., 2001).

A ocorréncia de agregacdo familiar do diabetes ¢ mais comum no diabetes tipo 2 do
que no tipo 1. No entanto, estudos recentes descrevem uma prevaléncia duas vezes maior de
diabetes do tipo 1 em familias com tipo 2, sugerindo uma possivel interagdo genética entre os
dois tipos de diabetes. A diferenciacdo entre os dois tipos mais comuns de diabetes ¢ em geral

relativamente simples e baseia-se fundamentalmente em dados clinicos (LI et al., 2001).

Outros tipos especificos de diabetes - Na medida em que tém sido elucidados os
processos de patogénese do diabetes, tanto em relacdo a marcadores genéticos como aos
mecanismos de doenga, tem crescido o niimero de tipos distintos de diabetes, permitindo uma
classificagdo mais especifica e definitiva. Recentemente, tem-se dado énfase a duas categorias
de tipos especificos de diabetes: diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity Onset
Diabetes of the Young - MODY) e diabetes de origem mitocondrial. O tipo MODY engloba
um grupo heterogéneo de diabetes sem predisposi¢do para a cetoacidose e sem obesidade,
com hiperglicemia leve, com inicio antes dos 25 anos de idade e com varias geracdes de
familiares com diabetes, configurando uma heranca autossémica dominante. Usualmente,
estes pacientes apresentam um defeito de secrecdo de insulina relacionado a mutagdes em
genes especificos. Estima-se que este tipo de diabetes seja responsavel por cerca de 1 a 5%
dos casos de diabetes (FAJANS; BELL; POLONSKY, 2001). O diabetes de origem
mitocondrial ou diabetes com surdez e heranga materna caracteriza-se por ocorrer em
individuos jovens ndo-obesos. Inicialmente a hiperglicemia ¢ leve e pode progredir
lentamente para graus mais avangados que necessitam emprego de insulina. Ocorre devido a
uma mutacdo do DNA mitocondrial interferindo com a produgdo de energia. Os pacientes
usualmente apresentam surdez neurossensorial e distrofia macular e menos freqlientemente

pode haver miopatia, cardiomiopatia e doenga renal (GUILLAUSSEAU et al., 2001).

Diabete mellitus gestacional - O diabetes gestacional ¢ definido como a tolerancia

diminuida aos carboidratos, de graus variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez
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durante a gestacao, podendo ou nao persistir apos o parto (WHO, 1999). Os fatores de risco
associados ao diabetes gestacional sdo semelhantes aos descritos para o diabetes tipo 2,
incluindo, ainda, idade superior a 25 anos, ganho excessivo de peso na gravidez atual,
deposicdo central excessiva de gordura corporal, baixa estatura, crescimento fetal excessivo,
polidramnio, hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez atual, antecedentes obstétricos de
morte fetal ou neonatal (GROSS et al., 2002). As mulheres com diabetes gestacional devem
ser reavaliadas com a medida da glicose de jejum ou com o TOTG seis semanas apds o parto,
com a finalidade de reclassificagdo do seu estado metabolico (SCHMIDT; REICHELT,
1999).

1.2 Patologia

A maior causa de morbimortalidade em individuos diabéticos ¢ a disfuncdo imune
(FAIRCHILD; KYNER; ABDOU, 1982). Os quatro importantes fatores que tornam esses
pacientes mais susceptiveis ao desenvolvimento de complicacdes sdo: susceptibilidade a
infecgdes, hiperglicemia, doenga vascular e danos ao sistema nervoso (POZZILLI;
SIGNORE; LESLIE, 1997). Em pacientes diabéticos as infec¢des ocorrem de maneira mais
frequente e severa do que em pacientes ndo-diabéticos, devido em grande parte ao
desenvolvimento de respostas imunoldgicas tanto humorais como celulares (SMITHERMAN;
PEACOCK, 1995). O aumento da susceptibilidade as infec¢des devido a severidade da
disfuncdo levou a Organizacdo Mundial da Saude a classificar o diabetes mellitus como uma

doencga de imunodeficiéncia secundaria (WHO, 1978).

Vérios aspectos demonstram estar desregulados durante o processo inflamatdrio
associado ao diabetes mellitus. Estes incluem diminui¢do das respostas microvasculares a
mediadores inflamatorios (FORTES; GARCIA LEME; SCIVOLETTO, 1984), reducao da
ligacdo protéica e formagdo de edema (GARCIA; HAMAMURA; LEITE, 1973), diminui¢do
da degranulagdo de mastocitos (CAVALHER-MACHADO et al., 2004), diminui¢do da
interagdo dos leucdcitos com a parede endotelial e diminui¢do destes nas areas de lesdes
inflamatorias (ANJOS-VALOTTA et al., 2006), baixa formagdo de superdxido (ALBA-
LOUREIRO et al., 2007). Essas anormalidades podem contribuir para um aumento da

susceptibilidade e severidade das infec¢des nos individuos diabéticos.
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As principais caracteristicas do DM sao polidipsia, poliaria e polifagia, perda de peso,
fraqueza muscular e hiperglicemia (SHAN; MING; REN, 2005). A hiperglicemia cronica
gera complicacdes secundarias que afetam principalmente os olhos, rins, nervos e artérias

(RAZ; SKYLER; SHAFRIR, 2003).

A hiperglicemia também facilita a interagao da glicose e seus analogos com proteinas
e lipidios. Os produtos destas reagdes ndo catalisados enzimaticamente, conhecidos
comumente como produtos finais avangados de glicosilagdo estdo relacionados com
desenvolvimento em longo prazo das complicagdes diabéticas (BROWNLEE et al., 2001).
Através da interacdo com varios diferentes receptores nas células endoteliais, células do
musculo liso e células mononucleares fagocitarias esses produtos finais de glicosilacao
modificam tanto a estrutura como as fungdes celulares, levando ao desenvolvimento das
complica¢des microvasculares e macrovasculares do diabetes. A glicosilagdo ndo-enzimatica

de proteinas também deve interferir na fungdo dos leucécitos (GOLDIN et al., 2006).

1.2.1 Diabetes e mediadores inflamatorios

O desenvolvimento do conceito de que o diabetes mellitus ¢ uma condig¢ao
inflamatoria € novo e interessante para a compreensao dessa condi¢do e tem implicacdes em
termos de patogenia e complicacdes da doenca. O conceito de inflamacdo em relagdo as
condi¢des metabdlicas como obesidade e resisténcia insulinica remontam a 1993 quando se
demonstrou que os adipdcitos expressavam uma citocina pro-inflamatoria, o fator de necrose
tumoral alfa (TNF- o). Foi demonstrado que a expressdo do TNF-a nos adipocitos de animais
obesos estava aumentada e a neutralizagdo deste levava a diminui¢ao da resisténcia insulinica
nesses animais. Estabeleceu-se assim a primeira conexdo entre aumento da expressdao e da
concentracdo plasmatica de uma citocina pro-inflamatéria e resisténcia insulinica. Alguns
estudos também tém demonstrado que o DM ¢ uma condi¢do inflamatéria caracterizada por
concentragdes elevadas de reagentes de fase aguda no plasma, tais como o acido sialico e IL-
6. O fato de o diabetes mellitus ser uma condi¢do inflamatdria levou investigadores a
pesquisar se os mediadores inflamatérios poderiam prever o desenvolvimento da doenga.
Virios estudos confirmaram a presenga de mediadores da inflamagdo como preditores de

desenvolvimento de DM (DANDONA et al., 2004).
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Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular com diversas fungdes metabolicas e
enddcrinas que participam da inflamagdo e resposta do sistema imune. As principais fontes de
citocinas (adipocinas/adipocitocinas) sdo os tecidos adiposos subcutdneo e visceral

(CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006).

Entre os mediadores inflamatérios o TNF-a ¢ um possivel candidato a induzir
resisténcia insulinica. Ele ¢ produzido, entre outras células, por adipdcitos e esta aumentado
no tecido adiposo de roedores obesos bem como em humanos. Tem sido comprovado que a
produgdo de TNF-a estd aumentada durante hiperglicemia cronica em animais e que as altas
concentragdes de glicose per se também elevam a expressao da citocina em células
mononucleares do sangue periférico humano in vitro (MOROHOSHI et al., 1996). A elevada
produgdo de TNF-a tem sido indicada como mediadora de algumas condigdes patoldgicas do
diabete mellitus, tais como resisténcia a insulina e complicagdes diabéticas (NISHIMURA;
SATOH; TOYOTA, 1997). O TNF-a induz resisténcia a insulina através da supressdao da
transducdo de sinal que leva a acdo do hormoénio nos musculos e no tecido adiposo

(FEINSTEIN et al., 1993).

Dados recentes sugerem que enquanto o TNF-a age de forma paracrina no adipocito, a
IL-6 circula no plasma em concentracdes relativamente altas, sendo, portanto, muito mais
importante sistemicamente. De fato, ela ¢ chamada de “citocina endocrina”. Alguns dos
efeitos metabodlicos da IL-6 (uma citocina pleiotropica) demonstram que, em estudos in vitro,
essa citocina induziu inibicdo dependente de dose da liberacdo de insulina estimulada por
glicose. In vivo, a IL-6 recombinante induziu alteragdes metabolicas usualmente encontradas
em estados catabolicos, aumentando as concentragdes plasmaticas de glicose sem alterar
significativamente as concentragdes plasmaticas de insulina ou peptideo C. Apesar das células
gordurosas contribuirem com 1/3 da concentragdo circulante de IL-6, existem outras fontes
importantes de produ¢do, como os mondcitos. Esse mecanismo ndo parece ser importante em
concentragdes normais de glicose de jejum, mas pode ser importante no DM. Nesse contexto,
talvez a IL-6 represente um fator hormonal que causa resisténcia insulinica (CARVALHO;

COLACO; FORTES, 2006).

1.2.2 Diabetes e estresse oxidativo
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Uma das complicagdes tardias do diabete mellitus ¢ a formagdo de produtos finais
avangados de glicosilagdo (VLASSARA; PALACE, 2002). Alguns desses produtos podem
reagir com outras proteinas e também sdo capazes de causar aumento da permeabilidade e
espessura da parede dos vasos sanguineos com consequente perda de elasticidade
(DOMINICZAK et al., 1990). A glicosilagdo de proteinas e a autooxidagdo da glicose leva a
geracao de radicais livres em pacientes diabéticos, o que por sinal catalisa da peroxidagdo de
lipidios (ONORATO et al., 2000). O estado antioxidante no diabético estd comprometido o
que o torna incapaz de exercer protecdo tecidual contra os danos causados pela oxidagdo

derivada dos radicais livres (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000).

E bem conhecido que o estresse oxidativo desregula varias fungdes celulares e que
desenvolve importante papel na fisiopatologia de muitas doencas. Pacientes diabéticos estao
expostos ao estresse oxidativo e as complicagdes da doenga parecem estar relacionadas a esse
processo. Hiperglicemia ¢ uma das principais causas do desenvolvimento do estresse
oxidativo. Quando os niveis glicémicos estdo elevados, os altos niveis de actcares redutores
promovem glicosilagdo com consequente producdo de produtos finais de glicosilagdo.
Espécies reativas de oxigénio também sdo formadas nesse processo e desencadeiam a lesao
tecidual. Recentemente, a progressiva deterioracao funcional das células beta em diabéticos
tipo 2 tem sido relacionada com a lesdo tecidual decorrente do estresse oxidativo. Devido a
baixa expressdo de enzimas antioxidativas as células beta sdo muito mais vulneraveis a lesao
quando comparadas com outros tecidos (LENZEN; DRINKGERN; TIEGE, 1996). Além
disso, o estresse oxidativo também ¢ responsavel pelo aumento da apoptose das células beta e
supressdo da biossintese de insulina (KANETO et al., 1996). Existem evidéncias crescentes
que sugerem que apoptose € o principal mecanismo que leva as células beta a morte com
consequente desenvolvimento de diabetes tipo 1, € que a maior causa da morte dessas células

¢ a infiltracdo de linfocitos nas ilhotas pancreaticas (KAY et al., 2000).
1.2.3 Complicagdes diabéticas
O diabete mellitus constitui-se num dos principais problemas de saude publica devido

a elevada prevaléncia, complicacdes cronicas incapacitantes e aumento da mortalidade dos

individuos afetados.
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Nefropatia Diabética - A ND acomete cerca de 35% dos individuos com DM tipo 1 e
entre 10 a 40% daqueles com DM tipo 2 (REDDI; CAMERINI-DAVALQS, 1990). O pico de
sua manifestacdo clinica ocorre por volta dos 15 anos de evolugdo do DM, estigio este
caracterizado pela presenca de macroproteintiria (excre¢do urindria de 500mg de proteinas

nas 24 hs) e hipertensao arterial (MOGENSEN; CHRISTENSEN; VITTINGHUS, 1983).

Cetoacidose diabética (CAD) — A CAD tem sido registrada com freqiiéncia
significativa e crescente nas ultimas décadas em estudos de incidéncia nos Estados Unidos e
em alguns paises europeus, o que também tem sido observado em unidades de emergéncia no
Brasil. A cetoacidose ¢ uma complicagdo aguda tipica do paciente diabético do tipo 1 e esse
conjunto de distirbios metabdlicos se desenvolve em uma situagdo de deficiéncia insulinica
grave ou absoluta, comumente associada a condi¢des estressantes que levam ao aumento dos
hormdnios contra-reguladores (glucagon, GH, glicocorticoides, catecolaminas). O aumento
da atividade cetogénica ¢ um componente fisiopatoldégico marcante em tal situacdo de
emergéncia clinica. Os fatores precipitantes da cetoacidose ou do estado hiperglicémico
hiperosmolar s3o, em sua maioria, de natureza infecciosa aguda (respiratdria, urindria,
genital, cutanea, etc.), freqiientemente associada ou ndo, ao tratamento insulinico
interrompido ou inadequado as condigdes do paciente. A hiperglicemia, resultante tanto da
diminui¢do da utilizagdo periférica de glicose como do aumento de sua produgdo enddgena
(glicogendlise e gliconeogénese) ¢ um componente fisiopatoldgico caracteristico da situacao,
justificando varios dos sintomas e sinais tipicos da CAD, tais como polidipsia, poliuria e
graus variados de desidratacdo, que podem chegar a hipovolemia acentuada e choque

circulatorio (FOSS-FREITAS; FOSS, 2003).

Retinopatia diabética (RD) - E a principal causa de cegueira adquirida em vérios
paises. Nos EUA estima-se que a cada ano surgem cerca de 5.000 cegos decorrentes do DM

(NEELY et al., 1998).

Disfuncéo endotelial — O termo disfuncdo endotelial refere-se a um desequilibrio na
producao endotelial de mediadores que regulam o tonus vascular, agregacdo plaquetaria,
coagulacdo e fibrindlise, sendo o tonus vascular o aspecto mais estudado. Em pacientes com
diabetes estavel a qualidade de vida e as expectativas de sobrevida sdo determinadas pelas
complicagcdes da doenga. A disfun¢do endotelial é uma complicacdo diabética bem

documentada e estd presente nas varias formas de diabetes e até¢ em individuos pré-diabéticos
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(SZABO et al., 2002). A patogénese dessa disfun¢io endotelial inclui o aumento da via dos
poliois, estado redox celular alterado, formacao aumentada de diacilglicerol, ativagdao de
isoformas especificas de proteino-quinase C e formagdo ndo-enzimdtica de produtos
avancados finais de glicosilacdo. Muitas dessas vias desencadeiam a produgdo de agentes
oxidantes derivados do oxigénio e nitrogé€nio além de radicais livres, tais como os anions
superoxido e peroxinitrito, que desenvolvem um importante papel na patogénese da disfungao

endotelial ¢ de outras complicagdes. (CERIELLO et al., 2003).

Pé diabético - Denomina-se pé diabético um estado fisiopatologico multifacetado
caracterizado por lesdes que surgem nos pés da pessoa com diabetes que ocorrem como
conseqiiéncia de neuropatia em 90% dos casos, de doenga vascular periférica e de
deformidades. As lesdes geralmente decorrem de trauma e freqiientemente se complicam com
gangrena ¢ infec¢des ocasionadas por falhas no processo de cicatrizagdo as quais podem
resultar em amputacdo quando nao se institui tratamento precoce e adequado (PEDROSA et
al., 1998). A neuropatia periférica constitui-se no fator significante nesses casos conduzindo a
lesdo/ulceragdo do membro inferior. Encontra-se presente em aproximadamente 80% a 85%
dos casos (REIBER; LIPSKY; GIBBONS, 1998) e pode comprometer as fibras sensitivas,
motoras e autonomicas. O componente sensitivo produz perda gradual da sensibilidade a dor,
percepcao da pressdo plantar, temperatura e propriocep¢do. Quanto ao componente motor,
este contribui para atrofia e fraqueza dos pequenos musculos dorsais desencadeando
desequilibrio nos tenddes flexores e extensores, deformidades e alteracdes no modo de
caminhar. J4 o componente autonomico reduz ou suprime o suor nos pés, deixando-os secos e
predispondo-os a rachaduras e fissuras, além de desencadear alteracdes arteriovenosas

(SUMPIO, 2000).

Neuropatia diabética - O mecanismo da neuropatia diabética nao esta claro, porém ¢é
atribuido a deterioracdo da funcdo do nervo subjacente as anormalidades metabolicas e
isquemia endoneural da circulagdo microvascular. Quando a neuropatia periférica se instala é
irreversivel, portanto ¢ particularmente importante que pessoas com diagndstico recente
tenham precaucdo em relacdo a sua progressao, mantendo adequado controle glicémico

(BOIKE; HALL, 2002).
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1.3 Tratamento

O Diabetes ¢ conhecido das ciéncias médicas ha mais tempo do que qualquer outra
doenga metabodlica hereditaria. Contudo, os métodos de tratamento existentes ndo sao

completamente satisfatorios (DHANABAL et al., 2007).

Tratamentos farmacoldgicos (insulina e hipoglicemiantes orais) assim como
tratamentos nao-farmacoldgicos (dieta e exercicio) podem ser utilizados para o controle do

diabete mellitus.

O aumento recente da quantidade de classes de drogas hipoglicemiantes ¢ notavel,
uma vez que desde a introducdo da insulina (inicio do século XX), das sulfoniluréias e
biguanidas (décadas de 1940 ¢ 1950) nenhuma modalidade terap€utica inovativa tinha sido
apresentada até uma década atras. Atualmente, dez diferentes classes de drogas estdo ou
estardo disponiveis para o tratamento do diabetes mellitus. A relagdo destas classes ¢

apresentada no quadro 2 (VERVOORT; TACK, 2007).
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Quadro 2 - Classes terapéuticas para tratamento de DM e seus mecanismos de agcdo

Agente Modo de a¢ao

Insulina Estimulacao dos receptores de insulina e
captagdo de  glicose

Sulfoniluréias Estimulagao da secrecao de insulina
Biguanidas Inibi¢do da gliconeogénese hepatica
Tiazolidinodionas Aumento da sensibilidade do musculo a

insulina, diminui¢do da lipotoxicidade e
modulagdo de adipocitocinas

Inibidores da a-glicosidade Retardam a absor¢do de glicose
Meglitinides Estimulagdo da secrecao de insulina
Analogos GLP-1 Estimulacdo da secregdo (glicose-

dependente) de insulina e inibi¢cdo da
liberagdo de glucagon

Inibidores da DPP-1V Estimulacdo da secregdo (glicose-
dependente) de insulina e inibi¢cdo da
liberagdo de glucagon via  aumento
enddgeno de GLP-I

Fonte: Vervoort e Tack (2007)

Além do uso da insulina, hipoglicemiantes orais também sao largamente utilizados no

controle da hiperglicemia.

Tiazolidinodionas (ou agonistas dos receptores PPAR-y, peroxisome-proliferator-
activated receptor-gamma) — Representam uma classe de drogas com novo mecanismo de
acdo. Como exemplos podem citar a troglitazona e a pioglitazona. Em resposta a ativagao dos
receptores PPAR-y a expressdo de diferentes genes dentro das células alvo muda. PPAR-y ¢
expresso principalmente em células de gordura e sua ativagdo leva a diferenciacdo de pré-
adipocitos. Dessa forma, as células de gordura captam triglicerideos mais facilmente,
enquanto a lipolise ¢ inibida. Subseqlientemente, o nivel de acidos graxos livres diminui

resultando em um aumento da sensibilidade a insulina. Outros mecanismos devem
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desempenhar algum papel na melhora da resposta a insulina (SEMPLE; CHATTERJEE;
O’RAHILLY, 2006).

Sulfoniluréias - Atuam através do fechamento dos canais de potassio ATP-
dependentes, abertura dos canais de calcio, efeito que aumenta as concentragdes intracelulares
deste ion. O resultado final ¢ a aceleragdo da secre¢do de insulina (KOBAYASHI et al.,

2002). Exemplo: glibenclamida.

Biguanidas - Constituem outra classe importante de hipoglicemiantes orais ¢ atuam
por inibir a gliconeogénese no figado, aumentando a densidade de receptores de baixa e alta
afinidade para a insulina e diminuindo a resisténcia aos efeitos periféricos da insulina

(KOBAYASHTI et al., 2002). Exemplo: metfotmina.

Inibidores da alfa-glicosidase - diminuem a absor¢do de carboidratos na dieta por

inibirem a digestdo de amido no duodeno, logo reduzindo a pico hiperglicémico pés-prandial

(CONIFF et al., 1995). Exemplo: acarbose.

Analogos GLP-1 (glucagon-like peptide-1) — Estimulam a secrecdo de insulina,
suprimem a liberagdo de glucagon e lentificam o esvaziamento gastrico (RATNER et al.,

2006). Exemplo: exenatida.

1.4 Modelos animais de diabetes mellitus

Modelos animais tém sido usados extensivamente na pesquisa sobre o diabetes. No
inicio do século passado estudos usaram cdes pancreotomisados para confirmar o papel do
pancreas na homeostasia da glicose o que acabou culminando na descoberta da insulina. Nos
dias atuais os experimentos sdo mais contidos e sujeitos a restrigdes legais e éticas. A maioria
dos estudos ¢ desenvolvida em roedores, embora alguns estudos necessitem de animais de
maior porte. Vdrias toxinas, incluindo estreptozotocina e aloxano, induzem hiperglicemia em
ratos ¢ camundongos. Atualmente, técnicas de biologia molecular t€ém produzido um vasto
namero de modelos animais para o estudo do diabetes, incluindo animais knock-in e knock-

out (REES; ALCOLADO, 2005).



32

Um dos métodos mais diretos para se estudar os efeitos da hiperglicemia em um
animal ¢ a remocao total ou parcial do pancreas. A espécie de animal usada ¢ determinada por
varios fatores. Em geral, quanto menor o animal mais facilmente o experimento pode ser
desenvolvido e mais barato se torna o procedimento. Por isso que ratos e camundongos
pancreotomisados sdo os mais comumente utilizados. Contudo, uma questdo importante
quando se usa roedores ¢ o fato deles nao refletirem adequadamente a situacdo em um ser
humano. Essa justificativa ¢ ocasionalmente utilizada para o uso de animais maiores, tais

como caes, gatos, porcos e primatas (REES; ALCOLADO, 2005).

M¢étodos nao-cirurgicos de indugdo de hiperglicemia que causam danos ao pancreas
também existem. Estes incluem a administracdo de toxinas tais como estreptozotocina
(JUNOD et al., 1969) e aloxano (LENZEN; PATTEN, 1988). O quadro 3 lista uma série de

agentes que conhecidamente causam diabetes.

Quadro 3 - Substancias com efeito diabetogénico em animais de experimentagao

aloxano
estreptozotocina
vacor
ditizona
8-hidroxiquinolona

Fonte: Rees ¢ Alcolado (2005)

Modelos animais de diabetes tipo 1 — O DMI em humanos ¢ caracterizado por
destruicdo especifica das células beta pancreaticas comumente associada a um dano imuno-
mediado. Embora o dano deva ocorrer de maneira silenciosa durante varios anos, durante a
apresentacao clinica o individuo apresenta pequena massa de células beta sobreviventes e a

desordem tende a progredir para uma total insulinopenia (DAHLQUIST, 1998).

A estreptozotocina ¢ uma nitrosuréia isolada do fungo Streptomyces achromogenes e
que possui um largo espectro antibidtico e atividade antineoplasica (BONO, 1976). E um
forte agente alquilante que interfere no transporte de glicose (WANG; GLEICHMANN,
1998), na fungdo da glicoquinase (ZAHNER; MALAISSE, 1990) e promove a quebra de
DNA (BOLZAN; BIANCHI, 2002). Uma tnica alta dose de estreptozotocina pode promover

diabetes em roedores pelos seus efeitos toxicos diretos.
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E bem conhecido que o aloxano induz diabetes mellitus em ratos através de uma agéo
necrética seletiva nas células beta do pancreas levando dessa forma a uma deficiéncia na
producdo de insulina (INDIAN PHARMACOPOEIA, 1996). Essa deficiéncia de insulina
produz uma série de aberragdes metabolicas nos animais, tais como hiperglicemia, degradagao
protéica e aumento nos niveis de colesterol e triglicerideos (GHOSH; SURYAWANSHI,
2001). Varios estudos demonstram que hiperglicemia e hiperlipidemia sdo caracteristicas
comuns no diabetes mellitus induzido por aloxano em animais (UMESH et al., 2005). Neste
modelo uma grande quantidade de radicais livres ¢ produzida, levando a um dano oxidativo
(DHAR et al., 2007). O aloxano ¢ um reagente toxico que causa hipertrofia renal e severas
anormalidades em parametros séricos: uréia, creatinina, AST ¢ ALT (CUTFIELD et al.,

1984).

O aloxano ¢ convertido em acido dialurico pela redugdo de dois elétrons, que por sua
vez apresenta alta instabilidade e ¢ convertido novamente em aloxano em uma reagao
acompanhada pela reducdo de oxigénio ao radical livre oxidativo, O,, e H,O,. Este Gltimo
através da reacdo de Fenton na presenca de ions Fe’" gera radicais hidroxil livres altamente

toxicos (SZKUDELSKI et al., 2001).

Em suma, o efeito diabetogénico do aloxano ¢ resultante da soma de varios processos,
entre eles a oxidagdo de grupos sulfidrila essenciais, inibicdo de glicoquinase, geracdo de
radicais livres e alteragdes nas concentragdes intracelulares de calcio (SZKUDELSKI et al.,

2001).

Modelos animais de diabetes tipo 2 — Modelos animais de DM2 tendem a ser tdo
complexos e heterogéneos quanto a condicdo humana. Em alguns animais a resisténcia a
insulina predomina, enquanto em outras a faléncia das células beta ¢ proeminente. Modelos
nos quais a intolerdncia a glicose ¢ parte de um fendtipo mais amplo de obesidade,
dislipidemia e hipertensdo também servem para avaliar a DM2 humana (LEIBEL; CHUNG;
CHUA, 1997).

1.5 Diabetes mellitus e dislipidemias

O diabetes tipo 1 é normalmente associado com niveis normais de LDL e HDL

colesterol e niveis elevados de trigliceridios, sendo este ultimo efeito principalmente devido
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ao pobre controle glicémico. Esse pobre controle associado a uma inadequada produgdo de
insulina leva a uma redug¢do da atividade da lipoproteina lipase com consequente
inaptabilidade de remog¢do de quilomicrons e VLDL. Quando o controle ¢ muito precario os
niveis de HDL podem estar diminuidos e os niveis de LDL elevados (O’BRIEN; NGUYEN ;
ZIMMERMAN, 1998).

O diabetes tipo 2 geralmente estd associado com niveis reduzidos de HDL, niveis
elevados de triglicerideos e niveis normais de LDL, no entanto, ocorre uma mudanca no
tamanho das particulas de LDL para uma forma menor, mais densa ¢ mais aterogénica. Essas
mudangas sao devidas a producdo hepatica aumentada de VLDL e a depuragao desregulada de
VLDL e quilomicrons, levando ao aumento da produ¢do de subespécies menores e mais
densas de LDL. A reducdo do HDL ocorre primariamente devido ao aumento da transferéncia
de colesterol do HDL para lipoproteinas ricas em triglicerideos, com concomitante
transferéncia de HDL para triglicerideos. Essas particulas ricas em triglicerideos sdo entao
hidrolisadas pela lipase hepatica e rapidamente catabolizadas e removidas. Resisténcia a
insulina aumenta a atividade da lipase hepatica que entdo hidrolisa fosfolipideos em particulas
de LDL e HDL, levando a particulas menores e mais densas de LDL e diminui¢do das

subespécies HDL, (GINSBURG, 2006).

1.6 Estatinas

1.6.1 Visdo geral

O numero de mortes causadas por doencas cardiovasculares e, em especial, por doenga
cardiaca coronariana tem declinado significativamente, mas as doengas cardiovasculares
continuam sendo as responsaveis pelo alto indice de mortalidade e morbidade em homens
com idade superior a 45 anos e mulheres acima de 65 anos. O niimero de mortes por doengas
cardiovasculares no mundo todo no ano de 2002 foi de 16,7 milhdes de pessoas, sendo que as
doencas cardiacas coronarianas foram responsaveis por 7,2 milhdes das mortes verificadas
(CAMPOS; CARVALHO, 2006). Nos Estados Unidos cerca de 215.000 pessoas morrem a
cada ano de doenca cardiovascular com 650.000 novos casos de infarto do miocardio
(SIERRA, 2003). No Brasil, de acordo com o anuario estatistico de 2001, 257.179 pessoas
morreram no ano de 1999 devido a doengas do aparelho circulatoério, representando 32,3%

dos obitos registrados. Deste valor, 76.639 mortes foram causadas por doencas isquémicas do
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coracao, 83.475 por doenga cerebrovascular e 97.065 devido as demais doengas do aparelho
circulatorio. Em 2002 o niumero de mortes no Brasil envolvendo doengas cardiacas foi de

139.601 (CAMPOS; CARVALHO).

Diversos estudos epidemiologicos envolvendo pacientes hiperlipidémicos tém
mostrado uma relagdo direta entre o risco de desenvolvimento de doenga arterial coronariana
(DAC) (“Coronary Heart Disease”, CHD) e lesdes aterosclerdticas devido aos altos niveis de
lipidios sanguineos geralmente na forma de lipoproteinas. A hiperlipidemia ou hiperlipemia
pode ser causada por disturbio genético, influéncias ambientais ou por uma combinagdo

destes fatores (WITZTUM, 1996).

As estatinas sdo os fairmacos mais usados para tratamento das hiperlipidemias com o
propdsito de diminuir os niveis de lipoproteinas plasmaticas ricas em colesterol e reduzir os
riscos de DAC. Estudos comprovam sua acdo na redugdo da mortalidade por doenca
cardiovascular (DCV). Seus beneficios sdo independentes de sexo ou idade sendo usados
tanto na prevengao primaria quanto na secundaria de DCV (PASTERNAK et al., 2002). Estes
efeitos sdo resultantes da atividade inibidora das estatinas sobre a enzima HMG-CoA redutase
(hidroximetilglutaril-CoA redutase) com a propriedade de bloquear a conversao do substrato
HMG-CoA em acido mevalonico, inibindo os primeiros passos da biossintese de colesterol

(CAMPOS; CARVALHO, 2006).

Mevastatina (ou compactina) foi o primeiro inibidor de HMG-CoA redutase
descoberto em 1976 originalmente isolado como produto metabdlico de culturas de
Penicillium citrinium, sendo sua afinidade pelo sitio enzimatico cerca de 10.000 vezes
superior ao substrato HMG-CoA (LIAO; LAUFS, 2005).

Investigacdes recentes tém mostrado diversos efeitos importantes das estatinas, como
acdo antineoplasica (JAKOBISIAK; GOLAB, 2003), inibi¢cdo da reabsor¢do ¢ssea (STAAL
et al., 2003), aumento da disponibilidade de 6xido nitrico endotelial (KALINOWSKI et al.,
2002), relaxamento do musculo liso (MUKALI et al., 2003), atenuagdo da hipertrofia do
miocito cardiaco induzida pelo endotélio (NISHIKIMI et al., 2002), inibigdo da proliferagao
de células endoteliais induzidas por fatores angiogénicos (VINCENT et al., 2002),
diminui¢ao dos niveis de citocina pro-inflamatdria IL-6 liberada pelo tecido adiposo (VAN

HARMELEN et al., 2003).
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Em 2002, atorvastatina foi o farmaco mais vendido no mundo, rendendo para o
fabricante Pfizer cerca de US$ 8 bilhdes (CAMPOS; CARVALHO, 2006). No momento, seis
estatinas sdo empregadas clinicamente: lovastatina (Mevacor®), pravastatina (Pravachol®),
sinvastatina (Zocor®), derivado semi-sintético, e fluvastatina (Lescol®), primeiro agente
totalmente sintético, derivado de mevalonolactona produzido na forma racémica
(WERMUTH, 1996). A nova geracdo de estatinas sintéticas enantiomericamente puras ¢

representada por atorvastatina (Lipitor®) e rosuvastatina (Crestor®).

1.6.2 Mecanismo de acdo

O mecanismo de acdo das estatinas para obtengdo da redugdo do colesterol se deve a
inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, por meio de uma afinidade destes farmacos com o
sitio ativo da enzima (Figura 1). Esta inibicdo ¢ reversivel e competitiva com o substrato

HMG-CoA (McTAGGART; BUCKETT; DAVIDSON, 2001).
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Figura 1 - Biossintese do colesterol

O colesterol ¢ um componente esterdide da membrana celular e um precursor
importante dos hormonios androgenos, estrogénios, progesterona e adrenocorticoides. A
primeira etapa da biossintese de colesterol no organismo ¢ realizada pela associacdo de trés
moléculas de acetil-Coenzima A (acetil-CoA) para formagdao de 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA). A conversao seguinte de HMG-CoA em 4cido mevalonico € catalisada
pela enzima HMG-CoA redutase e representa a etapa mais importante de controle da

biossintese de colesterol no organismo (Figura 1) (CAMPOS; CARVALHO, 2006).

A diminuicdo de colesterol plasmatico ¢ acompanhada pela reducdo dos niveis de
LDL. Apesar da importancia deste mecanismo no efeito hipocolesterolémico as estatinas

também induzem o aumento de receptores LDL, onde a lipoproteina LDL se fixa no tecido
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hepatico, ocorrendo depuracao de particulas como apo B-100 por endocitose. O aumento de
atividade dos receptores de LDL hepatico ¢ um dos fatores mais importantes para diminuigao
dos niveis de LDL plasmatico. Por esta razdo os inibidores de HMG-CoA redutase possuem
dupla agdo, diminuem a biossintese de colesterol e causam aumento do nlimero de receptores

LDL hepatico, aumentando a remocao de LDL circulantes (CAMPOS; CARVALHO, 2006).

1.6.3 Estatinas e inflamacao

Varios estudos demonstram que as estatinas podem reduzir o risco cardiovascular por
outros mecanismos, além dos efeitos na redugdo do colesterol, pois esses farmacos possuem
efeitos pleiotropicos que incluem a melhora da disfun¢do endotelial (aumento da liberacao de
oxido nitrico derivado do endotélio), efeitos antioxidantes diretos (inibindo a oxidagdo da
LDL-C e VLDL-C) ¢ indiretos, a¢do antiinflamatoria (demonstrada pela redu¢do da PCR e
moléculas de adesdo e pela inibicdo da proliferacdo de células do musculo liso na placa
aterosclerotica) e efeitos imunomodulatorios (LIAO, 2005). Parte do beneficio do tratamento
com inibidores da HMG CoA-redutase seria atribuido a estes efeitos pleiotropicos, como o
antiinflamatdrio, observado clinicamente pela diminuicdo dos marcadores de atividade

inflamatoria (NISSEN et al., 2005).

Como inibidores competitivos da HMG-CoA redutase, as estatinas causam a
diminui¢do do mevalonato (metabolito da sintese do colesterol) e conseqiientemente de outros
compostos isoprendides como o farnesilpirofosfato e geranilgeranilpirofosfato. Essas
proteinas atuam na isoprenilacdo pos-traducdo de proteinas, como os membros da familia da
GTPase, Ras, RhoA e Rac. A isoprenilagdo ¢ um passo fundamental para a associagdo dessas
pequenas proteinas & membrana plasmatica e é essencial para que estas apresentem atividade
biologica. Deste modo, as estatinas, por exemplo, ocasionam uma inibi¢do de Rho
aumentando a expressdo da 6xido nitrico sintase, que estaria inibida na presenca da proteina
Rho isoprenilada. A inibi¢do do Rac-1 pela auséncia de isoprenilacdo atenua a produ¢do de

espécies reativas do oxigénio (LANDSBERGER et al., 2005) .

Embora os mecanismos da acao dos inibidores da HMG-CoA redutase na diminui¢ao
das moléculas de adesio e da proteina C reativa ainda ndo sejam completamente
compreendidos sugere-se que a inibi¢ao das proteinas isopreniladas seja responsavel por parte

do efeito antiinflamatorio destes farmacos (ARNAUD; BRAUNERSREUTHER; MACH,
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2005). Entretanto, os inibidores da HMG-CoA redutase podem bloquear as -2 integrinas € o
antigeno de funcao leucocitaria-1 (LFA-1) (que sdo sinais co-estimuladores para ativacao das
células T) por ligacdo a um sitio alostérico dentro do LFA-1, independente do efeito na
HMG-CoA redutase e, conseqiientemente, das proteinas isopreniladas. (ELROD; LEFER,
2005).

1.6.4 Efeitos pleiotropicos

As estatinas exercem muitos efeitos independentes da diminui¢do do colesterol sérico,
conhecidos como pleiotrépicos (LIAO; LAUFS, 2005). Estes efeitos incluem acao reguladora
na funcdo endotelial, aumento da estabilidade de placas aterosclerdticas, diminuicdo do
estresse oxidativo e inflamacdo e diminui¢do da resposta trombogénica. Além destes, as
estatinas possuem efeitos extra-hepaticos benéficos no sistema imune, sistema nervoso central
e 0sseo. Muitos destes efeitos pleiotrdpicos sdo mediados pela inibicdo de isoprendides, os
quais servem como ligantes lipidicos para moléculas envolvidas em processos de sinalizagdao

celular (CAMPOS; CARVALHO, 2007).

Funcdo endotelial - Uma importante caracteristica da disfungdo endotelial é a sintese
ineficaz, liberagdo e atividade do oxido nitrico derivado de endotélio. O o6xido nitrico
endotelial parece inibir varios componentes de processos aterogénicos, por exemplo,
mediando relaxamento vascular e inibigdo de agregagdo plaquetaria (RADOMSKI et al.,
1992). Estudos prévios afirmaram que as estatinas poderiam restabelecer a fungdo endotelial,
em parte, pela diminui¢do dos niveis de colesterol sérico. No entanto, foi verificado que o
restabelecimento da funcdo endotelial ocorreu anteriormente a diminuicdo do colesterol,
sugerindo que efeitos adicionais a reducdo do colesterol estdo envolvidos neste processo,
principalmente o aumento de 6xido nitrico endotelial por estimulacdo e sub-regulagdo da
enzima 60xido nitrico sintase (eNOS) (KUREISHI et al., 2000). As estatinas também tém sido
vinculadas a capacidade de aumento do nimero de células endoteliais progenitoras circulantes
(EPCs), além de induzirem a angiogénese através da proliferacdo, migracdo e sobrevida das

células EPCs circulantes (DIMMELER et al., 2001).

Inflamacdo vascular - Estudos recentes sugerem que as estatinas possuem

propriedades antiinflamatorias devido a capacidade de reduzirem o numero de células



40

inflamatérias em placas aterosclerdticas (VAUGHAN; GOTTO; BASSON, 2000). Os
mecanismos envolvidos estdo relacionados a inibi¢do da adesao de moléculas, tais como
moléculas de adesdo intercelular (ICAM-1), as quais estdo ligadas ao recrutamento de células
inflamatorias. Adicionalmente, as estatinas atenuam a expressao de P-selectinas e a adesdo de
leucdcitos pelo aumento da produgdo de 6xido nitrico endotelial. Este efeito independente de
colesterol das estatinas nao foi observado em ratos deficientes em eNOS, sugerindo que esta

enzima foi mediadora nos efeitos vasculares protetores das estatinas (CAMPOS;

CARVALHO, 2007).

Deméncia - Dados epidemiologicos recentes tém mostrado que as estatinas podem
exercer efeitos protetores contra a doencga de Alzheimer e outros tipos de deméncia. A doenca
de Alzheimer esté relacionada aos efeitos da proteina f-amildide a qual pode se acumular no
cérebro causando neurotoxicidade e neurodegeneracdo. Estudos experimentais e clinicos
sugerem que hd uma relacao fisiopatologica entre proteina B-amildide e niveis séricos de
colesterol, sendo que niveis aumentados desta proteina e da apolipoproteina E (ApoE) sdo
fatores de risco para a doenga de Alzheimer (CORDER et al., 1993). Desta forma,
independentemente das estatinas parecerem induzir alteragdes na distribui¢do de colesterol
celular no cérebro, tais efeitos exercidos pelas estatinas podem ser mediados via NO ou ApoE
(KIRSH et al., 2003). Segundo pesquisas realizadas, a prevaléncia de doenga de Alzheimer
em pacientes tratados com estatinas ¢ 60% mais baixa em comparagdo a pacientes que fazem
uso de outros farmacos utilizados no tratamento de doengas cardiovasculares. Assim sendo,
evidéncias recentes tém estimulado a investigagao de estatinas como potenciais novos agentes
antiinflamatdrios e protetores vasculares para o tratamento de outras doengas cerebrais, tais

como esclerose multipla e depressao (CAMPOS; CARVALHO, 2007).

Neoplasias - As estatinas tém sido relacionadas as propriedades de inibi¢do de
proliferacdo e inducdo de apoptose em uma grande variedade de células tumorais, sendo
desencadeados efeitos antitumorais em modelos animais contra melanoma, carcinoma
mamario, adenocarcinoma pancreatico, fibrosarcoma, glioma, neuroblastoma e linfoma,
resultando em retardamento de crescimento tumoral e inibigdo de processos metastaticos. Em
estudos pré-clinicos, as estatinas t€ém demonstrado a capacidade de potencializar os efeitos
antitumorais de algumas citocinas e quimioterapicos. Efeitos citostaticos contra células
tumorais tém sido observados com o uso de pravastatina, sinvastatina, fluvastatina e

cerivastatina (NEWMAN et al., 1997). As estatinas foram capazes de inibir metastase de
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células de melanoma e células de carcinoma mamario, bem como metastase de células de

adenocarcinoma de célon, em ratos (CAMPOS; CARVALHO, 2007).

1.6.5 Lovastatina

A lovastatina (ou mevinolina) foi isolada de culturas de Aspergillus terreus e
Monascus ruber com estrutura semelhante a mevastatina (grupo 6 -metilico adicional), mas
com poténcia superior. Em 1987 a lovastatina foi aprovada pelo FDA para uso terapéutico,
enquanto mevastatina foi abandonada devido a problemas na morfologia intestinal em

cachorros e toxicidade hepatocelular verificada em ratos (LIAO; LAUFS, 2005).
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Figura 2 - Estrutura da Lovastatina

Lovastatina, pravastatina e, mais recentemente, sinvastatina apresentaram atividade
antiaterogénica, relacionada a melhora da disfun¢do endotelial e vasomotora, diminui¢ao da
formagdo de trombos plaquetarios e modulacdo na atividade fibrinolitica em pacientes
hipercolesterolémicos. Estes efeitos contribuem para redugcdo de quadros de isquemia do
miocardio e incidéncia de infarto, com conseqiiente diminui¢do do indice de mortalidade total
causado por doengas cardiovasculares (FARNIER, 1998). Lovastatina ¢ usada como pro-
farmaco na forma de lactona, que serd enzimaticamente convertida pela acao de esterases ao

correspondente hidroxi-acido (&cido 3,5-dihidroxivalérico), ativo para inibicdo de HMG-CoA

redutase (CAMPOS; CARVALHO, 2007).

Lovastatina ¢ a estatina mais estudada no que se refere a potenciais efeitos
antitumorais, tendo sido capaz de exercer atividade antiproliferativa contra uma variedade de
tumores, incluindo carcinoma de seio, prdstata, estomago, pulmdo, pancreas, bexiga,
adenocarcinoma de célon, neuroblastoma, melanoma e células de leucemia mieldide aguda

(NEWMAN et al., 1997).
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A lovastatina e outras estatinas também inibiram o crescimento de varias células
normais ¢ linhagens de células ndo transformadas, incluindo células de musculo liso,
mioblastos de musculo estriado, células endoteliais, fibroblastos, células do epitélio alveolar e
linfocitos B, mas células normais parecem ser menos sensitivas aos efeitos antiproliferativos
das estatinas se comparadas as células tumorais (MURAKAMI et al., 2001). Com relagéo a
efeitos antimetastaticos, lovastatina tem inibido etapas essenciais de processos metastaticos,
nomeados ligacdo, motilidade e invasdo, sendo que fluvastatina e cerivastatina também

suprimiram a invasao de células tumorais humanas (DENOYELLE et al., 2001).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O diabetes mellitus ¢ uma das dez maiores causas de morte no mundo. Sua incidéncia
estd aumentando especialmente nos paises em desenvolvimento. Um aumento de 35 % ¢
esperado entre 1995 e 2025 entre pessoas acima de 20 anos. Apesar da prevaléncia ser maior
em paises desenvolvidos, o crescimento absoluto da doenca afetara mais fortemente os paises
em desenvolvimento, onde a maior parte da populacdo mundial vive. Os paises mais pobres
também vao sofrer as conseqiiéncias do rdpido envelhecimento de sua populacdo, uma vez
que a prevaléncia do diabetes aumenta com a idade (KING; AUBERT; HERMAN, 1998;
PASSOS et al., 2005).

As doengas cardiovasculares estdo listadas como causa de morte em 65% da
populagdo de diabéticos (KESARI et al., 2007). Altos niveis de colesterol total e
especialmente de LDL sao os mais importantes fatores de risco coronariano (TEMME et al.,

2002).

Ensaios clinicos tém mostrado que os inibidores da 3-hidroxi-3-metil-glutaril
coenzima A redutase (HMG-CoA), as estatinas, reduzem significativamente a
morbimortalidade por doenca cardiovascular em pacientes com ou sem doengas coronarianas
(SHEPHERD et al., 1995). Estas drogas foram desenvolvidas para inibir a enzima que limita
a velocidade de sintese do colesterol no figado, consequentemente diminuem a producao
hepética de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e aumentam a expressdo de receptores
hepaticos para LDL, diminuindo dessa forma as concentragdes de LDL circulantes

(VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996).

As estatinas reduzem a incidéncia de derrame, infarto do miocardio e morte vascular
em pacientes com doengas vasculares ou fatores de risco (BYINGTON et al., 2001).
Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que parte das acdes benéficas das estatinas ¢
independente das propriedades hipolipidémicas, acdo conhecida como pleiotropica

(VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996).

Este trabalho de pesquisa visa avaliar as caracteristicas pleiotropicas da lovastatina

buscando uma possivel atividade antiinflamatoria e hipoglicemiante deste composto, o que



44

auxiliaria bastante no wuso terapéutico deste farmaco e no tratamento de doencas

cardiovasculares associadas ou nao ao diabetes mellitus.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento com lovastatina sobre modelos de inflamacao e diabetes

mellitus.

3.2 Objetivos especificos

> Avaliar o efeito da lovastatina em diferentes esquemas de tratamento (curativo,
preventivo, sub-cronico, associado com sulfoniluréia e biguanida) sobre o diabetes

induzido por aloxano.

> Analisar o efeito da lovastatina sobre o edema de pata induzido por carragenina.

> Analisar o efeito da lovastatina sobre a migracdo de leucdcitos induzida por

carragenina.



4 MATERIAIS

4.1 Animais experimentais

46

Foram utilizados ratos Wistar, machos, jovens (3 meses, 200-250g) e camundongos

albinos (Mus musculus) variedade Swiss, machos, adultos (25-30g) provenientes do biotério

central da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ), mantidos a temperatura de

25°C com um ciclo de 12h de claro-escuro com livre acesso a dgua e comida. O comité de

¢toca institucional aprovou os protocolos experimentais e todos os experimentos foram

desenvolvidos seguindo as diretrizes do National Institute of Health, Bethesda, USA.

4.2 Drogas e reagentes

Produto

Lovastatina

Aloxano monoidratado
Carragenina
Indometacina
Dexametasona
Glibenclamida
Metformina

Kits de analise bioquimica

4.3 Equipamentos

Equipamento

Balanga para animais (mod. MF-6)
Balanga analitica (mod. AX-200)
Pletismografo

Espectofotometro

Microscopio

Banho-maria

Origem
EMS, Brasil
Sigma, EUA
Sigma, EUA
Sigma, EUA
EMS, Brasil
Sigma, EUA
EMS, Brasil

Labtest, Brasil

Origem

Filizola, Brasil
Shimadzu, Japao
Ugo Basile, Brasil
Beckman, Alemanha
Quimis, EUA

Fanen, Brasil
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5 METODOS

5.1 Diabetes Mellitus induzido por aloxano

O diabetes foi induzido pela administracdo da toxina aloxano que destroi
seletivamente as células beta pancreaticas, seguindo-se um protocolo de dose unica de 40
mg/Kg por via intravenosa, apos leve sedacdo com éter seguindo as regras de boas condutas
em experimentagdo animal, utilizando-se a veia peniana como acesso. Apds 48 horas da
administracdo do aloxano os ratos com glicemia igual ou superior a 200 mg/dL foram
selecionados para o experimento. Neste mesmo periodo foram analisados os outros
parametros bioquimicos: triglicerideos, colesterol, AST e ALT. Em seguida realizaram-se os

diferentes esquemas de tratamento com lovastatina, como mencionado adiante.

5.1.1 Tratamento curativo com Lovastatina

Foi realizado primeiramente um tratamento curativo com lovastatina com doses
variando de 2 a 20 mg/kg com o objetivo de avaliar o efeito da droga-teste na reversdo dos

disturbios metabodlicos induzidos pelo aloxano, uma vez estes ja estabelecidos.

Os animais (ratos Wistar, machos, 200-250 g, n = 10) receberam uma tnica dose de
aloxano monoidratado (40 mg/Kg) por via intravenosa (intrapeniana) e 48 h depois o sangue
foi coletado pelo plexo orbital para a analise. Os animais com niveis de glicemia igual ou

superior a 200 mg/dL foram selecionados para o experimento.

Os animais diabéticos foram entdo divididos em grupo controle, tratados com veiculo
(agua destilada) e lovastatina nas doses de 2; 5; 10 e 20 mg/Kg, todos por via oral (gavagem).
Seguiu-se um tratamento de 5 dias e no final novamente o sangue foi coletado para a analise

do efeito da lovastatina sobre a glicemia, colesterol, triglicerideos, AST e ALT.
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5.1.2 Tratamento preventivo com Lovastatina

Com o intuito de avaliar um possivel efeito protetor da lovastatina sobre o
aparecimento da hiperglicemia induzida pelo aloxano realizou-se um esquema de tratamento
preventivo, onde os animais foram tratados previamente com a droga-teste ¢ com agua

destilada antes da administragao do agente indutor do diabetes.

Os animais (ratos Wistar, machos, 200-250 g, n = 10) foram tratados previamente
durante 5 dias com veiculo (agua destilada) e lovastatina na dose de 2 mg/kg, ambos por via
oral (gavagem). Apoés o final do tratamento, os animais receberam uma Unica dose de aloxano
monoidratado (40 mg/Kg) por via intravenosa (intrapeniana), sob sedagdo com étar, e 48 h
depois o sangue foi coletado pelo plexo orbital para a analise do efeito da lovastatina sobre a

glicemia, colesterol, triglicerideos, AST e ALT.

5.1.3 Tratamento sub-cronico com Lovastatina

Para avaliar se o efeito hipoglicemiante da lovastatina persistia ou alterava pardmetros
que indicam lesdo hepatica, AST e ALT, realizou-se um esquema de tratamento sub-crénico,

onde os ratos diabéticos foram tratados por 23 dias consecutivos apds a inducdo do diabetes.

Os animais (ratos Wistar, machos, 200-250 g, n = 10) receberam uma unica dose de
aloxano monoidratado (40 mg/Kg) por via intravenosa (intrapeniana) ¢ 48 h depois o sangue
foi coletado pelo plexo orbital para a andlise. Os animais com niveis de glicemia igual ou

superior a 200 mg/dL foram selecionados para o experimento.

Os animais diabéticos foram entdo divididos em grupo controle, tratados com veiculo
(dgua destilada) e lovastatina nas doses de 2 e 5 mg/Kg, todos por via oral. Seguiu-se um
tratamento por 23 dias e no final novamente o sangue foi coletado para a analise do efeito da

lovastatina sobre a glicemia, colesterol, triglicerideos, AST e ALT.

5.1.4 Tratamento associado com glibenclamida

Para avaliar uma possivel indicacdo de qual seria o mecanismo de acdo

hipoglicemiante da lovastatina efetuou-se um esquema de tratamento associado com
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glibenclamida, sulfoniluréia bloqueadora de canais de potassio ATP-dependentes, na tentativa

de verificar a ocorréncia de sinergia.

Os animais (ratos Wistar, machos, 200-250 g, n = 10) receberam uma uUnica dose de
aloxano monoidratado (40 mg/Kg) por via intravenosa (intrapeniana) ¢ 48 h depois o sangue
foi coletado pelo plexo orbital para a andlise. Os animais com niveis de glicemia igual ou

superior a 200 mg/dL foram selecionados para o experimento.

Os animais diabéticos foram entdo divididos em grupo controle, tratado com veiculo
(agua destilada); lovastatina nas doses de 0,5 e 2 mg/Kg; glibenclamida nas doses de 2 ¢ 5
mg/Kg; e as associacdes LOV 0,5 + GLIB 2 mg/Kg e LOV 2 + GLIB 5 mg/Kg, todos por via
oral (gavagem), sendo que a glibenclamida sempre foi administrada 45 min antes da
lovastatina. Seguiu-se um tratamento por 5 dias ¢ no final novamente o sangue foi coletado

para a analise do efeito da lovastatina e das associagdes sobre a glicemia.

5.1.5 Tratamento associado com metformina

Tratamento associado com metformina também foi realizado com o objetivo de ter
acesso ou indicagdo do mecanismo de acdo hipoglicemiante da lovastatina. O efeito de ambas
as drogas sozinhas e administradas juntas foi analisado em busca de uma possivel acdo de

potencializagdo da droga-teste.

Os animais (ratos Wistar, machos, 200-250 g, n = 10) receberam uma tnica dose de
aloxano monoidratado (40 mg/Kg) por via intravenosa (intrapeniana) e 48 h depois o sangue
foi coletado pelo plexo orbital para a analise. Os animais com niveis de glicemia igual ou

superior a 200 mg/dL foram selecionados para o experimento.

Os animais diabéticos foram entdo divididos em grupo controle, tratado com veiculo
(agua destilada); lovastatina nas doses de 0,5 e 2 mg/Kg; metformina nas doses de 20 ¢ 50
mg/Kg; e as associacoes LOV 0,5 + METF 20 mg/Kg e LOV 2 + METF 50 mg/Kg, todos por
via oral, sendo que a metformina sempre foi administrada 45 min antes da lovastatina.
Seguiu-se um tratamento por 5 dias e no final novamente o sangue foi coletado para a analise

do efeito da lovastatina e das associagdes sobre a glicemia.
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5.1.6 Controle do Peso

O tratamento com aloxano mostrou ser bastante debilitante para os animais,
principalmente para os tratados somente com veiculo. Por esta razdo o acompanhamento do

peso dos animais foi de extrema importancia para avaliar um efeito protetor da lovastatina.

O peso, em gramas, dos animais foi monitorado antes, durante e no final de cada
experimento. Para cada esquema de tratamento (curativo, preventivo e sub-cronico) o ganho

ou reducdo ponderal foram registrados.
5.2 Avaliacao do Efeito antiinflamatorio da Lovastatina

Muito dos efeitos de proteg¢ao cardiovascular das estatinas se devem a uma diminuicao
dos processos inflamatorios subsequentes ao aumento dos niveis de colesterol, tais como
formac¢do de placas de ateroma e modificacdes macro e microvasculares. Tais efeitos
antiinflamatérios também poderiam estar envolvidos em uma melhora na sensibilidade a

insulina em pacientes diabéticos.

Para ter acesso aos efeitos antiinflamatorios da lovastatina, neste trabalho foram

realizados dois modelos de inflamagao: edema de pata e peritonite induzidos por carragenina.
5.2.1 Edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido em ratos Wistar, machos, 200-250 g, divididos em
grupos de 8 animais cada, pela inje¢ao subplantar de 0,1 mL de carragenina 1% dissolvida em

agua destilada. A pata contralateral recebeu o mesmo volume de agua destilada.

Os animais foram tratados, via oral, com veiculo (dgua destilada), lovastatina (2; 5 e
10 mg/Kg) ou indometacina (20 mg/Kg) e apos 1 h receberam a carragenina. O volume das
patas foi medido 1 h, 2 h, 3 h, 4 h e 24 h apo6s a administra¢ao de carragenina utilizando-se
pletismografo (UGO BASILE®) e o edema foi expresso com a diferenca, em mililitros, entre a
pata que recebeu carragenina e a pata contralateral que recebeu apenas dgua destilada

(WINTER et al., 1962).
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5.2.2 Peritonite induzida por carragenina

A peritonite foi induzida em camundongos Swiss, machos, 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais cada, pela injecdo intraperitoneal de 0,25 mL de carragenina 1%

dissolvida em agua destilada.

Os animais foram tratados, via oral, com veiculo (dgua destilada), lovastatina (2; 5 e
10 mg/Kg) ou por via intraperitoneal com dexametasona (1 mg/Kg) utilizada como controle
positivo. Ap6s 1 h da administragdo do veiculo e da lovastatina e 30 min a da dexametasona
0s animais receberam a carragenina. Depois de quatro horas, tempo necessario para a
instalacdo do processo inflamatério agudo, os animais foram sacrificados e a cavidade
peritoneal lavada com 2 mL de salina heparinizada. O lavado foi retirado e deste coletado
uma aliquota de 20 uL que foram adicionados a 400 puL de solugao de TURK. Em seguida 10
uL foram retirados para contagem de leucdcitos totais em camara de Neubauer utilizando-se

microscopio optico.

5.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como + E.P.M (erro padrdo da média). Para
compara¢do multipla dos dados paramétricos foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA),
e o nivel de significancia entre os grupos foi determinado pelo teste de multipla comparagao
de Student Newman-Keul. Em todas as analises estatisticas considerou-se o nivel critico para

rejei¢do da hipotese de nulidade menor que 5% (p < 0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito do tratamento curativo com lovastatina sobre a diabetes induzida por aloxano

A lovastatina reduziu a hiperglicemia, mg/dL, causada pelo aloxano no quinto dia de
tratamento com as doses de 2 mg/kg na ordem de 41,7% (316,1 + 20,8; 184,1 + 31,4), 5 mg/
Kg reduziu 43,3% (356,5 £ 23,4; 202,0 £ 21,3), 10 mg/Kg 45,3% (374,4 + 35,2; 204,7 + 26,5)
e 20 mg/Kg 42,2% (368,2 + 27,0; 212,8 £+ 36,7). O grupo tratado somente com o veiculo,
agua destilada, manteve a hiperglicemia nos cinco dias de tratamento (334,1 + 27,7; 335,5 £

24,1). (Tabela 1 e Figura 3).

Sobre os niveis de triglicerideos, mg/dL, o tratamento curativo com lovastatina
provocou reducdo significativa nas doses de 2 mg/Kg com redugdo da ordem de 70% (565,2 +
122,6; 166,2 +39,2), 5 mg/Kg 55,4% (517,5 +£89,2; 231,4 £ 49,5) e 10 mg/Kg 47,7% (307,1
+49,1; 161,0 £ 21,3). A dose de 20 mg/Kg ndo mostrou reducgdo significativa (172,3 + 29,9;
118,9 = 16,5). O grupo controle manteve os mesmos niveis (228,3 = 51,7; 253,6 + 43,1).
(Tabela 2).

A lovastatina reduziu significativamente os niveis de colesterol, mg/dL, nas doses de 2
mg/Kg com redu¢do de 33,6% (119,4 = 11,3; 79,2 £ 5,3), 5 mg/Kg 36,7% (127,0 £ 8,0; 80,3
+ 5,6), 10 mg/Kg 35% (95,4 + 8,7; 60,3 +5,2) e 20 mg/Kg 39,8% (120,8 + 4,0; 72,7 £5,7). O
grupo tratado somente com veiculo ndo mostrou reducgdo (132,3 = 12,1; 145,2 £ 8,6). (Tabela

2).

O tratamento com lovastatina também mostrou efeito sobre os niveis de AST nos
quais as doses mostraram reducao significativa em comparagao ao dia 0, ou seja, apos 48 h da
administracdo do aloxano (Tabela 2). A dose de 2 mg/Kg reduziu em 36 % (75,3 + 3,2; 48,5
+ 2,6 UI/L), a de 5 mg/Kg reduziu 45% (78,6 + 2,1; 42,6 + 3,6), a de 10 mg/Kg 43% (67,4 +
7,3; 38,4 + 7,9) e a de 20 mg/Kg 37,8% (82 £ 1,0; 51 + 5,2) O mesmo efeito ndo foi
encontrado em relacdo a ALT, onde somente a dose de 20 mg/Kg mostrou reducgdo

significativa de 38,9% (62,4 + §8,8; 38,1 = 1,8) (Tabela 2).
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Tabela 1 - Efeito do tratamento curativo com Lovastatina (LOV) sobre a glicemia no modelo

de diabetes induzido por aloxano em ratos.

Grupo Glicemia dia 0 Glicemia dia 5
(mg/dL) (mg/dL)

Normal 83,8+ 15,5 78,7+ 13,8

Veiculo 334,1 +£27,7 335,5+24,1
LOV 2 mg/kg 316,1 £20,8 184,1 £31,4*
LOV 5 mg/kg 356,5+23,4 202,0 £ 21,3%*
LOV 10 mg/kg 3744+ 35,2 204,7 £ 26,5%**
LOV 20 mg/kg 368,2+27,0 212,8 + 36,7%*

Os valores representam a média = E.P.M. para a glicemia dos ratos diabéticos, ou seja,

com glicemia igual ou maior que 200 mg/dL, no inicio do tratamento (dia 0), 48 h apds a

administracdo de aloxano, e apos cinco dias de tratamento (dia 5). Foram utilizados grupos de

6 animais. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 redugdo significativa em comparacdo a

média da glicemia no dia 0 (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura 3 - Efeito do tratamento curativo com lovastatina sobre a glicemia

O diabetes foi induzido com uma uUnica injecdo de aloxano (40 mg/Kg) por via
intravenosa. Apds 48 h, os ratos diabéticos (glicemia > 200mg/dL) foram selecionados para o
estudo e iniciou-se (dia 0) o tratamento com lovastatina nas doses de 2; 5; 10 ¢ 20 mg/Kg, que
durou por 5 dias. Neste ultimo dia (dia 5) o sangue foi coletado novamente para a analise do
efeito da lovastatina sobre a glicemia. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 redugao
significativa em comparacdo a média da glicemia no dia 0 (ANOVA e Teste de Newman-

Keul).
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6.2 Efeito do tratamento preventivo com lovastatina sobre a diabetes induzida por

aloxano

O grupo pré-tratado por cinco dias com lovastatina na dose de 2 mg/Kg antes da
indugdo do diabetes mostrou redugdo significativa (p < 0,05) da glicemia da ordem de 45%
(170,7 £ 28,2) em comparagdo ao grupo tratado somente com veiculo (312,4 + 22,0).(Tabela
3 e Figura 4).

Resultados semelhantes foram encontrados em relagdo aos triglicerideos, onde a
lovastatina reduziu significativamente em 45% (p < 0,01) os niveis (252,8 + 46,7) em

comparag¢do ao grupo controle (461,3 = 34,7). (Tabela 4).

Sobre o colesterol a lovastatina também provocou reducdo significativa de 41,3% (p <

0,01) nos niveis (112,4 +9,7) em comparacao ao controle (191,6 + 18,9). (Tabela 4).

Sobre os niveis de AST e ALT (34,4 + 1,3; 44,2 + 1,1; respectivamente) o tratamento
preventivo com lovastatina ndo mostrou reducdo significativa em comparagdo ao grupo

controle (35,7 + 2,1; 43,9) (Tabela 4).
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Tabela 3 - Efeito do tratamento preventivo com Lovastatina (LOV) sobre a glicemia no
modelo de diabetes induzido por aloxano em ratos.

Grupo Glicemia (mg/dL)

Normal 72,5+ 14,8

Veiculo 312,4+22,0
LOV 2 mg/kg 170,7 £ 28,2*

Os valores representam a média + E.P.M. para a glicemia dos animais ap6s 48 h da
administracdo de aloxano (40 mg/Kg, i.v.). Os animais foram previamente tratados durante
cinco dias com veiculo (agua destilada) ou lovastatina (2 mg/Kg), ambos por gavagem antes
da inducao do diabetes. Foram utilizados grupos de 6 animais. * p < 0,05 redugdo

significativa em comparagdo ao grupo tratado com veiculo (ANOVA e Teste de Newman-

Keul).



58

400
~ 300
Iz
[=1a]
E
o]
5 200 x
3
Br)
=
]
2 100
0
Normal Veiculo LOV 2
Aloxano 40 mg/Kg

Figura 4 - Efeito do tratamento preventivo com lovastatina sobre a glicemia

Os animais (n = 6) foram previamente tratados por 5 dias com veiculo (dgua
destilada) ou lovastatina 2 mg/Kg por gavagem. Em seguida receberam uma tnica dose de
aloxano monoidatado (40 mg/Kg, i.v.). Apds 48 h o sangue foi coletado para a analise. *
indica diferenga significativa em comparag¢do ao grupo tratado somente com veiculo (p <

0,05). (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Tabela 4 - Efeito do tratamento preventivo com Lovastatina (LOV) sobre os niveis de
triglicerideos (TQ), colesterol total (COL), AST e ALT no modelo de diabetes induzido por
aloxano em ratos.

Grupo TG (mg/dL) COL (mg/dL) AST (mg/dL) ALT(mg/dL)
Normal 83,0+ 10,6 65,7 + 16,2 30,8 £4,1 229+6,5
Veiculo 461,3 34,7 191,6 £ 18,9 35,7+ 2,1 439+1,4
LOV 2 252,8 £46,7** 112,4 £9,7** 344+13 442 + 1,1

Os valores representam a média + E.P.M. para os niveis de TG, COL, AST e ALT dos
animais ap6s 48 h da administracdo de aloxano (40 mg/Kg, i.v.). Os animais foram
previamente tratados durante cinco dias com veiculo (4gua destilada) ou lovastatina (2
mg/kg), ambos por gavagem antes da indu¢do do diabetes. Foram utilizados grupos de 6
animais. ** indica diferenca significativa em comparacdo ao grupo tratado somente com

veiculo (p <0,01). (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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6.3 Efeito do tratamento sub-cronico com lovastatina sobre a diabetes induzida por

aloxano

Para avaliar o efeito do tratamento sub-cronico os animais diabéticos foram tratados
durante 23 dias com veiculo (4gua destilada) ou lovastatina nas doses de 2 e 5 mg/Kg. Os
tratamentos foram iniciados 48 h apods a administracdo de aloxano. Todos os parametros
bioquimicos em estudo foram analisados no dia 0 (ap6s 48 h da indugdo do diabetes), no dia 5

e no dia 23 (altimo dia de tratamento).

Sobre a glicemia, a lovastatina provocou reducao significativa (p < 0,001) durante o
periodo de tratamento com ambas as doses, 2 mg/Kg (309,2 + 30,5; 172,0 + 38,0 e 176,7 £
33,1) e 5 mg/Kg (346,3 £ 21,5; 226,7 + 25,8 e 125,8 = 20,4) em comparagdo ao grupo tratado
com veiculo (373,0 £47,5; 347,5 £ 26,2 ¢ 338,6 + 25,3). (Tabela 5 e Figura 5).

Sobre os niveis de triglicerideos, a lovastatina também mostrou reducdo significativa
(p <0,001) durante o periodo de tratamento com as doses de 2 mg/Kg (373,1 £ 97,6; 67,0 £
48,4 ¢ 179,8 +£40,3) e 5 mg/Kg (606,9 + 102,0; 195,2 + 30,5 e 56,1 + 10,0) em comparagao
ao grupo controle (573,0 £27,2; 485,7 + 54,2 ¢ 459,7 + 33,7). (Tabela 6)

Sobre os niveis de colesterol, a lovastatina mostrou redugdo significativa (p < 0,01)
durante o periodo de tratamento com as doses de 2 mg/Kg (108,0 = 8,4; 74,0 £ 5,8 ¢ 73,4 £+
5,1) e 5 mg/Kg (117,5 £ 7,2; 75,9 £ 4,9 ¢ 74,3 + 6,4) em comparagao ao grupo tratado com
veiculo (130,0 £6,3; 121,8 +4,9 ¢ 116,4 + 7,8). (Tabela 6).

O tratamento sub-cronico com lovastatina nas doses de 2 e 5 mg/Kg reduziu
significativamente os niveis de AST (29,4 + 1,1 e 32,5 &+ 5,5 UI/L, respectivamente) no 23°
dia de tratamento em comparagdo ao grupo controle (69,6 £ 2,4) (Tabela 6). O mesmo
resultado ndo foi constatado sobre os niveis de ALT, onde as doses de 2 ¢ 5 mg/Kg (31,7 £+
3,8 ¢ 33,8 £+ 3,8) ndo mostraram diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com agua

destilada no final do experimento (30,2 + 2,9) (Tabela 6).
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Tabela 5 - Efeito do tratamento sub-cronico com Lovastatina (LOV) sobre a glicemia no
modelo de diabetes induzido por aloxano em ratos

Grupo Glicemia dia 0 Glicemia dia 5 Glicemia dia 23
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Normal 76,4+ 12,6 74,9 £ 16,8 79,6 £ 15,7
Veiculo 373,0+47,5 347,5+26,2 338,6 £25,3
LOV 2 mg/Kg 309,2 + 30,5 172,0 + 38,0 * 176,7 33,1 * *
LOV 5 mg/Kg 346,3 +£21,5 226,7+25,8 * 125,8 +£20,4 * *

Os valores representam a média £ E.P.M. para a glicemia dos animais no inicio do
tratamento (dia 0), com cinco dias de tratamento (dia 5) e no final do experimento (dia 23). O
diabetes foi previamente induzido através da administragdo de aloxano (40 mg/Kg, i.v.).
Foram utilizados grupos de 6 animais cada. * p < 0,05 ¢ ** p < 0,001 em comparagdo ao

grupo tratado somente com veiculo (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura S - Efeito do tratamento sub-cronico com lovastatina sobre os niveis de glicemia

(mg/dL)

O diabetes foi induzido com uma inje¢do unica de aloxano (40 mg/Kg) por via
intravenosa. Apds 48 h os animais diabéticos foram selecionados e iniciou-se o tratamento
com lovastatina nas doses de 2 e 5 mg/Kg. A glicemia foi analisada no quinto e no vigésimo
terceiro dia. * e ** indicam diferenca significativa em comparacgdo ao grupo tratado somente

com veiculo (p < 0,05 e 0,001, respectivamente).
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6.4 Efeito do tratamento associado com glibenclamida

A lovastatina na dose de 2 mg/Kg, a glibenclamida 5 mg/Kg e a associagdo LOV 2 +
GLIB 5 reduziram significativamente (p < 0,001) a hiperglicemia no quinto dia de tratamento
na ordem de 64,5% (441,6 + 30,7; 156,7 + 19,4), 78,9% (382,0 = 42,5; 80,3 £ 8,3) e 77%
(427,1 +£20,0; 95,5 = 17,1), respectivamente. O grupo tratado somente com veiculo manteve a

hiperglicemia (351,8 + 30,3; 415,7 + 10,8). (Tabela 7 e Figura 6).

O mesmo efeito ndo foi encontrado quando as doses foram reduzidas. Apesar de ter
ocorrido redu¢do da glicemia esta ndo foi estatisticamente significativa: lovastatina 0,5 mg/Kg
24,1% (328,5 £ 60,4; 249,1 + 42.7), glibenclamida 2 mg/Kg 29,4 % (443,8 + 18,6; 313,3 +
33,4)e LOV 0,5 + GLIB 2 21,6% (358,8 £45,1; 281,1 +£32,5). (Tabela 8 e Figura 7).
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Tabela 7 - Efeito do tratamento associado com glibenclamida no modelo de diabetes induzido
por aloxano em ratos

Grupo Glicemia dia 0 Glicemia dia 5
(mg/dL) (mg/dL)
Veiculo 351,8+30,3 415,7+ 10,8
LOV 2 mg/Kg 441,6 + 30,7 156,7 + 19,4%***
Glibenclamida 5 382,0 £42,5 80,3 + §,3***
mg/Kg
LOV 2+ GLIBS 427,1 £ 20,0 95,5 £ 17,1***

Os valores representam a média + E.P.M. para a glicemia dos animais diabéticos no
inicio do tratamento (dia 0) e ap6s cinco dias de tratamento (dia 5). Foram utilizados grupos
de 6 animais. *** p < 0,001 reducdo significativa em comparagdo a média da glicemia no dia

0 (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura 6 - Efeito do tratamento associado de lovastatina com glibenclamida sobre a

glicemia

O diabetes foi induzido com uma tUnica inje¢do de aloxano (40 mg/Kg) por via
intravenosa. Apds 48 h, os animais diabéticos foram selecionados para o estudo e iniciou-se
(dia 0) o tratamento com veiculo (agua destilada) lovastatina (2 mg/Kg), glibenclamida (5
mg/Kg) e a associagdo de LOV + GLIB, sendo que a sulfoniluréia foi administrada 45 min
antes da estatina. O tratamento durou 5 dias. Neste ultimo dia (dia 5) o sangue foi coletado
novamente para a analise do efeito dos tratamentos sobre a glicemia. *** indica diferenca
significativa em comparagdo a média da glicemia no dia 0 (p < 0,001). (ANOVA e Teste de

Newman-Keul).
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Tabela 8 - Efeito do tratamento associado com glibenclamida (dose reduzida) no modelo de
diabetes induzido por aloxano em ratos

Grupo Glicemia dia 0 Glicemia dia 5
(mg/dL) (mg/dL)
Veiculo 351,8+30,3 415,7+ 10,8
LOV 0,5 mg/Kg 328,5 £ 60,4 249,1 £42.7
Glibenclamida 2 443,8 £ 18,6 313,3+33,4
mg/Kg
LOV 0,5 + GLIB 2 358,8 £45,1 281,1 +£32,5

Os valores representam a média + E.P.M. para a glicemia dos animais diabéticos no
inicio do tratamento (dia 0) e ap6s cinco dias de tratamento (dia 5). Foram utilizados grupos

de 6 animais. Nao houve diferenga significativa (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura 7 - Efeito do tratamento associado de lovastatina com glibenclamida (doses

reduzidas) sobre a glicemia

O diabetes foi induzido com uma unica injecao de aloxano (40 mg/Kg) por via
intravenosa. Apos 48 h, os animais diabéticos foram selecionados para o estudo e iniciou-se
(dia 0) o tratamento com veiculo (agua destilada) lovastatina (0,5 mg/Kg), glibenclamida (2
mg/Kg) e a associagdo de LOV + GLIB, sendo que a sulfoniluréia foi administrada 45 min
antes da estatina. O tratamento durou 5 dias. Neste ultimo dia (dia 5) o sangue foi coletado
novamente para a analise do efeito dos tratamentos sobre a glicemia. Nao houve diferenga

significativa em comparac¢ao a média da glicemia no dia 0 (ANOVA e Newman-Keul).
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6.5 Efeito do tratamento associado com metformina

A lovastatina na dose de 2 mg/Kg, a metformina 50 mg/Kg e a associacdo LOV 2 +
METF 50 reduziram significativamente (p < 0,001) a hiperglicemia no quinto dia de
tratamento na ordem de 64,5% (441,6 + 30,7; 156,7 = 19,4), 71,7% (440,2 + 17,9; 124,2 +
28,0) e 75,8% (410,8 £ 12,3; 99,4 £ 19,4), respectivamente. O grupo tratado somente com
veiculo manteve a hiperglicemia (351,8 + 30,3; 415,7 = 10,8). (Tabela 9 ¢ Figura 8).

O mesmo efeito ndo foi encontrado quando as doses foram reduzidas: lovastatina 0,5
mg/Kg 24,1% (328,5 + 60,4; 249,1 £+ 42,7), metformina 20 mg/Kg 30% (331,2 £ 57,6; 231,6
+60,8) e LOV 0,5 + METF 20 12,7% (254,5 + 24,1; 222,0 + 15,1). (Tabela 10 e Figura 9).
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Tabela 9 - Efeito do tratamento associado com metformina no modelo de diabetes induzido
por aloxano em ratos

Grupo Glicemia dia 0 Glicemia dia 5
(mg/dL) (mg/dL)
Veiculo 351,8+30,3 415,7+ 10,8
LOV 2 mg/Kg 441,6 + 30,7 156,7 + 19,4%***
Metformina 50 440,2 £ 17,9 124,2 + 28,0%**
mg/Kg
LOV 2 + METF 50 410,8 £12,3 99,4 £ 19,4***

Os valores representam a média + E.P.M. para a glicemia dos animais diabéticos no
inicio do tratamento (dia 0) e ap6s cinco dias de tratamento (dia 5). Foram utilizados grupos
de 6 animais. *** p < 0,001 reducdo significativa em comparagdo a média da glicemia no dia

0 (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura 8 - Efeito do tratamento associado de lovastatina com metformina sobre a

glicemia

O diabetes foi induzido com uma tUnica injecdo de aloxano (40 mg/Kg) por via
intravenosa. Apds 48 h, os animais diabéticos foram selecionados para o estudo e iniciou-se
(dia 0) o tratamento com veiculo (dgua destilada) lovastatina (2 mg/Kg), metformina (50
mg/Kg) e a associagdo de LOV + METF, sendo que a biguanida foi administrada 45 min
antes da estatina. O tratamento durou 5 dias. Neste ultimo dia (dia 5) o sangue foi coletado
novamente para a analise do efeito dos tratamentos sobre a glicemia. *** indica diferenca
significativa em comparacao a média da glicemia no dia 0 (p < 0,001). (ANOVA e Teste de

Newman-Keul).
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Tabela 10 - Efeito do tratamento associado com metformina (dose reduzida) no modelo de
diabetes induzido por aloxano em ratos

Grupo Glicemia dia 0 Glicemia dia 5
(mg/dL) (mg/dL)
Veiculo 351,8+30,3 415,7+ 10,8
LOV 0,5 mg/Kg 328,5 £ 60,4 249,1 £42.7
Metformina 20 331,2+ 57,6 231,6 + 60,8
mg/Kg
LOV 0,5 + METF 20 254,5+24,1 222,0+ 15,1

Os valores representam a média + E.P.M. para a glicemia dos animais diabéticos no
inicio do tratamento (dia 0) e ap6s cinco dias de tratamento (dia 5). Foram utilizados grupos

de 6 animais cada. Nao houve diferenca significativa (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura 9 - Efeito do tratamento associado de lovastatina com metformina (doses

reduzidas) sobre a glicemia

O diabetes foi induzido com uma uUnica injecdo de aloxano (40 mg/Kg) por via
intravenosa. Apos 48 h, os animais diabéticos foram selecionados para o estudo e iniciou-se
(dia 0) o tratamento com veiculo (agua destilada) lovastatina (0,5 mg/Kg), metformina (20
mg/Kg) e a associacdo de LOV + METF, sendo que a biguanida foi administrada 45 min
antes da estatina. O tratamento durou 5 dias. Neste ultimo dia (dia 5) o sangue foi coletado
novamente para a analise do efeito dos tratamentos sobre a glicemia. Nao houve diferenga

significativa em comparagdo a média da glicemia no dia 0 (ANOVA e Newman-Keul).
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6.6 Efeito do tratamento com lovastatina sobre o peso dos animais

O ganho ou redu¢do ponderal para cada esquema de tratamento foi registrado. Para o
tratamento curativo o peso, em gramas, foi medido no dia 0 (inicio do tratamento) e dia 5 (fim
do experimento). Tanto o grupo controle como todas as doses de lovastatina testadas, com

exce¢do da dose de 10 mg/Kg, demonstraram redu¢ao no peso (Tabela 11).

Para o tratamento preventivo o peso dos animais foi registrado antes do inicio dos
tratamentos com veiculo (dgua destilada) e lovastatina (2 mg/Kg, v.0.), ap6s 5 dias de
tratamento (dia da indugdo do diabetes com aloxano) e apds 48 horas da inje¢ao de aloxano
40 mg/Kg i.v. (fim do experimento). O grupo tratado com véiculo mostrou uma leve redugao

enquanto o grupo teste mostrou ganho ponderal (Tabela 12).

Durante o tratamento sub-cronico o peso foi medido no dia 0 (inicio do tratamento, dia
5 e dia 23 (fim do experimento). Todos os grupos mostraram acentuada reducdo de peso

(Tabela 13).
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Tabela 11 - Efeito do tratamento curativo com lovastatina (LOV) sobre a média do peso do

(g) dos animais no modelo de diabetes induzido por aloxano em ratos

Grupo

Veiculo

LOV 0,5 mg/Kg

LOV 2 mg/Kg

LOV 5 mg/Kg

LOV 10 mg/Kg

LOV 20 mg/Kg

Dia 0
287.,4

227,7

202,7

169,2

290,7

284,8

Dia 5
2391

206,7

175,2

144,8

306

270

Variacao
Reducao 16,8%

Redugdo 9,2%

Reducao 13,5%

Reducao 14,4%

Ganho 5%

Redugao 5,2%

Os valores representam a média do peso, em gramas, dos animais diabéticos durante o

periodo de tratamento com veiculo (a4gua destilada) e lovastatina nas doses indicadas.



76

Tabela 12 - Efeito do tratamento preventivo com lovastatina (LOV) sobre a média do peso
(g) dos animais no modelo de diabetes induzido por aloxano em ratos.

Grupo Antes do tratamento Cinco dias de Apos 48h da
tratamento inducio do
diabetes
Veiculo 206 212 198
LOV 2 mg/Kg 186 194 196

Os valores representam a média do peso, em gramas, dos animais diabéticos durante o

periodo de tratamento com veiculo (dgua destilada) e lovastatina nas doses indicadas.
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Tabela 13 - Efeito do tratamento sub-cronico com lovastatina (LOV) sobre a média do peso
(g) dos animais no modelo de diabetes induzido por aloxano em ratos

Grupo Dia 0 Dia § Dia 23 Variacgao
Veiculo 204 162 153 Reducao
25%
LOV 2 mg/Kg 204 176,5 169,6 Reduc¢do
16,8%
LOV 5 mg/Kg 217 185,8 164,3 Reducgao
24,3%

Os valores representam a média do peso, em gramas, dos animais diabéticos durante o

periodo de tratamento com veiculo (dgua destilada) e lovastatina nas doses indicadas.
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6.7 Efeito do tratamento com lovastatina sobre a mortalidade dos animais

Para avaliar um possivel efeito protetor da lovastatina sobre o aspecto geral de
qualidade de vida dos animais tratados foi feito o levantamento de percentual de mortalidade

dos animais diabéticos utilizados neste trabalho.

Comprovou-se que tanto no tratamento curativo, preventivo e sub-cronico os animais
que foram tratados com lovastatina em todas as doses apresentaram um melhor perfil de

sobrevida. Dados mostrados nas tabelas (Tabelas 14, 15 e 16).
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Tabela 14 - Percentual de mortalidade dos ratos diabéticos durante o tratamento curativo com

lovastatina
Grupo Numero de animais Numero de animais Mortalidade
no inicio no final

Controle diabético 30 15 50%
LOV 0,5 mg/Kg 20 12 30%
LOV 2 mg/Kg 20 15 20%
LOV 5 mg/Kg 20 14 30%
LOV 10 mg/Kg 20 13 35%
LOV 20 mg/Kg 20 12 30%

Os valores representam o somatorio do nimero de animais utilizados neste trabalho
com seus respectivos percentuais de mortalidade apds 5 dias de tratamento om veiculo, 4gua

destilada, e lovastatina nas doses citadas.
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Tabela 15 - Percentual de mortalidade dos ratos diabéticos durante o tratamento preventivo

com lovastatina

Grupo Numero de animais Numero de animais Mortalidade
antes da inducio do apos 48 h da
diabetes inducio com
aloxano
Controle diabético 10 6 40%
LOV 2 mg/Kg 10 10 --

Os valores representam o somatdrio do niimero de animais utilizados neste trabalho

com seus respectivos percentuais de mortalidade apds 48 horas da administracao de aloxano

tendo sido estes animais tratados previamente por 5 dias com veiculo, dgua destilada, e

lovastatina na dose citada.
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Tabela 16 - Percentual de mortalidade dos ratos diabéticos durante o tratamento sub-cronico
com lovastatina

Grupo Numero de Numero de Numero de Mortalidade

animais no dia 0 animais no dia5 animais no dia 23

Controle 10 5 4 60%
diabético
LOV 2 10 8 6 40%
mg/Kg
LOV 5 10 8 7 30%
mg/Kg

Os valores representam o somatério do niimero de animais utilizados neste trabalho
com seus respectivos percentuais de mortalidade apés 23 dias de tratamento com veiculo,

agua destilada, e lovastatina nas doses citadas.
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6.8 Efeito da lovastatina sobre o edema de pata induzido por carragenina

A lovastatina reduziu de modo significativo (p < 0,05) o edema de pata, expresso em
mL, induzido por carragenina 1% com as doses de 2, 5 e 10 mg/Kg na 2* h (1,33 + 0,12; 1,03
+ 0,19; 1,19 + 0,21; respectivamente), na 3* h (2,30 = 0,17; 1,76 = 0,23; 1,93 + 0,21) e 4* h
(2,44 £0,12; 1,85+ 0,21; 2,06 = 0,35) em comparagdo ao grupo tratado somente com veiculo,
agua destilada (1,83 +0,21; 2,86 + 0,24 ¢ 3,26 + 0,13). A indometacina, utilizada como droga
de referéncia, também reduziu (p < 0,01) o edema nas horas citadas (0,96 + 0,09; 1,28 + 0,23
e 1,36 £ 0,17). (Tabela 17 e Figura 10).



83

Tabela 17 - Efeito da lovastatina sobre o edema de pata (mL) induzido por carragenina

Tempo Veiculo Indometacina 20 LOV 2 LOV 5 mg/Kg LOV 10
(Horas) mg/Kg mg/Kg mg/Kg

1 0,75+ 0,08 0,63 = 0,08 0,81 0,06 0,64 +0,13 0,78+ 0,28
2 1,83 £ 0,21 0,96 + 0,09** 1,33 +0,12*  1,03+0,19*%* 1,19+0,21*
3 2,86 £0,24 1,28 +0,23%** 2,30+0,17* 1,76 £0,23** 1,93 +0,21*

4 3,26+ 0,13 1,36 £ 0,17%** 2444+ 0,12** 1,85+0,21%** 2,06 +
0,35%%*

24 0,81 +0,25 0,20 +0,07* 0,38 + 0,09 0,39+ 0,10 0,74 £ 0,07

Os valores representam a média + E.P.M. para o volume do edema, expresso em mL,
medido através do uso de pletismografo. O edema foi medido na 17, 2%, 3%, 4% ¢ 24" hora ap0s a
administracdo subplantar de 0,1 ml de carragenina 1%. Foram utilizados grupos de 8 animais
cada. * p <0,05; ** p <0.01 e *** p < 0,001 em comparacdo ao grupo tratado somente com

veiculo (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura 10 - Efeito da lovastatina sobre edema de pata induzido por carragenina

Efeito da lovastatina nas doses de 2; 5 e 10 mg/Kg e da indometacina na dose de 20
mg/kg, todos por via oral. Mediu-se o0 edema na 1*, 2%, 37, 4% ¢ 24 * apds a administragdo
subplantar de 0,Iml de carragenina 1%. * p < 0,05; ** p < 0.01 e *** p < 0,001 em

comparag¢do ao grupo tratado somente com veiculo (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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6.9 Efeito da lovastatina sobre a peritonite induzida por carragenina

A lovastatina reduziu significativamente (p < 0,001) a migracdo de neutrofilos
induzida pela carragenina 1% nas doses testadas de 2 mg/Kg (16,0 £ 2,1 x 103/mm3), 5
mg/Kg (16,1 £ 2,0 x 10°/mm’) e 10 mg/Kg (15,5 + 2,3 x 10°/mm’) em comparagdo ao grupo
controle (58,7 + 10,5 x 10°’mm’). A dexametasona utilizada como padrio apresentou

resultado semelhante (14,3 + 3,5 x 10°/mm”). (Tabela 18 e Figura 11).
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Tabela 18 - Efeito da lovastatina sobre a peritonite induzida por carragenina em
camundongos

Grupo Média (n° de neutroéfilos X
10°/mm®)
Veiculo 58,7+ 10,5
Dexametasona 1 mg/Kg 14,3 &+ 3,5%**
LOV 2 mg/Kg 16,0 £2,1%**
LOV 5 mg/Kg 16,1 £2,0%**
LOV 10 mg/ Kg 15,5 & 2,3%**

Os valores representam a média + E.P.M. para o numero de neutrofilos (n° de
neutréfilos X 10°/mm?) no exsudato peritoneal dos animais apés administraco intraperitoneal
de 0,25 mL de carragenina 1%. Foram utilizados grupos de 8 animais cada. *** p < 0,001 em

comparagao ao grupo tratado somente com veiculo (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura 11 - Efeito da lovastatina sobre a peritonite induzida por carragenina 1%

Os animais, camundongos Swiss n = 8, foram pré-tratados com veiculo (dgua
destilada), dexametasona (Dexa Img/Kg i.p.) e lovastatina (2; 5 e 10 mg/Kg, v.0.) ¢ em
seguida receberam uma injecdo intraperitoneal de 0,25 mL de carragenina 1%. Os simbolos e
barras verticais indicam as médias + erro padrao das médias do nimero de neutrofilos. *** p
<0,001 diferenga significativa em relacdo ao grupo tratado com veiculo (ANOVA e Teste de

Newman-Keul).
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7 DISCUSSAO

As estatinas reduzem a concentragdo de mediadores inflamatorios circulantes,
diminuem a disfuncdo endotelial e reduzem os triglicerideos (WHITE, 1999; HAFFNER,
2001). Cada um desses efeitos associados das estatinas tem sido relacionado a uma
diminui¢do da resisténcia a insulina e podem permitir que estas drogas previnam ou retardem

o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (HAFFNER, 2001).

A insulina utiliza duas vias principais de sinalizagdo: (1) a via do fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K)-AKT/proteinoquinase B (PKB), a qual ¢ responsavel pela maioria das ag¢des
metabolicas do hormdnio; (2) e a via da Ras/proteinoquinase ativada por mitégeno (MAPK),
a qual regula a expressdo de alguns genes e coopera com a via do PI3K no controle do

crescimento e diferenciagao celular (AVRUCH et al., 1998).

A via PI3K/AKT se inicia quando ocorre autofosforilacdo do receptor de insulina (IR)
apos a ligacdo do hormonio. Em seguida ocorre fosforilagdo de varias proteinas intracelulares
inclusive do substrato do receptor de insulina (IRSs; IRS-1 e IRS-2 s3o os mais importantes).
Ap6s fosforilagdo do residuo de tirosina IRS-1 ¢ IRS-2 ligam-se e ativam PI3K (SAAD et al.,
1993; SALTIEL; PESSIN, 2002). Em seguida ocorre ativagdo de uma serina-treonina
quinase, que por sua vez estimula o transporte de glicose no musculo e tecido adiposo, a
sintese de glicogénio hepatico e muscular, além de aumentar a lipogénese (BROZINICK;

BIRNBAUM,. 1998).

Um importante mecanismo que pode contribuir para desregulagdo da via de
sinalizacdo da insulina inclui a fosforilagdo da serina 307 (ser’”’
acdo das quinases c-jun N-terminal (JNK) (LEE et al., 2003). A JNK faz parte da familia da
MAPK (WESTON; LAMBRIGHT; DAVIS, 2002; DAVIS, 1999) e pode ser ativada por

TNF-o. (HIROSUMI et al., 2002) e IL-1p (NIKULINA et al., 2003). O residuo ser’’’ esta

) nas proteinas IRS através da

localizado proximo do dominio de ligacdo fosfotirosina no IRS-1 e a fosforilagdo deste
residuo inibe a interacdo do dominio de ligagdo com seu substrato apds ativacao de IR,

causando resisténcia a insulina (AGUIRRE et al., 2002).

Dessa forma, a via JNK deve servir como um feedback negativo durante a estimulacao

com insulina (LEE et al., 2003; AGUIRRE et al., 2002). Tem sido proposto que um aumento
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da ativacao do NF-kB desenvolve um papel importante na patogénese da resisténcia a insulina
(SCHOELSON; LEE; YUAN., 2003; CAl et al., 2005; ITAUI et al., 2002; GHOSH; KARIN,
2002).

Trabalhos recentes tém mostrado que as estatinas devem exercer efeitos adicionais
relevantes sobre a resisténcia a insulina em modelos animais (SUZUKI et al., 2005; WONG
et al., 2006) ¢ em humanos (OKADA et al., 2005; HUPTAS et al., 2006). Contudo os
mecanismos moleculares envolvidos na melhora da sensibilidade ainda ndo estdo bem

estabelecidos.

Lovastatina demonstrou exercer propriedades de sensibilizagdo a insulina quando
utilizada no tratamento de ratos alimentados com dieta hipercalérica. A melhora foi
caracterizada através do aumento da captagdo da glicose no teste de tolerancia. O aumento da
sensibilidade a insulina estd associado a estimulacao da via de sinalizagao IRS-1/PI3K/AKT
no figado e musculo dos animais tratados. Além disso, a droga mostrou reducdo paralela da
via inflamatéria JNK/IKK/IkB/NF-kB, relacionada com a resisténcia a insulina (LALLI et al.,
2008).

Estudos prévios demonstram que a terapia com estatinas retardou a necessidade de

utilizacdo de insulina por pacientes diabéticos tipo 2 em até 10 meses (YEE et al., 2004).

Lalli et al. (2008) demonstraram que a melhora na sensibilidade a insulina associada
ao o tratamento com lovastatina esta relacionada com a estimulacao da tirosina-fosforilagao
de IR e redugdo paralela da serino-fosforilacdo do receptor da insulina. Este ultimo processo,
como ja citado, estd relacionado com desregulacdo da ativacio de IR pela insulina

(ROSENZWEIG et al., 2002; ARAUJO et al., 2005).

O figado ¢ o principal local de acdo das estatinas. Contudo, o hepatédcito também &
fonte para os mediadores pro-inflamatérios e uma diminui¢cdo na expressao destes pode ser

um importante mecanismo de agdo antiinflamatodria destas drogas (ARNAUD et al., 2005).

A sintese do colesterol ¢ um processo complexo que leva a formagdo de derivados
isoprendides, tais como o farnesilpirofosfato e o geranilgeranilpirofosfato, que servem como

moléculas de adesdao lipidica para uma variedade de proteinas sinalizadoras através da
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1soprenilacao pos-tradugdo, tais como guanisina-3-fosfatase (GTPase), proteina de adesdo Ras
e suas proteinas relacionadas Rho, Rac, Rab, Rap e Ral (LIAO, 2005). A isoprenilagao ¢ um
passo fundamental para a associacdo destas pequenas proteinas & membrana plasmatica e ¢
essencial para que estas apresentem atividade bioldgica. Ras estd associada com proliferagao
celular, Rac com geragdo e espécies reativas do oxigénio e a Rho com ativacio de vias pro-

inflamatorias (CROSS et al., 1995; LIAO, 2005).

E importante ressaltar que Rho e Rac podem induzir atividade a de NF-kB a partir de
um mecanismo que induz fosforilagdo de IkB com consequente acimulo nuclear de NF-xB
(MONTANER et al., 1999; PERONA et al., 1997). Estatinas também demonstram limitar o
acumulo de NF-kB e sua ligacdo com DNA, talvez devido ao aumento da expressdo de IkB
(WAGNER et al., 2002; DICHTL et al., 2003). Além disso, as estatinas reduzem a expressao
de c-jun indicando atividade sobre JNK (DICHTL et al., 2003).

Os beneficios da terapia hipolipidémica sobre a prevengao de eventos cardiovasculares
ja estdo claros, especialmente no que diz respeito a utilizacdo de estatinas (BROWN et al.,
1990; GOTTO et al., 1999). Tais beneficios tém sido principalmente atribuidos a redugdo dos
niveis de LDL-colesterol circulantes (CRISBY et al., 2001). Ensaios clinicos nos quais as
estatinas foram utilizadas na prevencao secundéria mostraram que a protecao cardiovascular ¢
ainda maior em individuos com diabetes tipo 2 (HEART PROTECTION STUDY
COLLABORATIVE GROUP, 2002).

E possivel que parte dos beneficios cardiovasculares das estatinas para individuos
diabéticos seja devido sua influéncia sobre a sensibilidade a insulina, além do préprio efeito

hipolipidémico classico (PAOLISSO et al., 2000).

Dentre os efeitos pleiotropicos das estatinas as propriedades antiinflamatérias tem sido
as mais estudadas e sua prote¢do cardiovascular tem sido atribuidas a essas a¢des (JIALAL et
al., 2001). Uma redugdo nos niveis de adipocitocinas, tal como TNF-q, induzida pelas
estatinas pode ser um mecanismo da melhoria do metabolismo da glicose em individuos

insulino-resistentes (BULCAO et al., 2007).

A hipdtese das estatinas desempenharem um papel na sensibilidade a insulina em

pacientes resistentes tem sido pobremente investigada. Tal hipotese foi levantada baseada nos
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achados de estudos epidemiologicos que mostram uma incidéncia diminuida de diabetes em
individuos sobre terapia com inibidores da HMG-CoA redutase (FREEMAN et al., 2001).

As agOes imunomodulatérias na inflamag¢do, a mobilizagdo de células tronco, a
diminui¢do da resisténcia a insulina, entre outras agdes, tem ampliado consideravelmente as
prescri¢cdes para estes fArmacos, como no caso da insuficiéncia cardiaca (LIAO, 2004), nos
transplantes (MEHRA; RAVAL, 2004) ou na artrite reumatoide (LEUNG et al., 2003). Além
disso, cresce o conceito de que praticamente todos os classicos fatores de risco podem ter seu
impacto na doencga aterosclerotica atenuado pelo uso das estatinas, como tem sido mostrado
em estudos de hipertensdo arterial (SEVER; DAHLOF; POULTER, 2003) ou diabetes
(COLHOUN; BETTERIDGE; DURRINGTON, 2004).

No presente trabalho mostrou-se que os tratamentos realizados com lovastatina
exerceram tanto um efeito protetor nos animais, ou seja, diminuiram a mortalidade apds a
administracdo do aloxano, como também exerceram efeito hipoglicemiante. Durante os
tratamentos curativos as doses testadas (0,5; 2; 5; 10 e 20 mg/Kg) demostraram reduzir
significativamente a hiperglicemia no quinto dia de tratamento, com exce¢ao da dose de 0,5
mg/Kg, que demostrou reducdo, contudo ndo estatisticamente significativa. Os niveis de

triglicerideos e colesterol apresentaram resultados semelhantes.

A reducdo da glicemia apo6s a instalagdo da desordem metabolica foi marcante. As
doses de 2, 5, 10 e 20 mg/Kg provocaram um diminui¢do da hiperglicemia induzida pelo
aloxano apo6s 5 dias consecutivos de tratamento. Tal reducao foi estatisticamente significativa
e variou de 41 a 45%. O controle diabético manteve a hiperglicemia, o que estd de acordo
com a acdo do aloxano. A destruicdo seletiva das células B-pancreaticas através da producao
de espécies reativas do oxigénio ¢ uma das caracteristicas dos animais tratados com aloxano.
Viérios trabalhos mostram que a hiperglicemia e hiperlipidemia sdo comuns no diabetes
induzido por aloxano (SZKUDELSKI et al., 2001). A atividade da SOD esta aumentada em
ratos diabéticos por aloxano, potencializando dessa forma o aparecimento do estresse

oxidativo.

Estudos recentes mostram a capacidade das estatinas em diminuir o estresse oxidativo
por inibi¢do da SOD (LANDMESSER; BAHLMANN; MUELLER, 2005) e por inibi¢ao de
adipocitocinas que também facilitam o surgimento de espécies reativas de oxigénio. Tais

dados contribuem para um entendimento dos efeitos hipoglicemiantes, além do proprio
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beneficio causado pelos efeitos hipolipidémicos nos animais diabéticos tratados com
lovastatina neste trabalho. O percentual de sobrevivéncia para os animais tratados com a
estatina exemplifica o potencial protetor desse fAirmaco sobre o estado metabdlico dos ratos
diabéticos.

Novamente, observando os resultados do tratatamento curativo com lovastatina ndo foi
possivel identificar caracteristicas de dose-dependéncia. As doses testadas (0,5, 2, 5, 10 e 20
mg/Kg) reduziram de maneira semelhante a glicemia, os triglicerideos e o colesterol dos ratos
diabéticos apos 5 dias da administragdo do aloxano. Porém, a dose de 0,5 mg/Kg mesmo
mostrando reducdo, esta ndo foi significativa, sendo possivelmente essa dose o ponto de corte

para os efeitos metabolicos benéficos da lovastatina.

Como as doses utilizadas no tratamento curativo ndo demonstraram caracteristicas de
dose dependéncia, para o tratamento preventivo foi escolhida a dose de 2 mg/Kg. Apoés o
tratamento de cinco dias de animais saudaveis com lovastatina o diabetes foi induzido com
aloxano, como ja descrito. O tratamento mostrou prevenir o aparecimento da hiperglicemia,
além de diminuir marcantemente a mortalidade dos animais quando comparados com o grupo
que foi tratado somente com veiculo. Os triglicerideos e colesterol total também mostraram

que a droga tem a capacidade de prevenir o aumento dos niveis plasmaticos.

O numero de células P intactas e funcionantes nas ilhotas pancredticas ¢ uma
caracteristica decisiva no desenvolvimento do diabetes mellitus. A renovagdo das células B no
diabetes tem sido largamente estudada. Varios produtos naturais e sintéticos promovem
regeneracdo de células [ pancreaticas apds administragdo de aloxano (GHOSH;
SURYAWANSHI, 2001). A possibilidade de a lovastatina exercer seu efeito preventivo sobre
a hiperglicemia, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia através de uma protegao celular e

facilitagdao da renovagdo das células B ndo pode ser descartada.

Foi realizado um tratamento sub-cronico (23 dias) para avaliar se os resultados
encontrados com os tratamentos curativos e preventivos tinham a capacidade de se manter
estaveis durante um periodo maior de indugdo de diabetes nos animais. Mostrou-se que as
doses de 2 e 5 mg/Kg mantiveram a reducao da glicemia, triglicerideos e colesterol durante os
23 dias de tratamento, enquanto que no grupo tratado somente com veiculo os niveis de tais
parametros continuaram elevados durante todo tratamento. A mortalidade foi marcantemente

menor nos grupos tratados com lovastatina.
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Da mesma maneira, os efeitos benéficos da lovastatina durante um tratamento mais
prolongado dos animais diabéticos podem estar associados a varios fatores tais como,
diminui¢do do estresse oxidativo, aumento da sensibilidade a insulina pelos fatores ja citados
anteriormente, renovagdo e regeneragdo da massa de células . Por outro lado, mesmo os
animais tratados com lovastatina (2 ¢ 5 mg/Kg) apresentando um quadro geral (mortalidade,
peso, parametros bioquimicos) bem mais animador que o grupo controle diabético, so6 foi
possivel realizar um tratamento por 23 dias, um vez que o estado do grupo diabético era

preocupante: alta mortalidade, reducdo drastica de peso e hiperglicemia severa.

O tratamento associado com glibenclamida e metformina foi realizado na tentativa de
estimar um possivel mecanismo de agdo hipoglicemiante. Contudo, ndo houve
potencializacdo dos efeitos das drogas sozinhas, mostrando que a atividade de redugdo da
glicemia da lovastatina de ver independente do bloqueio dos canais K’ arp-dependentes e da

inducdo da glicogénese.

Viérios trabalhos tém demonstrado um efeito de sensibilizacdo de receptores e de
modulagdo das vias de sinalizagdo na diminui¢do da resisténcia a insulina relacionados com
os efeitos hipoglicemiantes e hipolipidémicos das estatinas (LALLI et al., 2008). Os
resultados encontrados para os esquemas de tratamento realizados neste trabalho podem ter
permitido essa diminui¢do na resisténcia insulina. Contudo, a via exata pela qual tal efeito é

apresentado necessita ser elucidada.

O peso dos animais foi monitorado regularmente em cada esquema de tratamento. O
diabetes induzido por aloxano ¢ caracterizado por perda drastica de peso, fato observado nos
nossos resultados. Com o tratamento curativo somente a dose de 10 mg/Kg de lovastatina
mostrou ganho de peso. Durante o tratamento sub-cronico as duas doses testadas mesmo
reduzindo a mortalidade ndo impediram a dréstica redu¢do ponderal. Durante o tratamento

preventivo a dose de 2 mg/Kg protegeu os animais do emagrecimento causado pelo aloxano.

Estudos em animais e ensaios clinicos apontam para uma hepatotoxicidade relacionada
a utilizacdo cronica de estatinas. Por esta razdo o uso destas drogas deve ser acompanhado de
monitoragdo das enzimas hepaticas (AST e ALT) (TOLMAN, 2002). Os cofatores que
modulam a hepatotoxicidade das estatinas ainda ndo estdo totalmente elucidados

(CHALASANI; TEAL; HALL, 2005; PASTERNAK et al., 2002). Em um ensaio clinico com
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2045 pacientes tratados com lovastatina nas doses de 40 a 80 mg/Kg/dia, 3,1% destes
pacientes mostraram um aumento de até 3 vez o permitido da atividade das aminotransferases.
Entre eles, 3 utilizavam etanol, 2 usavam acetominofeno e 4 acetominofeno e etanol
(TOLMAN, 2002). Contudo, hepatite induzida por estatinas parece ser uma reagao
idiossincrasica rara (WIERZBICKI; CROOK, 1999).

Sobre os niveis de AST e ALT os diferentes esquemas de tratamento mostraram
resultados interessantes. O tratamento curativo mostrou reducdo significativa da AST com
variacdes de redugdo de 36 a 45%. Contudo, sobre a ALT somente a dose de 20 mg/Kg
provocou reducao significativa. O tratamento preventivo nao demonstrou prevenir o aumento
de AST e AST induzido por aloxano. O tratamento sub-cronico também s6 mostrou efeito

sobre a AST.

Ensaios recentes mostraram que as estatinas reduzem o risco de eventos
cardiovasculares até mesmo na auséncia de reducdo significativa dos niveis de colesterol
(DOWNS et al., 1998; RIDKER et al., 1998) sugerindo que os beneficios da terapia com
estatinas deveriam também ser creditados a suas agdes sobre fatores nao lipidicos envolvidos
na inflamacao e fibroproliferacao, uma importante caracteristica da aterosclerose (VAUGH et
al., 1996; HARZ et al., 2000). Como consequéncia, as propriedades antiinflamatorias das

estatinas devem ser um fator adicional no controle da aterosclerose (DIOMEDE et al., 2001).

As estatinas inibem a conversio de HMG-CoA em acido mevalonico € também
aumentam a sintese de esterois bioativos € de metabdlitos ndo-esterdis derivados da via de

sintese do colesterol (ROSS et al., 1993; DIOMEDE et al., 2001).

Uma redugdo no influxo glomerular de macréfagos nos néfron de ratos tratados com
lovastatina foi demonstrada (PARK et al., 1998), sugerindo que a inibi¢ao da sintese de
mevalonato pode influenciar no recrutamento de leucocitos no local da infecgdo. Foi
demonstrado que os produtos derivados do mevalonato participam da regulacdo da resposta
inflamatoria, uma vez que in vivo a lovastatina reduziu a habilidade dos leucécitos de
migrarem para o local da infec¢do por causar inibicdo da produg¢do de quimiocinas

(DIOMEDE et al., 1999; ROMANO et al., 2000; FRUSCELLA et al., 2000).
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Foi demonstrado que a lovastatina reduziu significativamente a migragao leucocitaria
no local da inflamacao, efeito este relacionado a inibi¢ao da HMG-CoA redutase hepatica. Tal
efeito antiinflamatorio foi devido a inibi¢do da sintese de derivados isoprendides do
mevalonato (DIOMEDE et al., 2001). O mesmo grupo demonstrou que a inibigdo no
recrutamento de leucocitos durante a inflamagdo observada com a lovastatina foi paralela a

uma reducao dose dependente dos niveis de IL-6, MCP-1 e RANTES.

As células da parede vascular produzem grandes quantidades de citocinas,
especialmente IL-6, a qual responde por ser o maior modulador da expressdo génica de fase
aguda durante a inflamagao, além de desempenhar um papel estimulatorio no processo através
da amplificagdo do acumulo de leucécitos (ROMANO et al., 2000; SIRANI et al., 1989;
MANTOVANI et al., 1997).

Evidéncias crescentes sugerem que as estatinas sdo capazes de infraregular a
transcricdo de IL-6 e MCP-1 como uma consequéncia da interferéncia nas proteinas de
ligagdo da via de transdugdo do NF-kB (ROMANO et al., 2000). De fato, o NF-xB ¢ o fator

chave que promove a transcricdo de ambas citocinas (KITA et al., 1980).

Wacehre et al. (2003) demonstraram que o tratamento com estatinas por seis meses
diminuiu os niveis das quimiocinas MIP-la, MIP-1B e IL-8 devido a inibicdo de sua

expressao génica, além também de diminuir a expressao dos receptores para tais quimiocinas.

Uma questdo importante ¢ elucidar se os efeitos pleiotropicos das estatinas sdo
secundarios a reducdo dos niveis de colesterol ou se aparecem devido outros mecanismos. As
estatinas inibem a sintese de colesterol, mas também reduzem a produ¢do de produtos nao-
esteroidais derivados do mevalonato (WAEHRE et al., 2003). Estudos in vitro indicam que a
supressdo destes mediadores ¢ responsavel pelo menos em parte pelos efeitos

antiinflamatoérios das estatinas (ETO et al., 2002; YOSHIDA; SAWADA; ISHII, 2001).

Da mesma forma, o NF-kB, necessdrio para transcricdo de varias citocinas e
quimiocinas inflamatérias, ¢ suprimido pelas estatinas, pelo menos em parte de maneira
independente das propriedades redutoras do colesterol (GUIJARRO; BLANCO-COLIO;
ORTEGO, 1998).
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Evidéncias crescentes sugerem que a acao antiinflamatoria das estatinas além de ser
um efeito paralelo interessante também pode representar um beneficio clinico para pacientes

com doengas cardiovasculares ¢ diabetes (WAEHRE et al., 2003).

A terapia com estatinas diminuiu os niveis de marcadores inflamatorios no plasma,
tais como hsCRP (high-sensitivity C-Reactive Protein) ¢ TNF-a. Esse efeito pode ser
relacionado a habilidade das estatinas inibirem a isoprenilagdo e ativacdo de membros da
familia Rho, bloqueando dessa forma a transducdo de vias pré-inflamatorias (NAKAGAMI et
al., 2003). As estatinas ainda sdo capazes de aumentar a atividade da superoxido dismutase

(SOD) (LANDMESSER; BAHLMANN; MUELLER, 2005).

Evidéncias do efeito antiinflamatério das estatinas sdo mostradas através da inibicao
da expressdo de ciclooxigenase-2 (COX-2) em modelo de aterosclerose em coelhos e em
cultura de células de musculo liso estimuladas por citocinas (HERNANDEZ-PRESA et al.,
2002). Além disso, as estatinas inibem a resposta inflamatéria em diferentes modelos animais
de doenga autoimune, tais como artrite por adjuvante completo de freund e encefalomielite
experimental (AKTAS et al., 2003; LEUNG et al.,, 2003; BARSANTE et al., 2005).
Independente dos efeitos hipolipidémicos as estatinas aumentam a expressao da 6xido nitrico
sintase endotelial (NOSe), efeito este que proporciona as agdes benéficas protetoras contra
doencas cardiovasculares e complicagdes vasculares relacionadas ao diabetes mellitus

(MARON et al., 2000; WAGNER et al., 2000).

As estatinas inibem a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e producdo de
prostandides, possivelmente devido inibicdo do NF-xB. Essa hipotese ¢ apoiada pelos
achados que mostram que a produc¢ao de COX-2 e citocinas ¢ largamente dependente da via

de transcri¢do regulada por NF-xB (LI et al., 2002; WU, 2005).

As carrageninas sdo polissacarideos altamente sulfatados derivados de sementes
vermelhas (Rhodophycae), predominantemente dos géneros Chondrus, Eucheuma, Gigartina
e Iridaea. A reatividade bioldgica da carranenina deve ser atribuida a ativa¢ao de uma via da
imunidade inata, devido a sua estrutura Uinica que contem o componente imunogénico gal (a-
1,3)gal (GALILI, 2005). A atividade imune da carragenina ativa a cascata que induz a
translocagdo de NF-kB e aumento da secrecdo de IL-8 por causar fosforilagdo de IkB,

complexo que mantem a fator nuclear inativado (BHATTACHARYYA et al., 2008).
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Os resultados encontrados mostram que a lovastatina nas doses de 2, 5 ¢ 10 mg/Kg foi
capaz de reduzir significativamente tanto a migracao de leucocitos como o edema de pata
induzidos por carragenina. Tais resultados estdo de acordo com os achados da literatura que
mostram que as agdes antiinflamatorias das estatinas sdo os efeitos pleiotrépicos mais

estudados.

A inibicdo no acumulo de NF-kB e consequente inibicdo da expressdo de seus
produtos relacionados com a via inflamatoria, além de uma diminui¢do na expressao de
citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-6, IL-1B ¢ moléculas de adesio MCP-1,
ICAM-1, RANTES podem estar envolvidas no efeito antiinflamatorio encontrado para a

lovastatina nos modelos utilizados.

Sobre o modelo da peritonite foi demonstrado nesse trabalho que a lovastatina reduziu
a migragao leucocitaria de maneira tao significativa quanto a dexametasona, utilizada como
droga de referéncia. A dexametasona atua por causar alteracdo na sintese de uma série de
fatores de transcricdo nuclear através de sua ligacdo a receptores intracelulares. Seu efeito
antiinflamatério decorre em parte da inibicdo dos fatores de transcricio AP-1 e NF-kB, que
estdo envolvidos na desrepressao de genes para COX-2, vdrias citocinas, fatores de adesado e

NOS.I.

Trabalhos recentes demonstram que a lovastatina foi capaz de inibir a via inflamatoria
IKK/IkB/NF-kB, associando dessa forma a estatina com a diminui¢do da producdo de
proteinas pro-inflamatorias. Tais dados ratificam o efeito antiinflamatoério da lovastatina no

modelo da peritonite realizado neste trabalho (LALLI et al., 2008).

Por outro lado, ndao foi possivel verificar efeito de dose-dependéncia no tratamento
realizado com a droga-teste no modelo de peritonite. Todas as doses (2, 5 e 10 mg/Kg)
reduziram a migragdo de neutrdfilos de maneira idéntica na quarta hora apds a injecao
intraperitoneal de carragenina. Tal efeito demonstra que independente da dose ocorrera
dessensibilizacdo de alguma via pré-inflamatéria. Contudo, novos experimentos precisam ser
realizados para a identificagdo de uma dose de corte, ou seja, uma dose que ndo apresente

nenhum efeito, além da propria via inflamatéria envolvida.
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Sobre o edema de pata induzido por carragenina a lovastatina mostrou um
comportamento semelhante. O pico do edema foi encontrado na quarta hora apds a
administracdo subplantar de carragenina. A indometacina, droga usada como referéncia, como
esperado reduziu de maneira significativa o edema na 2°, 3%, 4° e 24" horas validando dessa
forma a estrutura do experimento. A indometacina, potente inibidor de ciclooxigenase, exerce
seu efeito antiinflamatdrio por causar inibicao gradual da COX-2 reduzindo dessa forma a
producdo de prostandides. Contudo, outras agdes podem estar envolvidas no seu efeito
antiinflamatério, tais como diminuicdo da lesdo tecidual mediada por radicais livres de
oxigénio, que tém sua eliminagdo aumentada, e possivel inibi¢do de NF-xB (MAKAROV et

al., 2000).

Podemos observar no presente trabalho que a lovastatina nas doses de 2, 5 e 10 mg/Kg
reduziu de maneira significativa o edema na 2° 3" ¢ 4" horas apés a administragdo da
carragenina. Mesmo nao havendo diferenga significativa entre os grupos que caracterizasse
dose-dependéncia foi encontrado que a dose de 2 mg/Kg apresentou neste modelo o efeito
menos eficaz, enquanto as doses de 5 e 10 mg/Kg mostraram redu¢do bem mais marcante na

quarta hora (p <0,001) de maneira semelhante a indometaina.

Tal efeito pleiotrdpico da lovastatina ¢ ratificado pela inibicdo de NF-kB e possiveis
outros fatores de transcricdo como o AP-1 (GUIJARRO; BLANCO-COLIO; ORTEGO,
1998) além de uma possivel reducdo do estresse oxidativo com diminui¢@o de redicais livres e

lesao tecidual (LANDMESSER; BAHLMANN; MUELLER, 2005).

Os resultados apresentados no presente trabalho corroboram na sua grande maioria
para um efeito protetor da lovastatina sobre os eventos inflamatérios e de resisténcia a
insulina presentes no diabetes mellitus. Contudo, novos estudos precisam ser realizados para
avaliar se tais efeitos da lovastatina estdo relacionados a sua inibi¢do classica da produ¢do do
colesterol ou sdo derivados realmente de agdes paralelas. Novos ensaios também sdo
necessarios para avaliar os mecanismos moleculares de acdo da droga-teste e elucidar de
forma satisfatoria seu efeito hipoglicemiante. O efeito sobre os marcadores hepaticos também
deve ser estudado com mais aten¢do, no intuito de definir a real acdo das estatinas sobre o

figado.
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8 CONCLUSOES

e Lovastatina possui efeito hipoglicemiante, hipotrigliceridémico e hipocolesterolémico

nas doses de 2; 5; 10 e 20 mg/Kg, mas nao na dose de 0,5 mg/Kg.

e Nao foi demostrada caracteristica de dose-dependéncia entre as doses testadas.

e Os efeitos metabolicos da lovastatina foram eficientes nos trés esquemas de

tratamento: curativo, preventivo e sub-cronico.

e O tratamento associado da lovastatina com glibenclamida e lovastatina com

metformina ndo potencializou o efeito de ambas as drogas sozinhas.

e Existe a possibilidade de a lovastatina ter exercido os efeitos sobre a glicemia devido

uma diminuicao da resisténcia a insulina e sensibiliza¢do de seus receptores.

e A lovastatina exerce um efeito protetor generalizado diminuindo a mortalidade dos

animais que foram tratados com aloxano.

e No modelo da peritonite induzida por carragenina as doses de 2, 5 e 10 mg/Kg
reduziram a migra¢do de leucécitos de maneira semelhante a dexametasona 1 mg/Kg

utilizada como droga de referéncia.

e No modelo do edema de pata por carragenina a lovastatina nas doses de 2, 5 ¢ 10

mg/kg reduziu a formagdo do edema na 2%, 3* € 4 horas.

e Lovastatina mostrou um marcante efeito antiinflamatério melhorando o estado geral
dos animais em experimentacao, tanto nos estudos de inflamag¢ao como nos estudos de

diabetes.
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