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RESUMO



Raposo Filho JJF. Suco de laranja tem efeito sinérgico a estatina e ao genfi-
brozil no tratamento da aterosclerose [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medi-

cina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 70 p.

FUNDAMENTO: O suco de laranja (Citrus sinensis) é rico em vitami-
na C, folatos e seu principal flavondide, a hesperidina, cuja conformacéao es-
pacial € semelhante & genisteina de soja que tem ac¢do favoravel sobre o
aparelho cardiovascular. A vitamina C é conhecida como potente inibidor da
peroxidacao lipidica. Mas sua capacidade por possuir efeitos terapéuticos no
tratamento da aterosclerose € pouco estudada. OBJETIVO: O presente tra-
balho visa a determinar se 0 suco de laranja pode ter efeito aditivo no trata-
mento com estatinas e fibratos, reduzindo placas ateroscleroticas e a quanti-
dade de LDL Oxidado (LDL ox). METODOS: Anélise do efeito do suco nas
dimensbes de cortes histolégicos e na quantidade de anticorpos anti LDL
oxidado (antiLDLox) em lesdes aterosclerdticas na aorta de coelhos. RE-
SULTADOS: O suco de laranja potencializou a reducédo de area de placas
ateroscleroticas e a quantidade de LDL(ox) em relacdo as redugdes obtidas
com rosuvastatina e gemfibrozil. CONCLUSOES: O suco de laranja tem efei-

to sinérgico ao tratamento convencional da aterosclerose de coelhos.

Descritores: Suco de laranja, aterosclerose, area de placa, rosuvas-

tatina, genfibrozila



SUMMARY



JF. Orange juice has a synergic effect to statin and gemfibrozil in the treat-
ment of atherosclerosis [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Univer-

sidade de S&o Paulo”; 2010. 71 p.

Statins and fibrates have been used as anti-atherosclerotic drugs.
However, a high number of treated patients still present acute events and
death by atherosclerotic complications. Flavonoid ingestion has been associ-
ated with lower risk of death, lower incidence of coronary artery disease and
more preserved endothelial function in atherosclerotic patients. Orange juice
is rich in C vitamine, a well known potent inhibitor of lipidic peroxidation, and
in flavonoids, mainly the hesperidine that seems the soy bean genisteine,
which is associated with decrease LDL and increase HDL. Objective: In this
work we studied if orange juice has addictive effect to statin and gemfibrozil
in the treatment of rabbit atherosclerosis, reducing plaque area and oxidate
LDL (LDLox). Methods: Five group of atherosclerotic rabbits, fed with 1%
cholesterol enriched diet during 12 weeks, were analyzed: Gl - received no
treatment, Gll — Gemfibrozil 600mg/day, GlIl — treated with Gemfibrozil
600mg/day + orange juice, GIV - rosuvastatin/10mg / day and GV - rosu-
vastatin/10mg / day + orange juice. The most severe atherosclerotic cross
section in ascendant aorta was analyzed in H&E and anti-oxidated LDL
(oxLDL) immunostained slides, obtaining intimal area, total vessel area, %
luminal obstruction and % oxLDL area in intima. Results: The means (stan-
dard deviations) of plaque area and % plague area of oxLDL in Gl were 1.05

(0.91) and 0.12 (0.13), with no significant difference with Gll animals, respec-



tively 3.85 (5.27) and 0.18 (0.22), but significantly reduced in GllI, 0.64 (1.56)
and 0.03 (0.05). Similar data were seen in GIV, 2.11 (2.77) and 0.19 (0.25),
compared with GV, 0.04 (0.09) and 0.00 (0.00). Conclusion: This work de-
monstrates that orange juice has a potential synergistic action with statin and
fibrates in reducing atherosclerosis and the mechanism seems to involve in-
hibition of oxLDL concentration and migration of smooth muscle cells in the

subendothelial space.

Descriptors: Orange juice, atherosclerosis, atheroma plaque, oxLDL,

rosuvastatin, gemfibrozil
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1.1 A doenca ateroscleroética coronariana e o tratamento a-

tual

Mundialmente, vem se testemunhando um declinio na mortalidade; no
entanto, a aterosclerose, os eventos aterotromboéticos e suas complicagdes

mantém-se como a principal causa de morte’.

Assim, dentre os tratamentos propostos para a aterosclerose, 0 que
mais se destaca e apresenta maiores evidéncias de beneficios € o tratamen-

to das dislipidemias por meio de estatinas e fibratos?.

As estatinas tém efeito pronunciado na reducao de morbidade e mor-
talidade, tanto nos estudos de prevencao primaria como de secundaria 37,
Apesar de seu valor inquestionavel, persiste um risco residual substancial
em pacientes de alto risco. Por exemplo, no estudo PROVE IT’, 22% dos
pacientes randomizados para terapia de reducdo intensiva de lipides com
estatina apresentaram eventos nos 24 meses subsequentes e 26% no grupo

pravastatina até o final do estudo.

1.2 A patogenia da aterosclerose

Antes considerada uma lesédo causada por acumulo de colesterol, a
aterosclerose é hoje compreendida como uma complexa interacdo em que
concorrem fatores de risco, acumulo de lipides modificados, macréfagos,

células musculares lisas (CML), recrutadas, moléculas circulantes e tecidu-
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ais que se comunicam entre si. Inflamacéo e células inflamatoérias participam
em todas as fases do processo. Essas moléculas promovem a expressao e
adesao de globulos brancos na superficie do endotélio, mediadas por cito-

quinas quimiotaxicas (Monocyte Chemoattratant protein, MCP-1).

No inicio, o acumulo de lipides modificados, LDL oxidados (LDL 0x)
seguem a ativacdo de células do endotélio que aumentam a expressao de
moléculas de adesdo VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, P-selectina. Posterior-
mente, ocorre migracdo e ativacdo das células inflamatérias (mondcitos,
mastécitos e linfécitos T)®. Como uma consequéncia maior do fomento do
processo inflamatério instalado acontece a migracdo de células CML da tu-
nica até a meédia arterial e sua consequente multiplicacdo caracterizam o
ateroma precoce. Essas células proliferam e elaboram uma matriz extracelu-
lar, desde a tunica até a camada intima, alterando seu fenoétipo de contréatil
para sintético, aumentando a expressdo de alpha 1 actina’ que junto a célu-
las endoteliais e mondécitos secretam metaloproteinases que respondem a

sinalizagdo oxidativa, inflamatoria, hemodinamica e autoimune.

Mondcitos transpassam a camada intima e no espaco subendotelial
da parede arterial transformam-se em macrofagos ativados que capturam a

LDL(ox)

Em razéo da degeneragdo com acumulo de lipides e a necrose com
base no LDL(ox), podem surgir focos de calcificagdo em um processo seme-
lhante ao que acontece na formagao de ossos. A morte celular, incluindo a

apoptose, é comumente encontrada na placa.
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Desse modo, esse fendmeno estimula os globulos brancos a produzi-

rem o fator celular (Tissue Factor).

A seguir, hemorragias podem surgir, complicando a placa aterosclero-

tica.

1.3 O suco de laranja

O suco da laranja (Citrus sinensis) € alimento amplamente produzido
e consumido no Brasil, € rico em diversos flavondides e vitamina C. Dr. Al-
bert Szent-Gyorgyi, prémio Nobel de Quimica em 1937, identificou uma
substancia a partir da casca do limao, que reduzia a permeabilidade vascular
e gque era efetiva no tratamento da purpura resistente a terapéutica com vi-
tamina C, que denominou substancia P (permeabilidade). A substancia P

seria mais tarde renomeada como flavondide.

Posteriormente, Szent Gyorgyi aventou a possibilidade de flavondéides

e vitamina C possuirem efeito sinérgico em acé&o antiinflamatéria vascular.'®

Um dos maiores grupos de fitonutrientes que apresentam efeitos no
metabolismo humano séo os flavonoides, subclasses de polifendis. A hes-
peridina, a naringina e a nobiletina (descrita posteriormente) sdo os flavo-

noides mais conhecidos e estudados da laranja.

O interesse despertado nessas substancias surgiu com base em pes-
quisas realizadas com animais de experimentacdo que demonstraram acao
hipolipemiante da hesperidina sobre a concentracdo de colesterol plasmati-

co. Outros estudos em humanos tém demonstrado que o suco de laranja
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reduz a excrecdo fecal e a concentracao hepatica de colesterol, indicando
que os efeitos anti-colesterolémicos possam ser devidos as modificacbes

endégenas no metabolismo do colesterol**.

Outros autores reportaram que o0 metabdlito hesperitina, da hesperidi-
na inibe também a enzima HM G-CoA redutase e reduz a concentracao
plasmética do colesterol em ratos*®. Além disso, os sucos citricos contém
altas concentracdes de limonoides compostos bioativos que parecem ter

também acéo redutora sobre a apo B em células HepG 2*2.

Nos dados do Quadro 1 estad descrita a composi¢cdo do suco de la-

ranja.

Quadro 1 - Nutrientes do suco de laranja pronto para beber em uma por-
cao (249 g ou 250 mL) *2

Nutrientes g mg Mg Nutrientes Mg Mg
Agua 222 Vitamina A 22
Proteina 15 Vitamina C 86

Gordura total 0,4 Vitamina B-6 0,2
Carboidrato 25,0 Vitamina E, alfa tocoferol 0,5

Acucar total 21,0 Folato total 45
Fibra dietética total 0,5 Vitamina K 0,2
Caélcio 2,0 Niacina 0,8

Cobre 0,1 Riboflavina 0,1

Ferro 11 Tiamina 0,2

Magnésio 27 Beta caroteno 72
Fosforo 35 Alfa caroteno 12
Potassio 436 Beta criptoxantina 369
Selénio 0,2 Luteina + zeantina 286
Sadio 5

Zinco 0,2

Flavondides mg Energia kcal
Hesperitina 13,75+ 2,41 105
Naringinina 3,86 +0,27
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A ingestdo média de flavondides € de cerca de 25 mg/dia em muitos
paises da Europa, com variagbes em funcdo dos habitos alimentares. As
laranjas e seus sucos sao boas fontes desses flavonoides e contém cerca de
40 mg/100g do alimento, mas perdas consideraveis ocorrem com a remogao

da casca, antes do consumo ou no processo industrial™®.

De modo geral, os flavondides podem ocorrer em sua forma livre (a-
glicona) ou, entdo, conjugados a acucares (glicosideos). Nos alimentos, es-
tes compostos estdo na forma glicosidica, e apds serem ingeridos, no intes-
tino a molécula de agucar é degradada e os flavonoides passam para a for-
ma aglicona. Os acgUcares mais comuns encontrados conjugados aos flavo-
néides sdo: glicose, galactose, ramnose, xilose e arabinose e, menos fre-
quentemente, alguns dissacarideos'***. Mais de 80 espécies de aclcares

tém sido descritos como ligados aos flavondides.

A grande variedade de compostos (cerca de 6.000) pode ser explica-
da pelas modificacdes estruturais na composicdo basica da molécula, como
reacOes de hidroxilagdo, metilagdo, acilagcéo, glicosilacdo, entre outras. A
glicosilacdo pode ocorrer nos grupos hidroxilas, ligando o flavonéide a molé-
cula de acUcar por meio de um atomo de oxigénio, ou diretamente no nucleo

do flavonoéide, por meio de um &tomo de carbono***>°.

Os flavondides das frutas citricas sao resistentes ao suco gastrico do

|17,18

estbmago, sendo absorvidos no trato gastrintestina , apos a deglicosila-

cdo por enzimas de bactérias intestinais.
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A baixa solubilidade da hesperidina em &gua dificulta sua absorcao,
sendo menor que 0,01%, entretanto, um derivado da hesperidina, a glicosil
hesperidina (G-Hesperidin) € marcadamente mais sollvel em agua que a
hesperidina®®. Outras reacdes, como metilacdo, sulftagcdo glicuronidacéo,
resultam em uma variedade de formas conjugadas. Os flavonéides conjuga-
dos podem ser excretados pela bile ou levados aos tecidos periféricos onde
desempenham acg0Oes, tais como atividade antioxidante, prevencédo de es-

tresse oxidativo e de doencas cronicas®?.

Nas frutas citricas, além das flavanonas, sédo encontradas também as
flavonas altamente metoxiladas, conhecidas como polimetoxiladas (PMF). A
Figura 1 apresenta os flavondides citricos encontrados nas diferentes partes
das frutas e em distintas concentra¢des, variando de acordo com o solo, o

clima e as variedades da fruta e época da colheita, entre outros fatores.

As PMF citricas mais comuns sdo a tangeritina e a nobelitina - encon-
tradas em laranjas, tangerinas e casca de laranja azeda (Citrus aurantum).
Vem sendo mostrado que as PMF possuem maior potencial hipolipemiante

do que as flavanonas citricas®.
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Fitoquimicos

Fendlicos

Flavondides

[ Flavanonas ] [ Flavondis ] [ Flavanas ]

Eriocitrina

PMF

[ Flavonas ] [ Antocianinas ] [ Tsofavonas ]

Meoeriocitring

[ ‘Siner-i.etina ] [ Nobe-liti-1a ] [ Targ;ritina ]

Mariruting

Maringina

Hesperiding

gl

Neohesperiding

Neopondirina

Foncirina

Figural -

Rutina

Isoroifoling

Roifolina

Diosmina

Neodiosmina

Esquema de classificacdo dos flavonéides citricos®

O efeito das PMF foi verificado em hamsters com relacdo aos seus

efeitos na dieta hipercolesterolémica induzida pela dieta. No grupo suple-

mentado com 1% de PMF observou-se diminuicdo de 27% do colesterol

total e 44% de triglicérides séricos, que foram comparaveis ao grupo trata-

do com dieta suplementada com 3% da combinacao hesperidina/naringina

(1:1), sugerindo um maior potencial hipolipemiante das PMF.

A soja contém um flavondide conhecido como genisteina que reduz

o colesterol de VLDL e LDL em macacos, ratos e coelhos. Tem sido rela-

tada uma similaridade estrutural entre a genisteina da soja e a hesperidina

dos sucos citricos, sugerindo que estes também podem apresentar propri-
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edades hipolipemiante. A acdo hipolipemiante de compostos polifendlicos
tem sido atribuida a ocorréncia comum aos grupos hidroxila na posicéo 3,

4 ou 5 da sua estrutura®,

O suco de laranja também é rico em folatos que reduzem a homocis-

teinemia, sendo apontado como fator de risco para doenca cardiovascular®.

1.4 A vitaminaC

Cada laranja contém 50 a 75mg de vitamina C, que é importante na
preservacdo vascular dependente de endotélio® e eficiente scavenger de
anions superoéxidos, exerce importante papel na regulacao intracelular do
estado redox?’ e da formacdo de F2-isoprostanos®®. Estes compostos Sdo
formados de modo ndo enzimatico, apoiados na peroxidacdo do acido arac-
dénico provenientes de fosfolipidios e catalisados a partir de radicais livres.
Esse processo pode ser impedido de ser iniciado por acdo da vitamina C,

pela neutralizacdo dos radicais livres, por meio da doacgéo de elétrons.

Desse modo, estudos mostram que a concentracao sérica da vitamina
C foi inversamente proporcional a concentragéo de 8-epi-PGF2a (outro radi-
cal livre produzido), que mostra o efeito direto da vitamina C diminuindo a

peroxidacao lipidica®.
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1.5 Possiveis efeitos do suco de laranja sobre a doenca arte-

rial coronaria

Dietas ricas em vegetais e frutas tém sido recomendadas para pre-
vencdo de doencas®®. O Nurses Health Study*!, seguimento de 120.000
pessoas, mostrou reducao de 12% no risco de infarto do miocardio em pes-
soas gque apresentavam consumo mais acentuado de frutas citricas.

Acredita se que flavondides possam reduzir a doenca cardiovascular
por meio de quatro mecanismos: 1) Aumento da vasodilatacdo coronéria, 2)
Prevencéo da oxidacdo do LDL, 3) Reducao da agregacéo plaquetaria®. 4)

Reducéo de lipides.

1.5.1 Vasodilatacdo coronéaria

A preservacao do endotélio € fundamental para a vasodilatacdo coro-
naria, assim, esta bem comprovada a relacdo entre doenca arterial coronaria
e déficit producao de 6xido nitrico (ON)*. Células endoteliais sintetizam e
liberam substancias vasodilatadoras, como as prostaciclinas, 6xido nitrico e
EDGF (fator relaxante derivado do endotélio). Promovem também a sintese
da endotelina, que é participa da regulacédo do tdnus vascular, controle de
plaguetas e adesdo, agregacdo e migracdo leucocitaria. Estudos clinicos
mostram que alimentos ricos em flavondides podem melhorar a funcéo en-

16,34

dotelial em hipertensos e portadores de doenca arterial coronaria ", melho-

rando a vasodilatacdo dependente de endotélio®*, pelo aumento da bioviabi-
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lidade de ON, estimulo a producdo de EDGF e reduc¢do da producédo de en-

dotelina.

1.5.2 Prevencéao da oxidagéo do LDL

Espécies Reativas do Oxigénio (ERO) sdo constantemente produzi-
das por reacfes enzimaticas nas células e possuem grande capacidade de
reacdo. Em condicdes fisioldgicas normais ERO sédo produzidas em niveis
baixos e sdo necessarias para a manutencao de funcdes celulares normais.
Os fatores enddgenos dos sistemas de defesa antioxidante do organismo
tém a capacidade de evitar quaisquer efeitos nocivos. No entanto, varios
fatores de risco estabelecidos para a doenca cardiovascular tém sido asso-
ciados a geracdo excessiva de ERO, conhecido como estado de estresse
oxidativo. Por exemplo, em modelos animais de hiperlipidemia®, hiperten-
sd0°® e diabetes® niveis elevados de producdo de anion superéxido vascu-
lar foram encontrados. Além disso, estudos clinicos vém demonstrando que
a hipercolesterolemia e diabetes em seres humanos também estdo associa-
dos com a geracéo de anion superéxido vascular aumentada®. Todos estes
dados sugerem fortemente que o aumento do estresse oxidativo esta envol-
vido na fisiopatologia da doenca cardiovascular. EROs promovem oxidacao
LDL®, criando a LDL(ox), que é altamente imunogénica, gerando anticorpos
especificos, antiLDL(ox), e inativacdo de ON*’. Assim, o suco de laranja re-

duz a peroxidacao lipidica* e aumenta a viabilidade do éxido nitrico.
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1.5.3 Flavondides e funcao plaquetaria

Flavonadides citricos, em estudos “in vitro” mostraram capacidade para
inibir a agregacao plaquetaria®?, inibem o receptor de acoplamento de trom-
boxane A2, um dos produtos secretados pela plaqueta quando da aderéncia
ao endotélio lesado e inibem a expressdo de enzimas envolvidas na sinali-
zacao celular da coagulacédo, como cyclooxigenases, lypoxygenases, fosfo-

diesterases, tyrosine kinases e fosfolipases*:.

1.5.4 Flavondides e reducdo de lipides

As apolipoproteinas B séo proteinas estruturais de quilomicrons, VL-
DL e LDL. S&o importantes na secrecédo e transporte dessas lipoproteinas e
funcionam como sinais de reconhecimento para a ligacao e internalizagao de
particulas LDL pelo receptor LDL. Depois de ajustes para fatores de risco
tradicionais, a apo B permanece um fator de risco significante para infarto do
miocérdio, tanto em homens como em mulheres. O LDL® n&o tem t&o bom
desempenho em mulheres**, sendo apo B associada & aceleracéo de ate-
rosclerose. Flavonéides inibem a secrecdo de apoB?**°. De Whalley mostrou
que flavondides sao potentes inibidores das modificacdes do LDL, causadas

por macréfagos®**®

, evitando a producéo de hidroperéxidos e protegendo o
alpha tocoferol (potente antioxidante contido nas lipoproteinas) prolongando,
assim, sua meia vida e evitando a peroxidacgéao lipidica, porém flavondides
inibem também a oxidacdo sem participacdo celular, mediada por CuSo4

(sulfato de Cobre) e ferro. Existe também a possibilidade dos flavondides
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recuperarem também moléculas de alpha tocoferol pela doacdo de uma mo-
lécula de hidrogénio, interrompendo, assim, a peroxidacéo lipidica ao inter-

romper uma reacgéo em cadeia.*’

O flavondide da laranja naringina, além de inibir a secre¢do de apoB,
inibe também a producéo de proteina microssomal transportadora de triglicé-

rides (MTP-1)*.

A hesperidina produz elevacdo de HDL® em individuos portadores de
dislipidemia®’. Hesperidina e Naringina causam incremento de 5 a 7 x no
RNA mensageiro de receptor de LDL, provocando uma captagcdo em dobro
de LDL®*. Hesperidina e Naringina inibem a expressdo da proteina intrace-
lular Acyl-coenzyme A: cholesterol acyltransferase (ACAT) que participa do
processo de esterificacdo do colesterol. Estes constituem os possiveis me-
canismos conhecidos para alteracdo nos lipides causados pelos flavonéi-

des™®.

1.5.5 Flavondides e isquemia miocardica

Flavondides citricos protegem contra a isquemia miocardica. Esse e-
feito pode ser em razdo de sua capacidade de inibir a atividade secretéria de
mastocitos. Mediadores quimicos produzidos por mastocitos podem estar
envolvidos na inflamacédo cardiovascular, que é fator de risco cardiovascu-
lar*®. Mastécitos produzem Interleucina 6, conhecida como fator determinan-

te na génese da aterosclerose®®.
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1.6 As estatinas no tratamento da aterosclerose

As estatinas sdo substancias capazes de diminuir a sintese intracelu-
lar do colesterol por competirem com a enzima hidroximetil glutaril coenzima
A (HMG-COA) por meio da inibicdo parcial da HM-CoA Redutase, havendo,
portanto, inibicdo apenas parcial da sintese de colesterol, preservando co-
lesterol para mecanismos essenciais a vida humana como a preservacao da
membrana celular, sintese hormonal e da vitamina D. Uma vez que 0s niveis
intracelulares de colesterol diminuem com o uso da droga, ha um aumento
no nimero de receptores do LDL® na membrana celular, aumentando, as-
sim, o clearence plasmatico do LDL®*°. A reducdo nos niveis séricos de LDL-
¢ pode variar de 25% a 55%, de acordo com a droga utilizada. Também po-
de haver efeito sobre os niveis de trigliceridios, que diminuem em média

15% a 25%, e de HDL-c que podem sofrer uma elevacao de cerca de 10 %.

A primeira estatina sintetizada foi a lovastatina, com base no fungo
Aspergillus terreus e a pravastatina, a partir da Nocardia autrophica. Em se-
guida, a lovastatina foi modificada tendo sido sintetizada a sinvastatina, que
€ largamente utilizada até os dias de hoje. Posteriormente, surgiram a flu-
vastatina, a atorvastatina, a cerivastatina, que foi retirada do mercado. Esta-

tinas sdo eficazes ao reduzirem eventos cardiovasculares em 25% a 38%".

As estatinas diminuem a secrecao de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), de densidade intermediaria (IDL) e de apolipoproteina B,
efeitos que indiretamente causam também reducdo do LDL®. Estas vém

sendo associados a uma expressiva diminuicdo da morbidade e mortalidade
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cardiovascular para pacientes em prevencao primaria ou secundaria da do-

encga coronariana, em varios estudos sumarizados na Figura 2.

O beneficio da terapia com estatina vem sendo reportado em muitos
estudos com pacientes com DAC estabelecida, independente ou nao de dis-
lipidemia.

O estudo 4S comparou sinvastatina (até uma dose maxima de 40 mg)
com placebo, além de reportar diminuicdo dos eventos coronarianos, proce-
dimentos de revascularizacdo e reducao de 42% na mortalidade por DAC.
Foi o primeiro estudo a mostrar diminuicdo da mortalidade geral, sem exces-
so de mortes ndo cardiacas®. O CARE comparou pravastatina com placebo,
também evidenciando reducéo na incidéncia de eventos coronarianos, pro-

cedimentos invasivos e morte por DAC.

Mais recentemente, O HPS? (UK Heart Protection Study), comparan-
do a sinvastatina 40 mg com placebo, avaliou mais de 20 mil individuos, in-
cluindo grupos de pacientes pouco representados em estudos prévios, como
mulheres, idosos e pacientes com niveis de colesterol abaixo da média (33%
que tinham LDL-c abaixo de 116 mg/dl). A sinvastatina reduziu em cerca de
um tergo o risco de IAM, acidente vascular cerebral e revascularizagdo mio-
cardica, além do beneficio sobre a mortalidade geral e por DAC, indepen-
dente do valor inicial do colesterol. O beneficio em pacientes com niveis bai-
xos de LDL-c reflete um possivel efeito adicional das estatinas, além daquele

relacionado a reducdo dos niveis de colesterol. descritos no item 1.6.2.
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1.6.1 Beneficios na prevencao primaria

O WOSCOPS foi um estudo de prevencédo primaria em homens de
meia idade que comprovou a reducao de eventos e mortalidade coronariana
nesse grupo de pacientes, com o uso de pravastatina 40 mg/dia*®. O mesmo
foi observado pelo AFCAPS/TexCAPS (com lovastatina) e o ASCOT-LLA
(com atorvastatina 10 mg), ambos com a vantagem adicional de ter avaliado
também mulheres e de ter incluido pacientes com niveis de colesterol mais

préximos ao “normal™’.

1.6.2 Efeitos pleiotroficos das estatinas®?

As estatinas também apresentam acdo na coagulacdo e trombose:
reducdo da agregacéao plaquetaria, reducao da expressao do fator tecidual e
“PAI 1". ("plasminogen activator inhibitor 1”). Por meio do aumento da libera-
cdo de Oxido nitrico por estabilizacdo da célula endotelial, reducédo da ex-
pressdo de moléculas de adesdo em linfécitos T e mastdcitos e reducédo da
proteina C reativa (PCR us), promovem acédo na inflamacéo e imunomodula-
céo.

As estatinas promovem também Inibicdo do sistema NADPHOxidase
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e consequente reducéo da for-

macao de superoxidos.

Na placa aterosclerdtica formada promove estabilizacéo, reducéo de
sintese de metaloproteinases, estimulo a sintese de colageno e contencao

da célula muscular lisa.
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Aumentando a bioviabilidade do 6xido nitrico por aumento da expres-
sdo da 6xido nitrico sintetase promove reducdo da expressdo de endotelina
1, aumento da quantidade de células progenitoras do endotélio, melhorando

a angiogénese e a funcdo endotelial.

As estatinas sao eficazes em homens, mulheres, criancas e adoles-
centes, mas nao devem ser indicadas para gestantes ou mulheres em fase
de aleitamento. Séo eficazes também apds procedimento de revasculariza-

¢do miocérdica.
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Figura2 - Reducdo de eventos coronarianos com estatinas, em preven-
cdo priméria e secundaria da doenca coronariana
Fonte: Fonseca FH. Arq Bras Cardiol. 2005;85 suppl53

Dentre as estatinas, a rosuvastatina € a mais potente do mercado e é
a que produz ligacdo mais intensa e duradoura com o receptor de LDL*?,

tendo sido a estatina escolhida para o estudo.

1.7 Os fibratos no tratamento da aterosclerose

Estes farmacos tém acdo predominante na hipertrigliceridemia, séo
derivados de acido fibrico: clofibrato, bezafibrato, fenofibrato, etofibrato, gen-

fibrozila, cipofibrato.

Os fibratos séo ligantes que ativam receptores dos peroxossomos
(PPAR-alfa), que séo fatores de transcricdo nuclear. Quando os receptores
PPAR-alfa sdo ativados pelos fibratos, ocorre aumento da expressao dos

genes que sintetizam a lipase lipoproteica e a diminuicdo da expressao do



Introducéo 19

apo ClIII, o que potencializa o catabolismo das lipoproteinas ricas em triglice-
ridios. Os fibratos aumentam a expressao das apolipoproteinas Al e All, ele-
vando os niveis de HDL®. Aumentam a excrecéo do colesterol hepético pe-
las vias biliares e a afinidade da LDL pelos receptores B-E. Os fibratos redu-
zem a lipemia pos-prandial. Diminuem os niveis de trigliceridios de 35% a
55%, aumentam HDL-C de 10% a 25% e diminuem LDL-C de 10% a 35%
sobretudo as custas da LDL pequena e densa. Mas podem ocorrer aumen-
tos de LDL-C em pacientes com hipertrigliceridemia tratados com fibrato, em
decorréncia da reducao de trigliceridios das VLDL. Formam-se LDL grandes,

menos densas e menos aterogénicas.

Os fibratos apresentam efeitos sobre os fatores de coagulacéo: redu-

cdo da fibrinogenemia, da agregacéao plaquetéria, do fator VIl e de PAI-1.

Podem melhorar a tolerancia a glicose. Esses efeitos variam depen-
dendo do medicamento. Sdo absorvidos no intestino, metabolizados no figa-
do pelo citocromo CYP 450 3A4 e excretados pelos rins. O pico maximo de
acao, a meia-vida, a apresentacdo e as doses habituais sdo variaveis para
cada fibrato. S&o indicados para hipertrigliceridemia enddégena isolada, com

HDL-C baixo ou associada a hipercolesterolemia.

Os fibratos sdo bem tolerados, seus efeitos colaterais (5% a 10%)
cessam com a interrupcdo do tratamento e sdo: intolerancia gastrica, diarrei-
a, litiase biliar, fraqueza muscular, mialgia, diminui¢do da libido, erup¢éo cu-
tanea, cefaleia e insbnia. Podem elevar as enzimas hepéticas, CPK, creati-

nina e hemocisteina.



Introducéo 20

Sao contraindicados na gravidez e amamentagao. Interagem com
farmacos metabolizados pelo CYP 3A4, o que requer cuidados especiais em

casos de polimedicagéo.

A associagao de fibratos com outros hipolipemiantes pode ser feita,

observando-se as seguintes precaucoes:

1) a administragdo concomitante com colestiramina diminui a
absorcao do fibrato (se necessario, o fibrato deve ser 3 horas antes ou 3

horas depois da colestiramina);

2) a associagcdo com estatina favorece mialgia e pode facilitar
rabdomidlise. Com monitorizacdo adequada das enzimas hepaticas e
musculares, esta associacdo € utilizada na hiperlipidemia mista. A
associacdo das estatinas com genfibrozila ndo deve ser utilizada pelo risco

de rabdomiodlise.

Em pacientes com DAC e HDL-C baixo, o estudo Veterans Affairs Hi-

gh-Sensity Lipoprotein Cholesterol Intervention Trial>*

demonstrou que o uso
de genfibrozila comparado ao placebo diminui em 22% o risco de IAM nao
fatal e morte por DAC, e no subgrupo de diabéticos, a reducéo de grupo foi
maior. O ensaio clinico randomizado Bezafibrato Infarction Prevention Study
(BIP)*, o uso de bezafibrato em pacientes com DAC nao resultou em bene-
ficio significativo, exceto subgrupo com trigliceridios acima de 200 mg/dl,
com reducdo de 40% de eventos cardiovasculares. Estes resultados suge-

rem que o beneficio dos fibratos é observado em pacientes com trigliceridios

elevado, HDL-C baixo e LDL-C proximo aos valores normais.
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Na prevencéo primaria, o Helsinki Heart Study® demonstrou beneficio
com o uso de genfibrozila na reducéo de eventos cardiovasculares, sobretu-
do no subgrupo de pacientes diabéticos. O estudo FIELD’ utilizou fenofibra-
to em diabéticos, em prevencao priméria e secundaria, ndo se observou re-
ducao de risco em relacdo aos desfechos primarios, apenas em relagcao aos
desfechos secundérios, sugerindo a necessidade do desenvolvimento de
novos farmacos com acao sinérgica a dos fibratos e melhora do desempe-

nho dessas drogas em desfechos cardiovasculares em futuros estudos.



2 OBJETIVOS
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O presente estudo teve como objetivo comparar os efeitos da admi-
nistracdo de genfibrozila e rosuvastatina em associagdo com o suco de la-
ranja, em relacdo ao uso isolado das drogas, quanto a possibilidade de re-
ducao sinérgica da aterosclerose, avaliando melhora do perfil lipidico san-
guineo, reducdo do tamanho das placas e possiveis mecanismos envolvi-

dos, em aterosclerose experimental.

Analisa se eventual efeito sinérgico do suco de laranja a acdo anit-
aterosclerética das estatinas ou fibratos relaciona-se com menor area de

placa, menor quantidade de fibras musculares lisas e LDL(0x) na placa.

Para isto, utilizou-se o modelo de aterosclerose em coelhos induzida
por dieta rica em colesterol. Inicialmente, foi realizado um estudo do modelo
experimental a ser utilizado, com coelhos Nova Zelandia do Biotério Central
da UNIP (Universidade Paulista, campus de Limeira). Constatou-se que 0s
coelhos, realmente, tém aterosclerose com dieta enriquecida com 1% de
colesterol. A influéncia do suco de laranja sobre o animal com e sem ateros-

clerose foi estudada.

Com base nos resultados demonstrados, observou-se que s6 0 suco
ndo reduz e também nao induz aterosclerose em coelhos. Assim, foi feito o

estudo da acéo aditiva do suco de laranja sobre fibrato ou estatina.



3 MATERIAL E METODOS
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O suco de laranja foi cedido pela Citrosuco S.A®, nome comercial
Lanjal®, concentrado 1.000 ml, mantido a uma temperatura de 6 graus Celsi-

us na distribuidora e no biotério.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do HC-

FMUSP e Comiss&o Cientifica e de Etica do Instituto do Coragéo

O trabalho foi realizado conforme The Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, publicado pelo US National Institues of Health NIH Pu-

blication N 85-23, revisado em 1996.

Desse modo, foram estudados 65 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da
raca Nova Zelandia (White New Zealand), provenientes do Biotério Central
da UNIP (Universidade Paulista, campus de Limeira), com 60 dias de idade
aproximadamente, todos machos, pesando de 2,8 a 3,0 Kg. Eles foram a-
condicionados em gaioleiros de aco inoxidavel adequados a espécie no Bio-
tério, mantidos com racdo com formulacdo adequada para a espécie e agua
(grupo controle) ou suco de laranja ad libitum, com intervalos de luz e escu-

ridao a cada 14/10 horas e temperatura ambiente de 22 + 2°C.

O trabalho foi dividido em duas partes:
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3.1 Primeira parte - Estudo do modelo

O estudo constituiu-se de quatro grupos de coelhos para avaliar o
modelo que serd usado na segunda parte, objetivo fundamental deste traba-
lho, que era analisar se havia acdo sinérgica do suco de laranja sobre a a-

cao antiaterosclerotica e antilipidica da estatina e fibrato.

Grupo SA - Grupo com dieta habitual e s6 agua (n= 10). Grupo controle
para avaliar se os coelhos com dieta usual e tomando agua nao
apresentam aterosclerose. Composto de coelhos alimentados

com dieta normal e 4gua por 12 semanas.

Grupo SS - Grupo com dieta habitual e sé suco de laranja (n=5). Grupo pa-
ra avaliar se s o suco de laranja pode apresentar o aparecimen-
to de placas de ateroma. Composto de coelhos alimentados com
dieta habitual e substituicAo de agua por suco de laranja por 12

semanas.

Grupo A - Grupo com dieta hipercolesterolémica (n=10) — Para avaliar se a
dieta enriquecida com colesterol leva ao desenvolvimento da
placa de aterosclerose. Composto de coelhos alimentados com
dieta enriquecida com 1% de colesterol com formulacdo ade-

guada para a espécie e agua, durante 12 semanas.

Grupo B - Grupo com dieta hipercolesterolémica + suco de laranja (n=10) —
Para avaliar se o0 suco de laranja leva a regressao das placas de

aterosclerose nos animais que receberam dieta rica em coleste-
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rol. Composto de coelhos alimentados com dieta normal, enri-
guecida com 1% de colesterol e suco de laranja 750 ml /dia ao

invés de agua, por 12 semanas.

3.2 Segunda Parte — Estudo da interacdo do suco de laranja
sobre tratamento antiaterosclerético com estatina ou

fibrato

Grupo C - Grupo com dieta hipercolesterolémica 12 semanas + genfibrozila
600mg /dia, composto de coelhos alimentados com dieta normal,
enriguecida com 1% de colesterol durante 12 semanas e 1 com-

primido de genfibrozila (Pfizer) macerado na ragéo.

Grupo D - Grupo com dieta hipercolesterolémica 12 semanas + suco de la-
ranja+ genfibrozila 600mg /dia, composto de coelhos alimenta-
dos com dieta normal, enriquecida com 1% de colesterol, suco
de laranja ao invés de 4gua e 1 comprimido de genfibrozila ma-

cerado na ragao.

Grupo E - Grupo com dieta hipercolesterolémica 12 semanas + rosuvastati-
na: composto de coelhos alimentados com dieta normal, enri-
guecida com 1% de colesterol durante 12 semanas, e 1 compri-
mido de Rosuvastatina, contendo 10 mg de rosuvastatina célci-

ca, macerado e misturado a racao.
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Grupo F - Grupo com dieta hipercolesterolémica 12 semanas + rosuvastati-
na + suco de laranja: composto de coelhos alimentados com die-
ta normal, enriquecida com 1% de colesterol durante 12 sema-
nas, 1 comprimido de Crestor®, contendo 10 mg de rosuvastatina
calcica, macerada e misturada a ragdo e suco de laranja, ao in-

vés de agua.

3.3 Confeccao daracéao ad libitum

Inicialmente, os animais foram alimentados com ragédo para coelhos
Nuvilab®; laboratério Nuvital, Curitiba, PR, Brasil. Para obter a dieta hiperco-
lesterolémica, foram adicionados 10 g de colesterol em p6 (Sigma — C 8503
— 95% de pureza USP) a cada quilo de racdo comercial. O colesterol foi dis-
solvido em uma mistura de 50 ml de éter etilico e 100 ml de alcool etilico 70°
e, em seguida, pulverizado a racao. A racao permaneceu em cubas apropri-
adas para evaporacao do contetdo volatil da mistura durante 24 horas. Ca-
da animal recebeu diariamente 150 g de racao, aproximadamente, com con-

sumo controlado por pesagem.

3.4 Coletade sangue e métodos laboratoriais

Foram colhidas amostras de Colesterol Total, Trigliceridios, HDL®,
GTP/ALT- Alanina aminotransferase, GOT/AST-(Aspartato aminotransfera-
se) e Fosfatase Alcalina, sendo os dois primeiros pelo método Cinético em

UV e o ultimo pelo método Colorimétrico, Cinético, dos coelhos no inicio do
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estudo e logo apds seu sacrificio. Colesterol total e fracdes dosados pelo
método enzimatico CHOD-PAP (Merck®, E.U.A.). Os niveis séricos de HDL
foram medidos, apés precipitacdo com &cido fosfotungstico e cloreto de
magnésio. O valor do LDL foi calculado pela férmula de Friedwaldo: LDL® =
(TG/5 + HDL) - COL®. Os valores dos trigliceridios calculados pelo método

enzimatico de cor (GPO-PAP), com uso do aparelho Cobas Mira (Roche®).

Amostras da aorta toracica dos animais foram colhidas logo ap6s o

sacrificio e avaliadas na histologia.

3.5 Microscopia optica

Cortes transversais de 0,5 cm foram identificados sequencialmente,
da aorta toracica descendente e da aorta abdominal, incluidos para analise
histologica, e 0 segmento com maior porcentagem de obstrucdo da luz foi

analisado morfometricamente.

O segmento escolhido foi cortado a 5 um e corado pelo método he-
matoxilina-eosina (H&E) e Tricrébmico de Masson. Os cortes histolégicos da
aorta (porcoes toracica e abdominal) foram submetidos a analise e a quanti-
ficacdo da area de placa e reacdes de deteccao de anticorpo Anti LDL(0x) e

anti-actina musculo liso pela técnica de imunohistoquimica.
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3.5.1 Variaveis que foram analisadas a microscopia otica

1- Area da camada intima;

2- Area potencial da luz delimitada pela lamina elastica interna
(LED);

3- Areadaluz

4- Porcentagem de obstrucdo da luz

3.6 Imunohistoquimica

Cortes histologicos seriados de 5 um foram submetidos a reacdes de
imunohistoquimica para marcacao dos seguintes antigenos: alfa-actina muas-
culo liso (clone 1A4 -Dako Cytomation- California) e LDL(ox) clone-
2C70SF10 — produzidos pela Profa. Dra Dulcineia Saes Parra Abdalla (FCF

~USP), SP.

3.7 Técnica de imunoperoxidase

A técnica utilizada constou de desparafinacdo das laminas em 3 ba-
nhos de xilol (10 min cada), seguidos de trés banhos em etanol 100%, dois
banhos em etanol 95% e um banho em etanol 70%. As laminas foram lava-

das vérias vezes em agua ultrapura.
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A recuperacdo dos antigenos com Tris/EDTA pH 9.0 com 0,1% de
Tween 20 na panela Pascal (DakoCytomation- California/ S2800) foi feita
conforme calibragcédo do fabricante, por 2 minutos a 121°C com pressao de

15.9 psi.

Ap6s o término do programa, as cubas foram retiradas e as laminas
mantidas com o tampao 5 minutos T.A., depois foram lavadas varias vezes

em agua.

Ocorreu o bloqueio de peroxidase enddégena com peréxido de hidro-
génio a 20v com cinco banhos de 6 minutos cada e lavadas vérias vezes em

agua corrente.

Para impossibilitar ligac6es ndo especificas do tecido com o anticorpo
primario, foram incubados com solu¢do bloqueadora de proteina (DakoCy-

tomation- California/ Ref X0909) por 30 minutos a 37°C em camara umida.

As amostras foram incubadas com anticorpo anti-LDL oxidada e anti-
alfa actina musculo liso diluido 1:80 e 1:600 respectivamente em solucéo de

PBS e 1% de albumina bovina (BSA) a 4°C em camara imida por 18 horas.

As laminas foram lavadas em PBS com 1% de Tween 20 varias vezes
e incubadas com anti-imunoglobulina de camundongo conjugado com pero-
xidase (Envision DakoCytomation- California/ K4001), puro durante 45 minu-

tos a 37°C em camara Umida.
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3.7.1 Revelacao

Para a revelacdo das ligacdes antigenoanticorpo utiliza-se o kit Sis-
tema Substrato-Cromédgeno DAB — diaminobenzidina (DakoCytomation- Cali-
fornia/ K3468), diluido a 1:50 e as laminas séo incubadas por 1 minuto; de-

pois lavadas bem em agua corrente para retirar todo o DAB restante.

- Contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris por 30 segundos.

- Lavagem novamente as laminas e mergulha-las rapidamente
na agua de Scott (para tornar azul a coloracdo dos nucleos corados pela

Hematoxilina).

- Montagem das laminas: desidratacdo com banhos de alcool
70°; dois banhos no alcool 95°; trés banhos no alcool 100°; posteriormente
diafanizacdo com trés banhos no xilol; montagem em laminula e resina sinté-

tica.

A analise microscopica das areas de placa foi realizada em um anali-
sador de imagens Quantimet 500 da Leica, utilizando uma objetiva de 2,5x,
contornando-se as areas da placa e luz do vaso. A quantificacdo da positivi-
dade pela imunohistoquimica foi feita por deteccdo da cor marrom, como

resultado do cromogeno da imunohistoquimica. (Figura 3)
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Figura3- Aorta Ascendente do grupo C, mostra as Elasticas Interna /
Externa e a Placa

3.8 Analise estatistica

A comparacao dos comprimentos, das areas e das porcentagens das
area positivas, entre os diferentes grupos, foi feita pelo teste de analise de
variancia (ANOVA) na comparacdo de 3 ou mais grupos. Os testes T de stu-
dent ou Mann Whitney foram usados na comparagéo entre 2 grupos, e corre-
lacGes pelos testes de Pearson ou Spearman, conforme os resultados apre-
sentassem ou nédo distribuicdo normal, utilizando-se o nivel de significancia

p<0,05.




4 RESULTADOS
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4.1 Primeira Parte - Analise do Modelo

Casuistica

Grupo SA-

Grupo SS -

Grupo A -

Grupo B -

do Estudo

O grupo controle de coelhos alimentados com dieta normal e
gue sO beberam agua, ndo apresentou placas de aterosclerose

pelos exames macroscopicos e microscopicos.

composto de cinco coelhos que foram alimentados com dieta
normal e beberam suco de laranja em lugar de agua, também
ndo desenvolveram placas aterosclerdticas ou calcificacdo do

vaso.

composto de nove coelhos alimentados com dieta enriquecida
com 1% de colesterol, com formulacdo adequada para a espécie
e agua. Os animais foram sacrificados na 12%. semana, a partir

da data de chegada.

composto de oito coelhos alimentados com dieta normal, enri-
guecida com 1% de colesterol durante 12 semanas, suco de la-

ranja 750 ml/dia em lugar de agua
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Niveis de Colesterol Plasmatico

Nos dados da Tabela 1, encontram-se os niveis de colesterol e fra-

¢bes no plasma dos animais do modelo, colhidas antes do sacrificio.

Tabelal- Dosagens de bioguimica do sangue de coelho dos grupos A, B
SS e SA, colhidas antes do sacrificio

Animais dos Grupos Colesterol HDL TGO TGP TG
Al 64,2 20,4 74,1 81,8 23,4
A2 669,2 27,2 50,5 38,5 63,6
A3 SE SE SE SE SE
A4 211,3 11,5 27,3 19,1 160,9
A5 897 16,3 18,1 36,5 202,2
A6 96,8 16,5 27,5 43,1 54,6
A7 385,8 50,6 138,1 69,1 171,1
A8 227,5 42,2 12,9 12,3 64,4
A9 71,9 22,9 20,7 245 17,6
Bl SE SE SE SE SE
B2 856 12,4 59,8 16,8 96,9
B3 675,3 8,1 109,5 24,5 68,2
B4 588,1 16,2 74,3 32,2 117,9
B5 534,2 33,1 93 28,1 65
B6 852,8 39,3 50,8 28,5 104,4
B7 857,5 16,8 51,3 26,8 47,3
B8 865,6 109 56,5 31,4 166,9
SS1 27,2 15,2 31,8 28,7 48,9
SS2 15,1 7,5 7,8 38,5 100,8
SS3 34,5 17,3 14,6 25,3 77,8
SS4 30,8 17,9 19,4 51,8 44,9
SS5 34,3 19,7 17,5 20,8 77,6
SAl 28,2 12,1 65 20,9 74,1
SA2 25,2 15,4 65,7 58,6 38,3
SA3 31,6 10,5 81,5 43 52,6
SA4 25,5 4,8 72 69,2 84,4
SA5 30,5 9,8 24.0 47,8 68,4
SA6 SE SE SE SE SE
SA7 SE SE SE SE SE
SA8 SE SE SE SE SE
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Tabela2 - Média, desvio padrao e mediana das dosagens de bioquimica
do sangue de coelho do grupo A, B, SS e SA, colhidas antes

do sacrificio
Grupos Bioquimico Média Desvio Padrao Mediana

colesterol 327,963 306,097 2194
HDL 25,95 13,652 21,65

A TGO 46,15 42,255 27,4
TGP 40,613 24,082 37,5

TG 94,725 72,009 64
colesterol 747,071 144,352 852,8

HDL 33,557 35,125 16,8

B TGO 70,743 22,761 59,8
TGP 26,9 5,166 28,1

TG 95,229 40,165 96,9

colesterol 28,38 8,002 30,8

HDL 15,52 4,763 17,3

SS TGO 18,22 8,775 17,5
TGP 33,02 12,352 28,7

TG 70 23,143 77,6

colesterol 28,2 2,878 28,2

HDL 10,52 3,858 10,5
S.A. TGO 71,05 7,645 68,85
TGP 47,9 18,174 47,8

TG 63,56 18,214 68,4

O grupo A apresentou espessamento intimal acentuado (1,049 +
0,908). Os resultados demonstraram que a administracao de racao enrique-

cida com 1% de colesterol foi efetiva em produzir placas de aterosclerose.

O grupo B mostrou espessamento intimal acentuado (3,562,661,
p=0,08), sem diferenca estatisticamente significante com o grupo A, mos-
trando que a administragdo de suco de laranja ndo leva a reducéo das pla-

cas de aterosclerose.

O Grupo SA nao apresentou espessamento intimal significativo

(0,0653+ 0,185), e 0 SS e ndo mostrou a formagao de placa (0,00).
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O teste de Mann-Whitney utilizado mostrou que a mediana entre o
grupo A é menor (1,03) que a do grupo B (4,44), porém sem diferenca esta-
tisticamente significante, pela alta variabilidade de resultados entre os ani-

mais (P = 0,081) (Tabela 3).

Tabela3- Medidas das &areas da placa (mm?) das sec¢des transversais
da aorta ascendente dos grupos A, B, S.A. e SS

Grupos Média Desvio-Padrdo Mediana  Maximo Minimo
A 1,05 0,91 1,03 2,46 0
B 3,566 2,661 4,444 6,368 0
S.A. 0,0653 0,185 0 0,522 0
SS 0 0 0 0 0
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4.2 Segunda Parte: Resultados do trabalho propriamente di-

to

Esta parte estuda a possivel acdo sinérgica do suco de laranja sobre

o tratamento com drogas antiateroscleroticas.

Comparacédo do grupo A — de animais ateroscleroticos pelo consumo
de dieta rica em colesterol e que beberam agua, versus grupos C e D, res-
pectivamente, que receberam estatina e estatina + suco de laranja, ao invés
de &gua. Comparacao também do grupo A com os grupos E e F que recebe-

ram, respectivamente, genfibrozila e genfibrozila + suco de laranja.

A Figura 4 mostra o consumo médio diario de ragédo (mg/dia) pelos a-
nimais nos grupos analisados. Observa-se que nao houve diferenga no con-
sumo médio diario da racdo enriquecida com colesterol, ou seja, qualquer
diferenca na quantidade das placas de aterosclerose ndo pode ser atribuida

a uma diferenca no consumo da dieta.
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Consumo médio diario de ra¢ao (mg/dia)

. 32,43 317
_,/ 27,41

30 26,36

25 17

20 V7

15 M Grupos
10

5 47

Figura4 - Consumo médio diario de racdo (mg/dia) pelos animais nos
grupos analisados

4.2.1 Andlise da area da placa aterosclerética (mm?), LDL oxidada

e a actina musculo liso nos grupos A,C,D,EeF

Os dados da Tabela 4 mostram os resultados dos niveis plasmaticos

de colesterol e fracdes nos diferentes animais estudados (A, C, D E e F).
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Tabela 4 - Niveis de colesterol e fracdes no plasma dos animais dos dife-
rentes grupos: A — dieta com 1% de colesterol por 12 semanas,
C — genfibrozila + colesterol, D — Suco de laranja + genfibrozila
+ colesterol, E - rosuvastatina + colesterol, F — Suco de laranja
+ rosuvastatina + colesterol 1%
Animais Colesterol HDL TGO TGP TG
dos Grupos
Al 64,2 20,4 74,1 81,8 23,4
A2 669,2 27,2 50,5 38,5 63,6
A3 SE SE SE SE SE
A4 211,3 11,5 27,3 19,1 160,9
A5 897 16,3 18,1 36,5 202,2
A6 96,8 16,5 27,5 43,1 54,6
A7 385,8 50,6 138,1 69,1 171,1
A8 227,5 42,2 12,9 12,3 64,4
A9 71,9 22,9 20,7 24,5 17,6
[ 854.,9 27,8 46,9 13,3 88
c2 875,1 11,3 78,5 33,2 124,8
c3 409,3 69,9 55,7 44,2 33,6
ca 867,8 106,8 38,5 57,8 189,8
C5 SE SE SE SE SE
Cé 478,2 76,5 41,8 37,3 39,5
c7 870,6 100,6 64,4 21 185,6
c8 232,5 42,1 46,1 24 15,1
C9 SE SE SE SE SE
D1 53,7 13,6 35,97 66,4 28,9
D2 SE SE SE SE SE
D3 66,8 11,3 50,84 30,4 23,8
D4 601 29,1 555,09 39,3 42,5
D5 37,3 16,1 10,7 37,1 44,8
D6 60,9 10,3 46,79 101,6 38
D7 SE SE SE SE SEe
D8 100,1 19 71,52 53,2 32,5
D9 119,6 18,8 97,84 50,2 37,2
D10 SE SE SE SE SE
D11 868,3 100,1 25,5 SE SE
D12 856,4 106,6 45,6 SE SE
D13 333,4 50,6 17,2 SE SE
D14 567,1 75,6 39,2 SE SE
El 11 23 9,5 14,9 2,73
E2 612,3 20,8 296,1 209,1 24
E3 718,1 10,5 100,2 100,8 46,7
E4 SE SE SE SE SE
E5 486 19 240,5 538,7 23,8
E6 SE SE SE SE SE
E7 452,8 16,5 27,4 35,8 48,1
ES 838,7 26,4 7,4 80,3 218,5
E9 284,1 20,6 29,3 6,4 240,1
E10 26,4 6,3 4,9 26,5 123,7
E11 23,9 14,3 25,2 45,4 51
F1 211,4 16,7 10,4 32,2 50,1
F2 163,8 15,4 13,4 3,2 50,5
F3 SE SE SE SE SE
F4 9,6 55 14,4 7,6 14,1
F5 115 10,5 40,4 145 51,1
F6 478,3 24,6 105,5 111,2 58,9
F7 SE SE SE SE SE
F8 82,8 8,8 17,8 5,6 20,6
F9 SE SE SE SE SE

SE= Sem exame
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Nos dados da Tabela 5, encontram-se as andlises (mm?) da area da
placa aterosclerdtica, de LDL oxidada e de o Actina muasculo liso na placa e
em células endoteliais das seccdes transversais da aorta ascendente dos

grupos A, Ce D e nos grupos A, E e F.
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Tabela5- Medidas das éareas, quantidade de o Actina musculo liso e de
LDL(ox) detectado pela imunohistoquimica na placa e em célu-
las endoteliais das seccdes transversais da aorta ascendente
dos grupos A, C,D,EeF

GRUPOS N. Animais PLACA (mm?
AREA A CTINA LDL
1 0,00 0 0,00
2 0.87 0,06 0,13
3 1.03 0,09 0,13
4 1.72 0,18 0,10
A 5 0,00 0,00 0,00
6 1.82 0,186 0,40
7 1.79 0,07 0,11
8 0,00 0,00 0,00
9 1.57 0.23 0.18
1 7,15 0,87 0,30
2 16,30 0,92 0,66
3 0.46 0.06 0,01
C 4 1.59 0,12 0,08
5 0 0 0
6 493 1.12 0,25
7 3,28 0,19 0,23
8 0,95 0,07 0,06
9 0 0.00 0
1 0,33 0.04 0,03
3 0 0 0
4 4,78 0 0,16
5 0 0 0
6 0,36 0 0
7 0 0 0
D 8 0 0 0
9 0,27 o 0,03
10 0 0 0
11 0.49 0.16 0,093
12 1.38 0,04 NR
13 0,71 0 NR
14 0 0 NR
1 0.25 0.06 0,03
2 0,37 0,03 0,03
3 1.61 0,25 0,28
4 0 0 0
E & 0,36 o o
6 0 0 0
7 3.11 0,186 043
8 6.41 0.48 0,23
9 6,91 0,75 0,73
10 0 0 NR
11 0 0 NR
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0,07 0 0,01
F 4 0 o 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
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Pela Analise de Variancia (teste de Kruskal-Wallis) foi possivel detec-
tar diferenca estatisticamente significante, tanto na area de placa ateroscle-
rética como na quantidade de positividade de LDL(ox) entre os grupos A, E e
F, sendo P= 0,017 e P= 0,018, respectivamente. Pela analise de compara-
cdo multipla, encontra-se que a diferenca esta entre os grupos E e F
(P<0,05).

Com relagcédo a medida da area de placa, observou-se que o grupo C
apresenta maior tamanho de placa do que os animais dos grupos A e D,
tendo uma média de 3,85, porém nao houve diferenca estatisticamente signi-
ficante (P= 0,08). No entanto, a comparacao entre C e D pelo teste de Mann
Whitney mostrou diferenca significante tanto na area de placa quanto na a-
rea de LDL(ox) (p<0,05).

Ja com relacdo a o Actina musculo liso, houve diferenca estatistica-
mente significante entre os grupos A, C e D (P= 0,009) e entre os grupos A,

E e F (0,017). (Tabela 6 e Figuras 5 e 6).
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Tabela 6 — Média, desvio-padréo, mediana e valor de P da analise quanti-
tativa da area, LDL(0x) e de a Actina musculo liso na placa ate-
rosclerética (mm?) e em células endoteliais das seccées trans-
versais da aorta ascendente dos grupos A, C e D e nos grupos
A EeF

_ Areadaplaca (mm?)
Grupe de Animais Media Desvio Padrao Mediana P
A 1,05 0,81 1,03
C 3,85 527 1,59 0,08
D 0,64 1,56 0,00
. 1,05 0,81 1,03
0,017+
E 211 277 037 (Evs F) Tegte de Tukey
3 0.04 0,09 0,00
LDL ox {mim}
Grupo de Animais Media Dresvio Padrao Mediana P
A 0,116 0,13 0,11 0.04
C 0,18 0,22 0,08
D 0,03 0,05 i
A 0,116 0,126 a,11
E 0,189 0,25 0,03 0,018
F 0.00111 000333 i
] aactina musculo Iiso
Grupo de Animais Media Desvio Padrao Mediana P
. 0,09 0,08 0,07
C 0,37 0,457 0,12 0,008
D 0,019 0,045 i
. 0,09 0,08 0,07 Kk
E 0,16 0,25 0,03
F ] ] i
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A Figura 7 exemplifica os aspectos microscépicos de sec¢des imu-
nomarcadas revelando baixa de LDL(0x) nos grupos de animais que se re-

ceberam suco de laranja, ou seja grupos D e F.
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Figura5- Representacdo grafica dos valores medianos obtidos dos ca-

sos: area de placa, LDL(ox) e a actina musculo liso das sec-
cOes transversais da aorta ascendente entre os grupos A, E e F
e entre os grupos A, Ce D
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Figura6 - Representagdo gréfica dos resultados entre as medianas da

area de placa, LDL(ox) e a actina musculo liso das seccdes
transversais da aorta ascendente entre os grupos A, E e F e
entre os grupos A, Ce D
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Figura7 - Aspecto microscopico de secc¢des imunomarcadas com anti-
LDL(ox) : na figura 7 A, um caso do grupo Grupo C aumento o-
riginal 40x e grande aumento (100x) na figura 7 B, mostrando
muitos pontos positivos (em marron) na por¢ao subintimal. As
figuras 7C e 7D mostram quase auséncia de positividade na
regido subintimal respectivamente de um caso do grupo D
(40x) C e um caso do grupo F.



5 DISCUSSAO
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5.1 Primeira parte: discussao do modelo utilizado

Com relacdo ao estudo do modelo, foi possivel avaliar pelo grupo SA
(dieta usual e dgua) que os coelhos utilizados no presente estudo ndo apre-
sentam espessamentos aterosclerdticos na artéria aorta e que sé a ingestao
de suco de laranja em grande quantidade nao leva a formacédo da placa. Por
outro lado, confirmou-se que o coelho é um bom modelo para desenvolvi-
mento da aterosclerose. Ao usar a dieta enriquecida com colesterol, houve
espessamento médio intimal e formacéo de placas ateroscleroticas conside-

raveis, conforme a técnica inicialmente descrita por Anistchkoff*®.

Por outro lado, analisando o grupo B (dieta rica em colesterol + suco
de laranja), verificou-se que o suco de laranja sozinho ndo tem acao antiate-
rosclerética. Isto porque ndo houve diferenca estatistica entre os grupos B e
A (s6 dieta hipercolesterolémica) em relacdo ao parametro area de placa e

perl'metros interno e externo.
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5.2 Segunda parte: o papel coadjuvante do suco de laranja

no tratamento da aterosclerose

A adicdo do suco de laranja resultou em intensa reducéo de area de
placas ateroscleroticas, quantidade de LDL(ox) e alfa-actina causadas inici-

almente pela rosuvastatina e pela genfibrozila usados isoladamente.

5.2.1 Suco de laranja e estatinas

A influéncia cardiovascular do suco de laranja e, em particular, seus

possiveis efeitos na progressao da aterosclerose ainda é pouco estudada.

Pela primeira vez, foram demonstrados os efeitos positivos na admi-
nistracdo sinérgica do suco de laranja no tratamento com estatinas e fibra-
tos. Possivelmente, esses efeitos ocorram em razdo dos componentes es-
pecificos do suco de laranja como folatos, flavonodides, vitamina C que uma
vez somados exerceriam efeitos especificos e variados nas etapas iniciais

do desenvolvimento da aterosclerose.

O LDL®, uma vez oxidada por fatores de risco, induz o aparecimento
de moléculas de adesdo (VCAM-1, ICAM-1) no endotélio e citocinas pro-
inflamatdrias como IL-1, IL-6 e Tnf alfa, que facilitam sua internalizacdo no
espaco subendotelial por meio do receptor especifico para LDL(0x), LOX-1,
estimulando a producéo de radicais livres de oxigénio e estimulacao do fator

de transcricdo Nf Kb. As moléculas de LDL(ox), uma vez aderidas ao endo-
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télio, através da citocina MCP-1, juntando-se a mondcitos, sdo internalizadas

na parede arterial.

Nesta nova localizagdo, transformam-se em macréfagos ativados, re-
agindo com as moléculas de LDL(ox) e produzindo, finalmente, células es-

pumosas, lesao inicial da aterosclerose.

Os flavonoides contidos no suco de laranja pela acdo antioxidante,
propriedades redutoras e transformadoras dos lipides, acéo relaxante vascu-
lar, antiagregante plaquetaria e antiinflamatodrias ja descritas anteriormente
(Figura 9), aqui podem explicar a reducéo de area de placas ateroscleroticas
e LDL(ox), além da caracterizacdo de anticorpos anti LDL(ox) “aprisionadas”
na superficie endotelial, impedidas de penetrar na parede arterial iniciando

assim o processo aterosclerético.

Novos estudos vém apontando diferentes efeitos dos flavondides. A
quercitina é um flavondide da laranja que impede a expressdo de LOX1°®,

diminui a producao de superéxidos e disfuncdo endotelial®.

Os flavondides contidos no suco de laranja, “in vitro”, inibiram as en-
zimas fundamentais nas sintese do cholesterol (hydroxymethylglutaryl-CoA
reductase and sterol O-acyltransferase)®®, em ratos alimentados com mace-
rado de flavondides da laranja. Naringina, outro flavonéide da laranja, mos-
trou mesma intensidade em reduzir HmgcoA Redutase® na mesma intensi-
dade que lovastatina e idéntica capacidade de reduzir lipides da estatina, na

aorta de coelhos.
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A hesperidina também possui a capacidade de inibir a enzima lipase
lipoproteica em pancreas de porcos®? enzima parcialmente envolvida na sin-
tese de LDL®, possivelmente possuindo a mesma capacidade em seres hu-

manos.

Esses efeitos, possivelmente somados, justifiguem a potencializacéo
da estatina que foi obtida. Muitas a¢des bioldgicas dos flavondides lembram
as acoes das estatinas (Figura 9), predominantemente os efeitos pleiotrofi-

cos, ajudando a justificativa do sinergismo com esta classe de drogas.

Chylomicron |pL -

Arterial wall

Figura8 - Potenciais mecanismos de acdo antiateroesclerética dos flavo-
néides
Fonte: Mulvihill EE et al.Can J Cardiol. 2010;26 Suppl A%
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5.2.2 Suco de laranja e fibratos

Flavondides do suco de laranja induzem a expressdo de adiponecti-
na®, estimulam a expresséo de receptores PPAR alpha e diminuem resis-
téncia a insulina®®. A adiponectina possui diversos efeitos cardiovasculares
(Figura 10) como diminuicdo da aderéncia de mondcitos ao endotélio, blo-
queio da formacdo de células espumosas, diminuicdo da proliferacdo das
células musculares lisas, aumento da producédo de Oxido nitrico em células
endoteliais, diminuicdo da expressao de TNF alpha. Além de estimulacao de
receptores PPAR®, efeitos que se assemelham aos dos fibratos, drogas que
sabidamente sdo pouco ativas para reducéo do LDL®, poderiam justificar os
beneficios encontrados na adicdo de suco que diminui a sintese hepatica de

colesterol e apo B, sugerindo sinergismo entre elas.

Adiponectin
Receptor

eNOS
sfeductase
AMPR™ (o
/‘

Adiponectin

L .. idase
PI 3-kinase,dependent
Pathways

f?edgptase

.,I_oxi{;ase\

L-Arginine— > NO Bk

L-Citruline

Nucleus

Cell Adhesion Molecules

Figura9 - Efeitos antiaterogénicos da adiponectina
Fonte: Han SH et al. J Am Coll Cardiol 2007;49(5):531-8.%°
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Os dados do presente estudo ndo mostraram diminuigcdo dos niveis
de colesterol com rosuvastatina ao contrario do que era esperado. Este a-
chado deve-se as particularidades do metabolismo lipidico em coelhos e da
alta variabilidade encontrada nas dosagens de colesterol do grupo E. Rosu-
vastatina mostrou-se eficaz ao reduzir a disfuncéo endotelial em ratos®, mas

existem outros estudos mostrando a reduc&o de colesterol em coelhos.®’

Nossos dados mostram a reducédo de anticorpos anti LDL(0x), em re-
lacdo ao tratamento convencional da dislipidemia. O achado deve-se a dimi-
nuicado da peroxidacao lipidica das moléculas de LDL, que uma vez ndo mo-
dificados (oxidados) ndo seriam reconhecidos nem haveria a producéo de
anticorpos anti LDL(0x), o que justificaria a redu¢do encontrada nesta pes-
quisa. O efeito deve-se a a¢do antioxidante da vitamina C ou da acdo dos
flavondides hesperidina e naringina (entre outros), ou mesmo, ao efeito si-
multaneo de dois componentes interagindo no estado oxidativo do LDL®, e a

analise de nossos dados ndo permite elucidar a origem do efeito.

Por outro lado, demonstrou-se melhora significante dos niveis de co-
lesterol sérico, quando o suco acompanha o tratamento com fibrato. Mas,
pela grande variacdo das médias, bem como pelo pequeno nimero de casos
h& necessidade da repeticdo do experimento em animais e seres humanos

para confirmacao do achado.

Apesar da reducdo de placas ateroscleréticas e da quantidade de L-
DL(ox) e do efeito antiproliferativo do suco, caracterizada pela reducéo de

alpha-1 actina ha necessidade de confirmacgdo dos resultados, antes de se
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recomendar que o tratamento para dislipidemia seja tomado acompanhado
de suco de laranja, ressaltando que os efeitos dos parametros da ateroscle-
rose obtida foram conseguidos quando o suco é coadjuvante do tratamento
habitual e o emprego concomitante de dieta hipercolesterolémica e suco
(sem as drogas) resultou em placas ateroscleréticas maiores, possivelmente,

pelo elevado aporte caldrico obtido nestes casos.

Embora os flavondides possuam interessantes e variados efeitos no
metabolismo de seres humanos, sdo encontrados na natureza em quantida-
des minimas, tendo, portanto, efeitos biolégicos limitados. Eles possuem
absorcao dependente da forma de extracdo, armazenamento, efeito biologi-
co dependente da concentracdo sérica de subprodutos, talvez esses fatos
estejam relacionados com a falta de acao do suco isolado na aterosclerose.
Assim, futuras formulacdes galénicas com associacdo de doses efetivas de
flavondides, como acontece com a hesperidina e a diosmina, amplamente
usadas como antiedematosas e recuperadoras da flagilidade capilar na for-

mulac&do comercial DAFLON®.

Assim, apo0s os testes em animais e, posteriormente, em seres huma-
nos foi comprovado o efeito biolégico que pode representar importante tra-

tamento coadjuvante adicional da aterosclerose.
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O suco de laranja, ao ser acrescentado ao tratamento convencional

de dislipidemias, resultou em:

1. Diminuicdo da quantidade e da area de LDL(ox) quando comparadas ao

tratamento convencional.

2. Reducdo das areas de lesdes ateroscleréticas quando comparadas ao

tratamento convencional

3. Diminui¢ao de alpha 1 actina, quando comparada ao tratamento conven-

cional

4. Reducédo do colesterol total plasmatico quando do uso associado de gen-

fibrozila.
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