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Resumo

Compostos bioativos se apresentam como uma fonte importante para o
desenvolvimento de novos farmacos. Entre os fitofarmacos, varios polifenois
(antocianinas, flavondides e resveratrol) sdo utilizados na industria farmacéutica. A
naringina é um flavondide presente em Citrus sp. e em medicamentos da medicina
tradicional chinesa. Os flavondides apresentam diversas atividades farmacoldgicas,
dentre  elas, propriedades antinflamatérias, vasodilatadora, antialérgica,
hipoglicemiante e redutora do colesterol. O desenvolvimento de farmacos na forma
farmacéutica solida deve levar em conta que o medicamento administrado por via oral,
primeiramente precisa ser absorvido pelo estbmago e intestino. A absorcéo de
farmacos depende de sua liberacdo e dissolucdo nas condi¢des fisiologicas e
permeabilidade das membranas biolégicas que necessitam transpor. No trato
gastrintestinal os farmacos estdo expostos a acidez do estbmago e a pancreatina
presente no intestino. As exposi¢cdes de farmacos a essas condi¢cdes podem conduzir
a uma decomposicao/degradacdo acida ou enzimética. Neste trabalho foi realizado o
desenvolvimento e avaliacdo biofarmacotécnica de formas farmacéuticas solidas de
naringina para a administragdo oral, avaliando-se a formulacdo e a atividade das
capsulas e comprimidos nos modelos experimentais diabéticos e
hipercolesterolémicos. No desenvolvimento farmacotécnico foi realizado: a avaliagédo
da estabilidade gastrica da naringina, a determinacdo do perfil de dissolucdo da
naringina e naringenina, e a avaliagdo da compatibilidade entre o farmaco e
excipientes. A avaliagdo biofarmacotécnica foi realizada através dos testes fisicos e
fisico-quimicos descritos para formas farmacéuticas solidas. No estudo da atividade da
naringina no diabetes e na hiperlipidemia foram utilizados coelhos da raca Nova
Zelandia, albinos, pesando em média 2,0 kg. A inducdo da diabetes foi realizada
através da administracédo intravenosa de aloxano. Para inducdo da hiperlipidemia foi
adicionado a dieta dos animais 1% de colesterol. Os animais foram tratados por um
periodo de 28 dias de acordo com o grupo experimental. Em seguida realizou-se a
determinacdo de parametros sanguineos dos animais tratados e dos grupos controle.
A naringina apresentou maiores taxas de solubilidade aguosa e maior percentagem de
cedéncia do que o seu metabdlito ativo naringenina. A avaliacdo da estabilidade da
naringina, em condi¢des fisioldégicas simuladas, demonstrou que o farmaco é estavel
nos fluidos gastrintestinais. A analise fisica e fisico-quimica realizada demonstrou que
todos o0s lotes desenvolvidos apresentaram-se em conformidade com as
especificacbes farmacopéicas. As capsulas apresentaram maior percentagem de
cedéncia da naringina, nos trés meios avaliados (dgua, HCI 0,1M e tampao fosfato pH
6,8). Os tratamentos com naringina reduziram em até 62,66% as concentracdes
plasmaticas de glicose nos animais. Os dados obtidos neste trabalho demonstraram
potencial antioxidante e antifingico da naringina. A avaliacdo da atividade
hipocolesterolemiante permitiu concluir que os tratamentos com naringina reduziram
clinicamente as concentracfes plasmaticas de colesterol total e aumentaram o
colesterol-HDL plasmatico. A naringina se apresentou como um promissor agente com
atividade hipoglicemiante e hipocolesterolemiante. Estudos complementares, como
testes toxicolégicos, deverdo ser realizados objetivando a disponibilizacdo deste
fitofarmaco para a terapéutica de Diabetes, Dislipidemias e prevencdo de
aterosclerose.

xviii



Abstract

Study Biopharmaceutical of Naringin

Bioactive compounds are considered an important source for the development of new
drugs. Among phytopharmaceuticals, several polyphenols (anthocyanins, flavonoids
and resveratrol) are used in the pharmaceutical industry. The flavonoid naringin is
present in Citrus sp. and traditional Chinese medicine. The flavonoids have several
pharmacological activities, among them, anti-inflammatory properties, vasodilators,
antiallergic, reduction of glucose and cholesterol. The development of drugs in solid
form must take into account that the drug administered orally, must be first absorbed by
the stomach and intestine. The absorption of drugs depends on their release and
dissolution in physiological conditions and permeability of biological membranes that
require transport. The drugs in the gastrointestinal tract are exposed to gastric acid and
pancreatin in the intestine. Exposure to drugs to this conditions can lead to a
breakdown / acid or enzymatic degradation. In this work was the development and
evaluation of biopharmacotechniques naringin of solid dosage forms for oral
administration, evaluating the activity and formulation of the tablets and capsules in
hypercholesterolemic and diabetic experimental models. For the development
pharmacotechniques was: assessment of gastric stability of naringin, determining the
dissolution profile of naringin and naringenin, and assessing the compatibility between
the drug and excipients by DSC. The biopharmacotechniques evaluation was
performed through the physical tests and physical-chemical described for solid dosage
forms. In the study of the activity of naringin in diabetes and hyperlipidemia were used
New Zealand breed of rabbits, weighing on average 2.0 kg. The induction of diabetes
was performed by intravenous administration of alloxan. For induction of hyperlipidemia
was added 1% cholesterol to the diet of the animals. The animals were treated for a
period of 28 days according to the experimental group. Then there was determinated
the blood parameters of the animals treated and control groups. The naringin showed
higher rates of aqueous solubility and greater percentage of their disposal than the
active metabolite naringenin. The evaluation of the stability of naringin in simulated
physiological conditions showed that the drug is stable in gastrointestinal fluids. The
physical analysis and physical chemistry that has made all the lots were developed in
accordance with the specifications. The capsules showed a higher percentage of
transfer of naringin in the three media evaluated. The treatments with naringin reduced
by 62,66% plasma concentrations of glucose in animals. The evaluation of
hypocholesterolemic activity has concluded that the treatments with naringin has
reduced the plasma concentrations of total cholesterol and increased plasma HDL-
cholesterol. The naringin is presented as a promising agent with hypoglycemic and
hypocholesterolemic activity. Additional studies should be conducted, to the provision
of phytopharmaceuticals for the treatment of diabetes and prevention of
atherosclerosis.
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1 INTRODUCAO




As plantas medicinais e seus metabdlitos constituiram, durante muito tempo, a
base da terapéutica e, atualmente, cerca de 30% dos farmacos utilizados sédo de
origem vegetal, enquanto 50% sdo de origem sintética, mas relacionados aos
principios isolados de plantas medicinais. Isto se deve, em parte, a grande variedade
de espécies (250-500 mil) de plantas existente na flora mundial, muitas com
importantes propriedades terapéuticas (SHAN et al., 2006).

Flavonodides sdo compostos naturais encontrados, usualmente, em verduras,
leguminosas, frutas, graos, sementes, ervas e também em bebidas como vinho e cha.
Sao metabdlitos secundarios de plantas e podem ser divididos em varias classes, tais
como: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonais, flavanéis e antocianinas (OLIVEIRA
et al., 2004; MATSUBARA et al., 2006).

FIGURA 1: Estrutura basica dos flavonoéides

Mais de 8.000 flavonoides ja foram identificados e sua estrutura basica consiste
em um nudcleo fundamental, constituido de quinze atomos de carbonos distribuidos em
trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano
(cadeia heterociclica C) acoplado ao anel A (FIGURA 1) (PIZZOLATTI et al., 2003).

Diversos ensaios in vivo e in vitro tém mostrado a ampla variedade das atividades
biologicas dos flavondides. Ja foram descritos os seguintes efeitos dos flavondides
sobre o0s sistemas biologicos: capacidade antioxidativa, antiinflamatoria,
vasodilatadora, antialérgica, antihepatotdxica, antiulcerogéncia, antiplaquetaria,
hipoglicemiante, antimicrobiana, antiviral, bem como atividade contra o
desenvolvimento de tumores (OLIVEIRA et al., 2004).

A naringina € um flavondide presente em diversas espécies vegetais, com
potencial atividade de diminuir a taxa de glicose no sangue. Estudos demonstraram

gue a naringina inibe a biossintese de eicosandides (resposta antiinflamatéria),
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protege a oxidagdo da LDL colesterol, previne a formagéo de placa aterosclerética,
previne a agregagdo plaquetaria (efeito antitrombotico), e promove relaxamento do
musculo liso (efeito anti-hipertensivo). O efeito antioxidante deste flavondide parece
estar relacionado com sua agdo antitromboética. A acdo antitrombotica e vasoprotetora
tem sido atribuida a sua habilidade de ligar-se a membrana das plaquetas e
eliminarem radicais livres (SANTOS et al., 1999).

Diabetes Mellitus (DM) é considerado como problema de importancia crescente na
saude publica. Sua incidéncia e prevaléncia estdo aumentando, alcancando
proporcbes epidémicas. Est4d associado a complicacdbes que comprometem a
produtividade, a qualidade de vida e a sobrevida dos individuos. Além disso, acarreta
altos custos para o seu controle metabolico e tratamento de suas complicacdes.

O DM situa-se entre as dez principais causas de morte nos paises ocidentais e,
apesar dos progressos em seu controle clinico, ainda nao foi possivel controlar de fato

suas consequéncias letais (NEGRI, 2005).

O DM é uma entidade patolégica caracterizada por distirbios do metabolismo
intermediario, especialmente de carboidratos, levando ao aumento nos niveis séricos
de glicose, a complicacdes metabdlicas agudas potencialmente fatais, bem como uma
série de complicagdes crénicas multisistémicas. E uma sindrome de etiologia maltipla,
decorrente da falta de insulina e/ou incapacidade da insulina exercer adequadamente
seus efeitos. Caracteriza-se pela hiperglicemia crénica, frequentemente acompanhada
de dislipidemia, hipertenséo arterial e disfuncdo endotelial. O DM se caracteriza por
estado de hipoinsulinismo absoluto ou relativo. O metabolismo celular funciona como
se 0 paciente estivesse constantemente em estado de jejum, apesar de alimentado
(BELTRAME et al., 2001).

A Dislipidemia, o DM e Hipertensédo Arterial Sistémica (HAS) sdo considerados
importantes fatores no desenvolvimento da doenca arterial coronariana, a principal

causa de morte de individuos adultos no mundo (LIMA et al., 2005).

A hipercolesterolemia é fator de risco para doencas cardiovasculares. E, as
doencas cardiovasculares sdo as causas de mortalidade mais importantes em grande

namero de paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Sua evolugdo crénica pode
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trazer ao organismo complicacdes tais como aterosclerose, que pode provocar angina
pectoris, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) e outras afeccdes
renais e hepéticas (SOARES et al., 2005).

Os lipides séo grupos heterogéneos de compostos relacionados com acidos graxos
gue possuem a propriedade de ser relativamente insolivel em 4gua e sollvel em
solventes apolares. Os seguintes lipides sdo importantes para o ser humano: acidos
graxos, triacilglicerdis (TG) e fosfolipides. O colesterol, considerado como lipides, é um
alcool monoidrico ndo saturado da classe dos esterdides (ARCANJO et al. 2005).

O colesterol pode-se apresentar sob a forma livre ou esterificada (ésteres de
colesterol), ndo sendo encontrado nos vegetais. E indispensavel na estrutura das
membranas celulares, € o precursor de horménios esteroides, acidos biliares e
vitamina D. Apesar de realizar fungbes indispensaveis ao organismo, ele se torna
nocivo quando esta em excesso e sua concentracdo no sangue se encontra elevada
(ARCANJO et al., 2005).

A Dislipidemia € caracterizada por concentracbes anormais de lipideos ou
liproproteinas no sangue, que € determinada por fatores genéticos e ambientais. Entre
as desordens metabdlicas lipidicas, a aterosclerose € uma das que provocam lesdes e
podem levar ao 6bito. E uma cardiopatia corondria que tem como fatores de risco a
idade, sexo, obesidade, estresse emocional, baixos niveis de HDL, fumo, dietas ricas
em gordura saturada e ainda predisposi¢ao genética. Neste processo, ocorre injuria do
endotélio provocada pela oxidacdo do LDL (OLIVEIRA et al., 2004).

A maior parte das substancias usadas na pratica farmacéutica encontra-se no
estado sélido. Estas sdo processadas para a obtencdo de diversas formas de

apresentacao, tais como, capsulas e comprimidos (AGUIAR et al., 2005).

As cépsulas podem ser definidas como preparacdes farmacéuticas constituidas por
involucro de natureza, forma e dimensdes variadas, contendo substancias medicinais
sélidas, pastosas ou liquidas. Os involucros das capsulas sdo preparados com
gelatina, adicionados ou ndo de substancias emolientes, como a glicerina ou sorbitol,
0s quais modificam a sua consisténcia. Atualmente, as capsulas gelatinosas duras sao

consideradas uma das melhores formas de acondicionar substancias
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medicamentosas, pois as protegem da acdo da luz, do ar e da umidade. S&o
facilmente administradas e apresentam grande precisdo de dosagem. As substancias
medicamentosas administradas sob a forma de cépsulas gelatinosas orais séo

rapidamente liberadas em contato com o suco gastrico. (PRISTA, 1995).

Os comprimidos sdo formas farmacéuticas solidas contendo principios ativos,
geralmente, preparadas com o0s excipientes adequados. Eles podem variar em
tamanho, forma, peso, dureza, espessura, caracteristicas de desintegracdo, além de
outros aspectos. A maioria dos comprimidos € administrada por via oral e podem
conter corantes e revestimentos. Sao produzidos por compressao, possuindo além do
principio ativo, varios excipientes, como diluentes ou espessantes; aglutinantes ou
adesivos; agentes desintegrantes; antiaderentes, deslizantes, lubrificantes; e
excipientes diversos (PRISTA, 1995).

O desenvolvimento de farmacos na forma farmacéutica solida deve levar em conta
gue o medicamento administrado por via oral, primeiramente precisa ser absorvido
pelo estbmago e intestino. A absorcao de farmacos, a partir de formas farmacéuticas
sélidas administradas por via oral (FFSO), depende de sua liberacdo e dissolugcédo nas
condicles fisiologicas e permeabilidade das membranas bioldgicas que necessitam
transpor. Qualquer fator que altere os processos de desagregacdo e dissolucao
podera afetar diretamente a velocidade do processo de absorcdo (QUENTAL et al.,
2006; AGUIAR et al., 2005; CAIAFA et al., 2002).

As FFSO empregadas com a finalidade de obter-se acdo sistémica,
potencialmente, geram problemas de biodisponibilidade em funcdo dos aspectos
ligados a formulacdo e os processos de fabricacdo. Para exercer efeito terapéutico, é
necessario que as moléculas dos farmacos sejam dissolvidas nos fluidos
gastrintestinais e, dessa forma, estejam disponiveis para absor¢cdo. Embora os
adjuvantes farmacotécnicos sejam considerados inertes, do ponto de vista
farmacologico, podem exercer influéncia significativa na liberacdo do farmaco
(MALESUK et al., 2006).

Os ensaios de dissolucdo in vitro constituem um dos instrumentos mais sensiveis
para avaliacdo das propriedades biofarmacotécnicas das preparacdes solidas orais. O

perfil de dissolugédo relaciona a porcentagem de farmaco dissolvido em funcdo do
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tempo e representa uma técnica para avaliar formas farmacéuticas sélidas antes do
teste clinico. Permite, também, a obtencdo de pardmetros cinéticos, que sao
importantes para determinar a velocidade e eficiéncia do processo, além do tempo
necessario para que determinadas percentagens do farmaco se dissolvam,
possibilitando, desta forma, conclusbes a respeito das caracteristicas
biofarmacotécnicas in vitro da determinada formulagcdo (MANADAS et al., 2002).
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2 NARINGINA, DIABETES MELLITUS E DISLIPIDEMIA




2.1 Introducéo

Estudos epidemiolégicos mostram relagdo entre o consumo de alimentos de
origem vegetal e uma gama de beneficios a saude. Estes tém sido associados, pelo
menos parcialmente, a alguns constituintes fitoquimicos, em particular, aos polifenadis.
Nos Uultimos anos, nutracéuticos tém surgido no mercado, em diversas formas
farmacéuticas (ESPIN et al., 2007).

Esses compostos bioativos se apresentam como uma fonte importante para o
desenvolvimento de novos farmacos. Entre os fitofarmacos, varios polifendis
(antocianinas, flavondides, resveratrol e acido elagico) sao utlizados na industria
farmacéutica. A investigacdo cientifica incentiva as pesquisas com alimentos e
fitoconstituintes, principalmente, porque se observa que muitos nutracéuticos
comercializados, sado produtos com poucos ou duvidosos fundamentos cientificos.
Parametros como biodisponibilidade, metabolismo, dose/ resposta e toxicidade de

muitos desses compostos ainda néo estao esclarecidos.

Pesquisas desenvolvidas por diversas industrias farmacéuticas tém demonstrado
uma crescente demanda por novas alternativas terapéuticas para o tratamento de
doencas cronicas, especialmente, as relacionadas com o envelhecimento. Principios
ativos extraidos de fontes alimentares tém sido utilizados para tratamento de doencas

cardiovasculares, DM e alguns tipos de cancer.

Neste contexto, os flavondides tém recebido destaque. S&o metabdlitos
secundarios polifendlicos, biossintetizados a partir das vias do acetato e do
chiquimato, ocorrem naturalmente em varias plantas e frutos como glicosideos, ou
menos frequentemente, agliconas. A grande diversidade dos flavonoides é decorrente
das variacdes estruturais devidas a diferentes niveis de oxidacao, tais como, flavonas,
flavononas, flavondis, diidroflavondis, antocianidinas e isoflavonas (ZUANAZZI, 1991,
MANN, 2001; HAVSTEEN, 2002).

Os flavondides tém uma funcdo importante na formacdo de pigmentos das
plantas, na protecdo contra luz ultravioleta, na interacdo simbidtica ou patogénica
planta-microrganismo e na interacdo entre plantas parasiticas (CROTEAU et al.,
2000).
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Estudos in vivo e in vitro vém comprovando a ampla variedade das atividades
farmacoldgicas dos flavonoides, destacando-se a rutina, apigenina, artemetina,
quercetina, morina, genisteina, naringina e naringenina. A naringenina reune
atividades indutora da formacao de hemoglobina, antiespamoédico e anti-hepatotéxico.
A artemetina é utilizada como antiinflamatorio, antimicrobiano e diurético. A genisteina,
presente na soja, reduz a incidéncia de cancer de mama e prostata em humanos.
Associagbes entre naringina/ antocianina e naringina/carmim foram altamente
eficientes na redugcdo dos niveis de colesterol e triacilglicerol (HAVSTEEN, 2002;
LOPES et al., 2000).

Recentemente tem-se procurado estabelecer uma correlagéo entre a ingestéao de
flavonoides e a incidéncia de patologias como doengas coronarianas e oncoldgicas.
Evidéncias epidemioldgicas correlacionam elevado consumo de flavondides com
menor risco de desenvolvimento de tumores, em concordancia com estudos in vitro
evidenciando a capacidade de determinados flavondides de inibir a carcinogénese
(HAVSTEEN, 2002).

Experimentos realizados em ratos mostraram que flavondides apresentaram
efeito na reducao nos niveis sanglineos de colesterol total e triacilglicerdis. Este efeito
pode ser explicado, em parte, pelo aumento da atividade da enzima LCAT, enzima
presente na superficie das HDL, que converte o colesterol presente em quilomicrons,
VLDL, LDL e tecidos periféricos em ésteres de colesterol, transportando-os para o
figado para serem metabolizados, reduzindo assim os niveis de colesterol sanguineo;
e pelo aumento da atividade da enzima lipase lipoprotéica, que remove o0s acidos
graxos dos triacilglicerdis presentes em quilomicrons e VLDL para o tecido adiposo,
resultando numa reducdo dos niveis plasmaticos de triacilglicerdis. Observou-se
também neste experimento o aumento nos niveis de acidos biliares hepéaticos e fecais,
bem como esterbis neutros fecais, indicando uma alta taxa de degradacdo de
colesterol e reducdo na reabsorcdo intestinal de acidos biliares (SUDHEESH et al.,
1997).

Apesar de todas as potencialidades dos flavondides, deve-se considerar que a
maioria dos estudos sobre suas propriedades tem avaliado a forma aglicona.
Entretanto, grande parte dos flavonoides presentes na dieta encontram-se na forma

glicosilada. Outra informagéo a se considerar, é a pouca informagéo existente sobre a
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absorcéo e biodisponibilidade dos flavondides em humanos. Esses compostos séo
geralmente absorvidos na forma aglicona apds sofrerem hidrélise no trato digestivo.
Os flavondides sdo ainda extensivamente metabolizados, por conjugagéo ou oxidacao
(RICE-EVANS, 2004).

Naringina e naringenina (FIGURA 2), flavonéides de citrus sp, produtos quimicos
funcionais, demonstraram em diversos estudos ter potencial anti-oxidante,
propriedades  antiinflamatodrias, anti-tromboéticas,  antialérgicas, vasodilatora,
hipoglicemiante e redutora do colesterol.

2.2 Naringina

A naringina (4,5,7-trihidroxi-7-rhamnonglucosil-flavanona) & um flavonoide
presente em muitas espécies de Citrus sp. e em medicamentos da medicina
tradicional chinesa. Como a maioria dos flavonoides, apresenta diversas atividades
farmacologicas. Alguns estudos demonstraram que esse farmaco pode ser
administrado por via oral e que no trato gastrintestinal é metabolizado, sendo a
naringenina seu principal metabdlito. Naringenina, a forma aglicona da naringina,
também apresenta atividade farmacoldgica, destacando-se o seu efeito antioxidante e

inibidor da proliferacdo de cancer de mama (FANG et al., 2006).
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FIGURA 2: Estrutura quimica da naringina e naringenina.

As flavanonas ocorrem quase exclusivamente em citrus. As concentracfes mais
elevadas sdo encontradas nos frutos. Hesperidina, naringina e naringenina sao 0s
principais flavondides das laranjas e mandarinas. A naringenina também é encontrada
em tomates frescos (ERLUND, 2004).

31



A naringina € o principal flavondide presente no grapefruits e representa até 10%
do seu peso seco. E responsavel pelo sabor amargo das frutas citricas. Recentes
estudos em seres humanos demonstraram os efeitos do sumo de toranja sobre a
oxidacao lipidica e como bloqueador dos canais de calcio. A naringenina e o sumo de
toranja apresentaram capacidade de inibir o citocromo P-450 e atividade em
microssomas hepéticos humanos (ISHII et al., 1997; RIBEIRO & ISABEL, 2008b).

Os flavondides citricos agem como varredores de radicais livres. Tém
capacidade analgésica, imunomoduladora, antimicrobiana, anti-diarréico,
antitrombdética, de modular a atividade enzimética e de inibir a proliferacdo celular
(RIBEIRO et al., 2008).

A naringenina tem se apresentado potencialmente util como antioneoplasico,
hipoglicemiante e no tratamento ou prevengcdo da aterosclerose, com inumeras
atividades anti-aterogénicas, tais como, antioxidante, antitrombotico e vasodilatador
(RIBEIRO & ISABEL, 2008b).

Os flavonoides sdo metabolizados no lumen gastrintestinal, nas células da
parede intestinal e no figado. No intestino, os flavonoéides glicosilados sofrem hidrolise
por agao das enzimas B-glucosidase e a-rhamnosidase (FIGURA 3) produzida por
bactérias gastrintestinais (Streptococus faecum, Streptococus sp e Escherichia coli). A

absorcao ocorre no intestino delgado e no intestino grosso (ERLUND, 2004).
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FIGURA 3: Hidrélise da naringina em prunina, rhamnose, naringenina e glicose.

FONTE: RIBEIRO & ISABEL, 2008a.
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Hsiu et al. (2002) realizaram um estudo para avaliar os parametros
farmacocinéticos das flavanonas naringina e naringenina. Em seu trabalho,
administraram os farmacos por via intravenosa e oral. Os resultados demonstraram
gue a biodisponibilidade oral da naringenina foi de apenas 4%, o que pode ser
explicado em funcdo da baixa solubilidade aquosa desse flavondide. A naringina
apresentou biodisponibilidade superior. Apdés sua administracdo por via oral, foi
possivel quantificar no sangue, tanto a forma glicona quanto a aglicona, sendo a ultima
em quantidade superior a detectada, apds a administracdo de naringenina. Isso deve,
ao fato da naringina ser metabolizada pelas enterobactérias para sua forma aglicona,
antes da absorc¢dao.

A excrecdo dos flavondides citricos é principalmente renal. Estudos revelaram
gue a recuperacdo urinaria da naringina foi de cerca de 60%, e sua meia-vida foi
estimada em 2,6 horas (ERLUND, 2004).

A maioria dos estudos recentes sobre tratamento de diabetes tipo 2 concentram-
se no potencial uso de plantas medicinais com efeitos hipoglicemiantes e
hipolipemiantes. Pesquisas com hesperitina e narigina demonstrou que esses
flavonoides ndo tem efeitos colaterais em seres humanos. Recentemente, o efeito
redutor de lipidios e glicose e a capacidade antioxidante foram observados apds a
administracdo de naringina 400 mg/dia, durante 8 semanas, em individuos
hipercolesterolémicos. Além disso, a naringina e a naringenina tem demonstrado
exercer efeito no transporte de glicose e sobre o receptor de insulina, que

desempenham papeis fundamentais na diabetes (JUNG et al., 2006).

Oliveira et al. (2002a) relataram que a reducéo dos niveis de glicose sanguinea
em animais tratados com naringenina foi de 16,05%, correspondendo a um valor de
78,3 mg/dL no periodo de 27 dias. Levando em conta o efeito farmacolégico, esta

variacdo em um individuo diabético, se mostra altamente relevante.

Nagem et al. (1999) demonstraram os efeitos de naringina e dos corantes
naturais antocianina e carmim no metabolismo lipidico. Os resultados obtidos para
colesterol total e triacilglicerol foram 63,11% menores nos animais tratados com
naringina + carmim e o HDL apresentou uma elevacao de 15,27%. A rutina, naringina,

naringenina e a quercetina na dose de 5mg foram eficazes na reducdo do colesterol
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total. Na dose de 10 mg/dia a naringina e a naringenina foram responsaveis pela
reducdo nos niveis séricos de colesterol de coelhos em 54,03% e 49,34%,
respectivamente (OLIVEIRA et al., 2002b).

A maioria dos seres humanos esta exposta a flavonéides diariamente e, portanto,
0 seu impacto a saude € de grande importancia. Estudos farmacolégicos devem ser
realizados com objetivo de se conhecer as aplicacoes terapéuticas e de se

desenvolver medicamentos a partir desses farmacos.

2.3 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) caracteriza-se por distirbio metabdlico, determinado
geneticamente, associado com deficiéncia absoluta ou relativa de insulina e que na
sua expressao clinica completa € caracterizado por situagcdes metabdlicas e
complicagBes vasculares e neuropéticas. O componente metabolico é caracterizado
pela hiperglicemia e por alteracbes no metabolismo de proteinas e lipidios. O
componente vascular € constituido por macroangiopatia inespecifica (aterosclerose e
suas manifestagcbes clinicas) e pela microangiopatia diabética, a qual afeta

particularmente a retina, o rim e 0s nervos periféricos.

A incidéncia do diabetes é igual entre os homens e as mulheres na maioria das
faixas etarias, mais é ligeiramente maior nos homens acima de 60 anos. A mortalidade
€ 2-3 vezes superior nos individuos cujo diagndstico é feito depois dos 40 anos. No
Brasil, a prevaléncia entre a populacdo entre 60 e 69 anos é de 19,4%. Projecdes
apontam que, em 2030, o numero de pessoas com 65 anos e mais afetadas pela
doenca sera maior que 48 milhdes em paises desenvolvidos e 82 milhdes em paises
em desenvolvimento. (HARRISON, 2002; WILD et al., 2004).

Estima-se que no Brasil existam sete ou oito milhdes de individuos portadores de
diabetes, dos quais metade desconhece o diagnostico. Desse total, 90% séo do tipo 2,
8% a 9% do tipo 1, de origem auto-imune e 1% a 2% secundario ou associado a
outras sindromes. No pais é bastante elevada a incidéncia de complicacfes crénicas
(distarbio visual, cegueira, hipertensdo, nefropatia, amputacdo de membros,
impoténcia sexual, distarbios cardiocirculatérios e vasculares cerebral) (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).
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2.3.1 Fisiopatologia da Diabetes

No adulto o pancreas enddcrino € constituido de cerca de 1 milh&o de ilhotas de
Langherans distribuida por toda a glandula. No interior das ilhotas, existem quatro
tipos de células produtoras de horménios. Os produtos hormonais incluem: a insulina,
o hormbénio anabdlico e de armazenamento do organismo; o glucagon, o fator
hiperglicemiante que mobiliza as reservas de glicogénio; a somatostatina, inibidor
universal das células secretoras; e 0 peptideo pancreatico, uma pequena proteina que
facilita os processos digestivos (EXPERT COMMITTEE, 2002).

Os niveis elevados de glicemia associado ao DM resultam da secrecdo
pancreatica inadequada de insulina ou de sua auséncia, com ou sem
comprometimento de sua acdo. Na atualidade, o diabetes é classificado em quatro
categorias (QUADRO 1) (EXPERT COMMITTEE, 2002).

QUADRO 1: Classificagéo etioldgica do diabetes

Diabetes mellitus tipo 1 diabete-insulino-dependente
Diabetes mellitus tipo 2 diabete-n&o-insulino-dependente
Diabetes tipo 3 outros tipos especificos

Diabetes tipo 4 diabete gestacional

O DM tipo 1 caracteriza-se basicamente pela destrui¢cao seletivas das células B e
por deficiéncia grave ou absoluta de insulina. A maioria dos casos surge antes dos 30
anos de idade, entretanto, pode surgir em qualquer faixa etaria. E subdividido em
causas auto-imune e idiopaticas. Fatores ambientais desconhecidos precipitariam o
processo auto-imune especifico contra as células B do pancreas, produtoras de
insulina. A destruicdo dessas células podem ser rapidas nos mais jovens ou lenta e
progressiva, podendo levar anos, como nos adultos. O componente humoral desse
processo auto-imune leva a producdo de anticorpos contra as ilhotas, que sé&o

marcadores periféricos desse processo.

Os anticorpos antiilhotas (ICA), anticorpos antiinsulina (AAl), anticorpos contra a

descarboxilase do acido glutdmico (anti-GAD) e anticorpos antitirosina peroxidase
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(anti-IA2) podem estar presentes, até mesmo antes das manifestacdes metabdlicas.
Quando o sintomas do diabetes se manifestam a destruicdo ainda néo é total, mas é
suficientemente grave para requerer tratamento insulinico. Um ou mais desses
anticorpos estao presentes no soro de cerca de 90% dos pacientes por ocasiao do
diagnéstico. Alguns anos apos, a destruicdo € completa, levando ao quadro de
diabetes dependente de insulina exdgena (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2002).

O diabetes tipo 2 caracteriza-se por resisténcia tecidual a acdo da insulina,
juntamente com deficiéncia relativa na secrecdo do horménio. O individuo pode
apresentar maior resisténcia ou maior deficiéncia das células 3, e as anormalidades
observadas podem ser discretas ou graves. A despeito da producdo de insulina pelas
células B nesses pacientes, o hormbnio é inadequado para superar a resisténcia e
ocorre elevacao do nivel de glicemia. O comprometimento na acao da insulina também
afeta 0 metabolismo de lipidios, resultando em aumento no fluxo de acidos graxos
livres e nos niveis de trigliceridios e, de maneira reciproca, em baixos niveis de
lipoproteinas de alta densidade (HDL). Esse tipo compreende o conjunto de disturbios
gue apresentam em comum a presenca de hiperglicemia e graus variados de

complicagdes cronicas.

Em aproximadamente 90% dos casos esta associado a obesidade, apresenta
alteracoes na primeira fase de secrecdo de insulina e nos primeiros anos exibe estado
de hiperinsulinemia e hiperglicemia (resisténcia insulinica). Apds cinco ou dez anos de
evolugdo, a secrecdo de insulina pela célula B diminui, podendo haver a

hipoinsulinemia absoluta ou relativa.

O diabetes tipo 2 pode ser assintomatico no inicio e o diagnostico se estabelece
pela dosagem de glicemia. A prevaléncia aumenta com a idade, obesidade,
dislipidemia e historia familiar para diabetes; é fortemente associado com doenca
cardiovascular e hipertensdo. A morbidade e a mortalidade decorrem principalmente
da macroangiopatia (doenca vascular aterosclerética) e de suas diferentes
manifestacdes: doenca coronariana, acidente vascular cerebral e insuficiéncia vascular

periférica.

A designacéo diabetes tipo 3 refere-se a multiplas outras causas especificas de
elevacdo da glicemia: doencas nao-pancreaticas, terapia farmacologica, defeitos

genéticos na funcao das células B, defeitos genéticos na acao da insulina, doenca do

36



pancreas exacrino, infeccbes e formas incomum de diabetes imunomediado. (EXPERT
COMMITTEE, 2002).

O diabetes gestacional (tipo 4) refere-se a qualquer anormalidade dos niveis de
glicose observada pela primeira vez durante a gravidez. Durante a gravidez a placenta
e os hormbnios placentarios criam uma resisténcia a insulina, que se torna mais

pronunciada no ultimo trimestre.
2.3.2 Quadro Clinico

A DM caracteriza-se por hiperglicemia cronica, frequentemente acompanhada de
dislipidemia, hipertenséo arterial e disfuncéo endotelial. Os pacientes apresentam o0s
sintomas de politria, polidpsia, polifagia e astenia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2002).

A hiperglicemia persistente esta vinculada a danos, disfungéo e faléncia de varios
orgaos, especialmente os olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006).

Nos pacientes diabéticos as consequéncias a longo prazo decorrem de
alteracdes micro e macrovasculares. Estas complicacdes crénicas incluem nefropatia,
com possivel evolucdo para insuficiéncia renal, retinopatia, com a possibilidade de
cegueira e/ ou neuropatia, com risco de ulceras nos pés, amputacdes, artropatia e
manifestacdes de disfuncdo autondmica, incluindo disfuncdo sexual. A DM também
estd associada ao risco aumentado de disfuncdo miocéardica, causando multiplas
alteracdes estruturais no coracao, como apoptose, diminuicdo do contato intercelular e
deformacdo nas estruturas contrateis (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2002; DYNTAR et al., 2006).

A DM esta relacionada a distarbios no crescimento tecidual que pode ser devido
a hiperglicemia crbénica e alteracbes metabdlicas. Clinicamente, € observado
hepatomegalia em pacientes diabéticos jovens e adultos. O aumento no crescimento
celular esta relacionado ao aumento no namero de células (hiperplasia), aumento no
tamanho celular (hipertrofia) e morte celular (apoptose). Sdo observados hipertrofia
renal, hipertrofia vascular e hiperplasia intestinal. A hiperglicemia também afeta a

proteina kinase que controla a mitose celular (HERRMAN et al., 1999).
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A elevacdo nos niveis dos marcadores de injurias hepaticas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) estdo associados com risco
de incidéncia de DM tipo 2 (HANLEY et al., 2004; LESSA, 2004).

2.3.3 Tratamento do Diabetes Mellitus

O tratamento do DM inclui as seguintes estratégias: educacdo; modificacbes do
estilo de vida, que inclui suspensdo do fumo, aumento da atividade fisica e

reorganizacao do habitos alimentares; e se necessario uso de medicamentos.

2.3.3.1Insulina

A insulina, proteina com 51 aminoacidos dispostos em duas cadeias (A e B) unidas
por pontes de dissulfeto. Existem diferengas nos aminoacidos de ambas as cadeias de
acordo com cada espécie. A insulina é liberada das células B do pancreas em baixa
taxa no estado basal e numa taxa muito mais alta no estado estimulado, em resposta
a uma variedade de estimulos, em particular glicose. O figado e o rim sdo os dois

orgaos principais que removem a insulina da circulacéo.

Apés penetrar na circulagcdo, a insulina liga-se a receptores especializados
presentes nas membranas da maioria dos tecidos. Os receptores ligam-se a insulina
com alta especificidade e afinidade, em quantidades da ordem de picomolares. A
insulina promove o armazenamento de glicose e insulina no interior das células-alvo
especializadas e influencia o crescimento celular e as fun¢cdes metabdlicas de uma
ampla variedade de tecidos.

As preparacbes comerciais de insulina diferem em varios aspectos, incluindo
diferencas nas técnicas de producdo de DNA recombinante, sequéncia de
aminoéacidos, concentracdo, solubilidade e tempo de inicio e duracdo de sua acéo
biolégica. O modo padronizado de insulinoterapia consiste em inje¢cado subcutanea com
agulhas e seringas convencionais, existem estudos clinicos em andamento para

avaliar a seguranca e a eficacia de po fino e outras formas de administracéo.

O tratamento com insulina esta indicado ao grupo de pacientes que praticamente
nao tém nenhuma secrecédo de insulina (diabetes tipo 1) e cuja sobrevida depende da

administracdo da insulina exdégena. O principal efeito adverso da insulina é a eventual
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ocorréncia de hipoglicemia. Outros efeitos incluem: lipodistrofia, alergia e resisténcia

imune a insulina.

2.3.3.2 Farmacos Antidiabéticos Orais

Recomenda-se a utilizacdo de hipoglicemiantes orais quando ndo se consegue
atingir os niveis glicémicos desejaveis apdés a adocdo das alteracdes dietéticas e
praticas de exercicios fisicos. Quando a mudanga no estilo de vida ndo estabiliza a
glicemia, parte-se para a monoterapia variavel de acordo com o estado do paciente. A
resposta inadequada leva a necessidade de acrescentar um segundo ou até um

terceiro agente, podendo ser este a prépria insulina.

Os antidiabéticos de uso oral séo classificados em cinco classes, cujo mecanismo

de acao esta resumido na Quadro 2.

QUADRO 2 Classificacao dos hipoglicemiantes de uso oral e mecanismo de acéo

Classe farmacologica Mecanismo de ac¢ao

Sulfoniuréias Aumenta a secrecao de insulina pelo pancreas
Biguanidas Aumenta o efeito periférico da insulina (figado)
Glinidas Aumento da secrecédo de insulina
Tiazolidinedionas Aumento do efeito periférico da insulina (musculo)

As sulfoniuréias foram os primeiros hipoglicemiantes de uso oral introduzidos no
mercado. Estes farmacos agem estimulando diretamente a secrecéo basal de insulina
pelas células B pancreaticas. Foram propostos mecanismos adicionais de acdo —
reducdo dos niveis séricos de glucagon e fechamento dos canais de potassio nos
tecidos extra-pancreéticos. Todas as sulfoniuréias reduzem a glicemia em 20%. S&o
drogas preferidas em pacientes DM tipo 2 ndo obesos com glicemia de jejum entre
160-270mg/dL (aquelas em que predomina a disfuncdo das células B em relagédo a
resisténcia periférica a insulina). A tolbutamida é bem absorvida, porém rapidamente

metabolizada no figado. A duracéo do efeito me relativamente curta, com meia vida de
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eliminacdo de 4-5 horas; trata-se da sulfoniluréia mais segura para tratamento de
idosos. A clorpropamida, cuja meia-vida é de 32 horas, é metabolizada lentamente no
figado a produtos que conservam alguma atividade biolégica. Seu uso € contra-
indicado a pacientes com disfungcéo hepética ou renal. As doses acima de 500mg/ dia
aumentam o risco de ictericia. Os efeitos colaterais incluem rubor apés o consumo de
alcool. A tolazalamida € comparavel a clorpropramida na sua potencia, porém possui

duracéo de acdo mais curta.

A metformina € a Unica biguanida disponivel ao uso clinico. A sua acdo é a
diminuicdo da resisténcia periférica a insulina (especialmente no figado), reduzindo
principalmente a producdo hepatica de glicose. O seu mecanismo de acdo é
desconhecido. E o farmaco indicado a pacientes obesos com glicemia de jejum entre
170-270 mg/dL. A metformina possui meia-vida de 1,5-3 horas, ndo se liga as
proteinas plasmaticas, ndo € metabolizada e & excretada pelos rins na forma do
composto ativo. A dose varia de 500 mg até uma quantidade maxima de 2,55 g ao dia,
sendo recomendado a menor dose eficaz. Os efeitos toxicos mais freqientes séo
gastrintestinais (anorexia, nausea, vomitos, desconforto abdominal, diarréia) e ocorrem

em até 20% dos pacientes.

As glinidas constituem uma classe relativamente nova de segretagogos de insulina.
A repaglinida modula a liberagado de insulina pelas células B ao regular o efluxo de
potassio através dos canais de potassio. Apresenta inicio de acdo muito rapido, com
concentracdo maxima e efeito maximo dentro de aproximadamente 1 hora apos a
ingestdo. A duracdo de acédo € de 5-6 horas. O farmaco de vé ser administrado
imediatamente antes de cada refeicdo, em doses de 0,25-4mg (dose maxima, 16
mg/dia). Existe risco de hipoglicemia se a refeicdo for adiada ou omitida, ou se tiver

contetdo inadequado de carboidratos.

As tiazolidinedionas atuam ao diminuir a resisténcia a insulina. Sua a¢ao primaria
consiste na regulacédo nuclear dos genes envolvidos no metabolismo da glicose, dos
lipideos e da diferenciacdo dos adipdcitos. A rosiglitazona € agonista altamente
seletivo. Esse farmaco melhora a sensibilidade a insulina devido a captacao da glicose
nos tecidos por meio da proteina transportadora da glicose, GLUT-4. E metabolizada
pelo figado a metabdlitos com atividade minima. E administrada uma ou duas vezes

ao dia, sendo a dose total habitual 4-8 mg. Como seu mecanismo de agdo envolve a
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regulacdo génica, as tiazolidinedionas apresentam inicio e término lento de sua

atividade, no decorrer de semanas ou até mesmo meses.

2.4 Dislipidemia

Dislipidemias séo alteragGes dos niveis plasméaticos de lipideos acima ou abaixo
do intervalo normal. Os niveis reduzidos de HDL-colesterol e as hiperlipidemias
(hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia) apresentam relevancia clinico-
epidemiolégca por constituirem os principais fatores para doenca aterosclerética,
especialmente a doenca arterial coronariana (AMERICAN HEART ASSOCIATION,
2003).

A doenca arterial coronariana é a principal causa de mortalidade nos Estados
Unidos, onde aproximadamente 12,9 milhdes de pessoas apresentam o diagnadstico.
No Brasil, as doencas cardiovasculares séo também responsaveis pelas maiores taxas
de mortalidade. Em 2003 ocorreram cerca de 233.000 oObitos secundario a doencas
cardiovasculares (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2003; DATASUS, 2003).

Atualmente as doencas cardiovasculares representam uma das principais causas
de morbi-mortalidade, no mundo ocidental, sendo responsaveis por mais de 30% de
todas as mortes, seguidas pelo cancer e doencas respiratorias. De acordo com a
Organizacdao Mundial de Saude — OMS, o aumento na incidéncia de doencas
cardiovasculares tende a persistir, agravando as condi¢cdes de saude dos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2007).

Diversos indicadores de salude apresentam as doencas cardiovasculares como
uma das principais causas de aposentadorias e internagcdes. Em 2000, foram
responsaveis pela movimentacdo financeira de recursos publicos de
aproximadamente, 900 milhdes de ddlares em hospitalizacdo no Brasil. As doencas
do sistema circulatorio constituem a principal causa de 6bito (32%), sendo as doencas
isquémicas do coracdo responsaveis por até 80% dos episddios de morte subita
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005).
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Um em cada cinco brasileiros tem concentracdo de colesterol total acima de 200
mg/dL, ou seja, cerca de 38,9 milhGes de pessoas tem colesterol classificado como
limitrofe ou alto (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Assim como a hipertensao, a dislipidemia esta bastante associada ao DM. O
diabetes dobra o risco de doencga cardiovascular em homens e triplica em mulheres.
Aproximadamente 13% dos homens com DM e hipercolesterolemia acima de 65 anos
jA tiveram episodio de acidente vascular cerebral (AVC). Individuos diabéticos
apresentam o dobro de risco de morrer por causas cardiovasculares quando

comparados a populacdo em geral (SIQUEIRA et al., 2007).

2.4.1 Fisiopatologia da Hiperlipidemia

As lipoproteinas sé@o particulas com regides centrais hidrofobicas contendo
esteres de colesterol e triglicerideos. O nucleo é circundado por colesterol nao-
esterificado, fosfolipideos e apoproteinas. As principais lipoproteinas sao originadas no
figado, no intestino ou em ambos. Os quilimicrons (QM) provém do intestino e tem
como funcédo principal o transporte das gorduras da dieta. A VLVL (lipoproteina de
densidade muito baixa) é originada no figado, e seu metabolismo periférico resulta em
IDL (liporoteina de densidade intermediéaria) e LDL (lipoproteina de densidade baixa).
Essas particulas sédo responsaveis pelo transporte dos triacilgliceréis e do colesterol
produzido pelo figado. A HDL (lipoproteina de densidade alta) € produzida pelo figado
e intestino, realizando o transporte do colesterol, proveniente da degradacéo celular,

ao figado e outros tecidos (GOTTO et al., 2006).

As lipoproteinas diferem entre si quanto ao teor lipidico, de acordo com sua
funcdo; quanto a apoproteinas, que l|hes confere especificidade junto a seus

receptores teciduais e quanto ao tamanho e densidade.

Os triacilglicerois da dieta sofrem lise sob acdo da lipase no lumen intestinal. Os
acidos graxos livres resultantes sdo absorvidos e metabolizados em triacilglicerdis no
eritrocito, compondo os quilomicrons junto com o colesterol absorvido por meio dos
acidos biliares. Os quilimicrons circulam por vasos linfaticos e caem na circulacéao
sanguinea pelo ducto toracico, onde sofrem acéo da lipase lipoprotéica dos capilares

musculares e adiposos. A lipase lipoprotéica é ativada na presenca de insulina e

42



promove a degradacdo dos quilomicrons, liberando acidos graxos para o consumo
tecidual. Os remanescentes dos quilomicrons resultantes sdo captados e

metabolizados pelo figado por completo (MAHLEY, 2003).

Os triacilglicerdis sintetizados pelo figado sdo transportados para os tecidos
periféricos pelas VLDL, que também sao hidrolisadas pela lipase lipoprotéica em
processo semelhante ao que ocorre aos quilomicrons. As particulas resultantes IDL e
LDL, podem ser captadas e metabolizadas pelo figado ou, no caso das LDL,
hidrolisadas por tecidos periféricos para utilizacéo do colesterol (MAHLEY, 2003).

As HDL produzidas pelo figado e intestino sdo responsaveis pela remocédo do
colesterol resultante do catabolismo celular e por seu transporte para o figado. Esse
processo ocorre diretamente, ou de forma indireta, pela transferéncia do colesterol
esterificado para VLDL ou IDL. A enzima responsavel pela esterificagdo do colesterol
em HDL é a LCAT (lecitina colesterol aciltransferase). A CETP (proteina transferidora
de ésteres de colesterol) € a enzima responsavel pela transferéncia de ésteres de
colesterol da HDL para VLDL e IDL (SMITH et al., 1990).

QUADRO 3: Classificacédo das Dislipideminas

Disturbio Manifestacdes

Hipercolesterolemia isolada Elevacéao do colesterol total (aumento LDL)
Hipertrigliceridemia isolada Elevacéo isolada dos triacilgliceroéis

Hiperlipidemia mista Valores aumentados de triacilglicerois e colesterol
total

HDL colesterol baixo Isolado ou com aumento de LDL e triacilglicerois

FONTE: SANTOS, 2001.

As Dislipidemias podem ser classificadas por meio de resultados laboratoriais ou
por sua etiologia (QUADRO 3). Os disturbios das lipoproteinas sao detectados através
da determinacdo dos lipideos no soro depois de jejum de dez horas. O risco de
cardiopatia aterosclerética aumenta com as concentracbes das lipoproteinas
aterogénicas, esta inversamente relacionado aos niveis de HDL e é modificado por

outros fatores de risco (QUADRO 4). As evidéncias de estudos clinicos sugerem que
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0s niveis de colesterol das LDL de 60 — 70 mg/dL podem ser 6timos para pacientes
diabéticos e com coronariopatias. Em condi¢des ideais, os niveis de triglicerideos

devem ser inferiores a 150 mg/dL.

QUADRO 4: Valores de referéncia para lipideos de adultos

Desejavel Limitrofe a elevado® Elevado
Colesterol total <200 (5,2)? 200 — 239 (5,2 -6,2)> > 240 (6,2)*
Colesterol LDL <130 (3,4)® 130 — 159 (3,4 — 4,1) > 160 (4,1)
Colesterol HDL > 60 (1,55)
Homens > 40 (1,04)
Mulheres > 50 (1,30)
Triglicerideos <150 (1,7) 150 - 199 (1,7 — 2,3) > 200 (2,3)

'Considerar elevado na presenca de diabetes, coronariopatia ou mais dois fatores de risco.
’mg/dL (mmol/L).
®Nivel 6timo é < 100 (2,6).

2.4.1.1 Dislipidemias Primarias (Genéticas)

A maioria dos pacientes com Dislipidemia primaria apresenta a doenca poligénica.
Deve-se a causas genéticas, e algumas s0 se manifestam devido a dieta inadequada e/
ou sedentarismo. A influéncia dos genes nos niveis plasmaticos de lipideos
situa-se em torno de 60%. A grande variabilidade dos valores plasmaticos deve-se a
interacdo dos poligenes e multiplos fatores ambientais, acarretando, assim, uma ampla
gama de fendtipos em nivel populacional. Apenas uma pequena propor¢cao dos casos
apresenta mecanismo genético bem definido, manifestando-se como fendtipos de

distribuicdo familiar tipica de heranca monogénica (HUMPHRIES, 1995).

As Dislipidemias primarias englobam as hiperlipidemias e as hipolipidemias:

m Hipercolesterolemia familiar: doenga monogenética autossémica dominante em que
ocorre a mutacédo de um dos alelos do gene do receptor LDL.
m Hipercolesterolemia poligénica: ocorre sobre a determinacdo de multiplos genes de

padrao nao definido, cuja expressao € altamente influenciada por fatores ambientais.
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m Hiperlipidemia familiar combinada: doenga poligénica que nédo apresenta alteracdo
genética conhecida. Ocorre aumento da producdo das VLDL pelo figado e reducédo da
remocao das VLDL e quilomicrons circulantes, resultando em aumento de triacilglicerais,
colesterol total e LDL plasmaticos.

m Hipertrigliceridemia familiar: doenca autossémica dominante, cuja base genética é
desconhecida. Ocorre producdo aumentada de triglicerideos pelo figado e,
consequentemente, de VLDL, observando-se geralmente niveis de triglicerideos
plasméticos acima de 500 mg/dL.

m Hiperquilomicronemia familiar: doenga autossémica recessiva rara, na qual ocorre uma
intensa diminuicdo da remocao de quilomicrons da circulacdo, devido a auséncia de
atividade da lipase lipoprotéica (LLP) tecidual, ou por falta de apoproteina Cll na molécula
do quilomicron, um ativador obrigatério da LLP.

m Disbetalipoproteinemia familiar: é caracterizada por variacéo polimorfica da apoproteina
E, resultando no acumulo de quilomicrons remanescentes e de VLDL, também
denominados de IDL. A apolipoproteina E € uma das proteinas responsaveis pelo
reconhecimento da particula de VLDL pelo seu receptor tecidual.

m Doencga de Tangier e hipoalfalipoproteinenia: caracterizam-se por mutacdes no gene
gue codifica a proteina responsavel pelo efluxo de colesterol pela particula de HDL, fator

fundamental no transporte reverso de colesterol promovido pela HDL.

2.4.1.2 Dislipidemias Secundarias

Diversas situacdes clinicas e alguns medicamentos podem alterar o metabolismo
de uma ou mais lipoproteinas, ocasionando dislipidemias, ou influenciar a manifestacao e
piora das dislipidemias primarias. As principais causas de dislipidemias secundarias séo
DM, sindrome metabdlica, obesidade, hipotiroidismo, sindrome nefrética, insuficiéncia
renal crbnica, hepatopatias colestaticas crénicas, hipercortisolismo, anorexia nervosa,
infeccéo pelo virus HIV e etilismo (SANTOS, 2001).

Alguns farmacos podem igualmente alterar o metabolismo das lipoproteinas,
resultando em niveis de colesterol e triacilgliceréis alterados. Diuréticos e beta-
bloqueadores podem resultar em hipertrigliceridemia e reducdo dos niveis de HDL.
Anticoncepcionais orais e corticosterdides ocasionam elevacdo de triacilglicerdis e
colesterol. Os anabolizantes podem aumentar os niveis de colesterol e reduzir os de HDL.

Isotretinoina e cliclosporina aumentam os niveis de colesterol, triacilglicerdis e HDL. Os
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antiretrovirais podem ser responsaveis pelas hipertrigliceridemias mais graves,

associadas ou nao a hipercolesterolemia.

2.4.1.3 Aterosclerose

A associacdo entre dislipidemias e aterosclerose € universalmente aceita pela
comunidade cientifica. Os dados que permitem estabelecer com seguranca esse vinculo
foram obtidos em estudos anatomo-patolégicos, experimentais, epidemiologicos e
clinicos, a maioria deles, utilizando para analise, valores bioquimicos das dosagens de
colesterol total, triacilgliceris e HDL ou a determinacdo de LDL (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 1996).

A aterosclerose € uma doenca baseada na resposta inflamatoria crénica, resultante
da interacdo de lipoproteinas aterogénicas, tais como, LDL, VLDL e Lp(a), com
componentes celulares (mondcitos, macrofagos, linfocitos T, células endoteliais e células
musculares lisas) e matriz extra celular. E doenca multifatorial com caracteristicas
cronico-degenerativas, tendo a concentracdo de colesterol nas lipoproteinas importante
contribuicdo na evolucdo do processo aterosclerotico. A disfuncdo endotelial induzida,
principalmente, pela exposi¢cado do endotélio vascular a LDL oxidada é a primeira etapa na

aterogénese.

A partir do dano vascular, diferentes mediadores inflamatorios séo liberados no
espaco subendotelial, onde os mondcitos séo diferenciados em macréfagos através de
processos de maturacdo celular. Com a manutencdo e/ou ampliacdo desse processo,
ocorre, finalmente, a formacéo da placa aterosclerotica. Esta € constituida por elementos
celulares (endotélio, musculatura lisa, fibroblastos e macréfagos), componentes da matriz
extracelular e nucleo lipidico organizados, sob a forma estavel ou instavel. As placas
estaveis caracterizam-se por predominio de colageno, compondo uma capa fibrosa
espessa, escassas células inflamatoérias e nucleo lipidico menos proeminente. As placas
instaveis apresentam atividade proteolitica intensa, alta concentracdo de células
inflamatorias, nucleo lipidico relevante e capa fibrosa ténue. A instabilidade dessas placas
parece relacionar-se com as suas caracteristicas morfolégicas e bioguimicas. A placa
estavel esta mais associada a oclusédo arterial, enquanto a placa instavel pode levar a

sindrome coronariana aguda, relacionada ou nao a eventos clinicos fatais (ROSS, 1999).
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Neste sentido, novos marcadores de risco, relacionado ao metabolismo lipidico,
aos fatores de coagulacdo e a inflamacdo, tém sido utilizados na deteccdo e
monitoramento da evolugéo da aterosclerose. Esses marcadores evidenciam os pacientes
gue, aparentemente sem risco, desenvolvem eventos coronarianos (SOCIEDADE

BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 1996).

As manifestacfes clinicas da aterosclerose, em geral, surgem a partir da meia
idade, porém, varios estudos demonstraram que o processo aterosclerético pode ter inicio
na infancia e o ritmo de progressao esta relacionado com a presenca de fatores de risco
classicos identificado no adulto, como obesidade, tabagismo, hipertensdo arterial

sistémica, DM, histdria familiar, idade e nivel de atividade fisica (MCGILL et al., 2000).

2.4.2 Tratamento Dietético da Hiperlipoproteinemia

As medidas dietéticas sdo sempre as primeiras a ser instituidas, podendo eliminar
a necessidade de farmacos. As excec¢Oes incluem pacientes com hipercolesterolemia
familiar ou com hiperlipidemia combinada familiar, nos quais é aconselhavel instituir
simultanemante a dieta e a terapia farmacologica. O colesterol, as gorduras saturadas e
as gorduras trans constituem os principais fatores que influenciam os niveis de LDL,
enquanto a restricdo de gorduras e calorias totais € importante no controle dos

triglicerideos.

Os niveis de lipoproteinas também sédo afetados, porém em menor grau, por outros
fatores dietéticos. Ocorrem elevagbes das VLDL quando se aumenta a ingestdo de
carboidratos. Nos pacientes com hipertrigliceridemia, a sacarose e outros agucares
simples tendem a elevar os niveis das VLDL. A ingestdo excessiva de calorias aumenta a

sintese secrecdo de VLDL.

As calorias na forma de gorduras totais devem corresponder a 20-25% da dieta,
com menos de 8% constituidos por gorduras saturadas, enquanto o colesterol deve ser
inferior a 200 mg/dia. Com esse esquema, sao obtidas redu¢des nos niveis séricos de

colesterol na faixa de 10 a 20%.

A suplementacdo com as vitaminas antioxidantes, acido ascoérbico e tocoferdis

naturais pode ser benéfica. Outros antioxidantes de ocorréncia natural, como o
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resveratrol, B-catequina, o selénio e varios carotenoides encontrados numa variedade de
frutas e vegetais, podem proporcionar uma defesa antioxidante adicional. Os flavondides
inibem a oxidacdo da LDL e a reducdo da agregacdo plaquetaria. A oxidacdo de LDL
desempenha papel relevante na patogénese da aterosclerose (SANTOS, 2001).

2.4.3 Farmacos Utilizados no Tratamento da Hiperlipidemia

O uso da terapia farmacolégica baseia-se no defeito metabdlico especifico e no seu
potencial de causar aterosclerose ou pancreatite. A dieta deve ser mantida para que o
esquema farmacoldgico atinja 0 seu pleno potencial. Todos os farmacos devem ser
evitados em mulheres gravidas e durante a fase de lactacdo. As criancas com
hipercolesterolemia familiar podem ser tratadas com uma resina ou com inibidor da
redutase, geralmente depois de 7 ou 8 anos de idade, quando a mielinizagédo do sistema
nervoso esta praticamente concluida. Os farmacos raramente estéo indicados antes dos

18 anos de idade.

Os inibidores competitivos da HMG-CoA redutase (estatinas) sdo analogos
estruturais da HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A). A lovastatina, a
atorvastatina, a fluvastina, a pravastatina, a sinvastatina e a rosuvastatina pertencem a
essa classe. Esses farmacos sdo mais eficazes na reducédo dos niveis de LDL. Outros
efeitos observados incluem diminuicdo do estresse oxidativo e da inflamacédo vascular
com aumento da estabilidade das lesdes aterosclerodticas. A lovastatina e a sinvastatina
sdo pro-drogas lactdnicas inativas, que sao hidrolisadas no trato gastrintestinal aos
derivados dos beta-hidroxilas ativos, enquanto a pravastatina possui um anel lacténico
abeto e ativo. A atorvastatina, a fluvastatina e a rosuvastatina sdo congéneres que
contém fluor e sdo ativos quando administrados. A absorcdo das doses ingeridas dos
inibidores da redutase varia de 40 a 75%, a excecdo da fluvastatina, cuja absorcéo é
guase completa. Todos os is inibidores da redutase sofrem elevada extracao de primeira
passagem pelo figado. A maior parte da dose absorvida € excretada na bile, e cerca de 5
— 20% séao excretados na urina. A meia vida plasmatica desses farmacos varia de 1 a 3
horas, a excecéo da atorvastatina, cuja meia vida € de 14 horas, e da rosuvastatina, que é
de 19 horas.

A HMG-CoA redutase medeia a primeira etapa comprometida na biossintese de

esterdis. As formas ativas dos inibidores da redutase consistem em analogos estruturais
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do intermediario HMG-CoA, que é formado pela redutase na sintese do mevalonato.
Esses andlogos causam inibicdo parcial da enzima e, portanto, podem comprometer a
sintese de isoprendides como a ubiquinona e o dolicol. Esse efeito aumenta tanto o
catabolismo fracional das LDL quanto a extracdo hepética dos precursores das LDL
(remanescentes das VLDL), reduzindo, assim, os niveis plasméaticos de LDL.

Os inibidores da redutase monstram-se Uteis, isoladamente ou com resinas, niacina
ou ezetimiba, na reducdo de LDL. Como a biossintese de colesterol ocorre
predominantemente a noite, esses farmacos — a excec¢do da atorvastatina e da
rosuvastatina — devem ser administrados a noite, se for utilizada uma dose Unica ao dia.
As doses diarias da lovastatina variam de 10 a 80 mg. A pravastatina € quase tao potente
guanto a lovastatina. A sinvastatina é duas vezes mais potente e € administrada em
doses de 5 — 80 mg ao dia. A fluvastatina parece ter metade da poténcia da lovastatina. A
atorvastatina é administrada em dose de 10 — 80 mg/dia, e a rosuvastatina, que é o
agente mais eficaz no tratamento da hipercolesterolemia grave, em doses de 10 — 40
mg/dia. As estatinas geralmente sdo bem toleradas, mas podem provocar sintomas como
cefaléia, disturbios gastrintestinais, dores musculares, prurido, alteracbes das enzimas
hepaticas e, mais raramente, rabdomidlise. Devido a esse ultimo efeito, a cerivastatina

nao é mais comercializada.

A niacina (acido nicotinico) diminui os niveis de VLDL e LDL. Com frequéncia,
aumenta significativamente os niveis de HDL. Esse farmaco € convertido no organismo
em amida, que € incorporada ao dinucleotidio de niacinamida adenil (NAD), é excretada
na urina em sua forma inalterada, bem como na forma de varios metabolitos. O &cido
nicotinico inibe a secrecdo de VLDL e consequentemente diminui a producéo de LDL. A
depuracdo aumentada das VLDL através da via de LDL contribui para reducdo dos

triacilglicerois e o catabolismo do HDL diminui.

A niacina mostra-se util em pacientes com hiperlipoproteinemia combinada, bem
como naqueles que apresentam disbetalipoproteinemia familiar. No tratamento da
hipercolesterolemia familiar, a maioria dos pacientes necessita de 2 — 6 g de niacina ao
dia, e ndo se deve ultrapassar essa dose. Para outros tipos de hipercolesterolemia e para
a hipertrigliceridemia, € frequentemente administrado 1,5 — 3,5 g ao dia. A maioria dos
individuos apresenta vasodilatacdo inGcua e sensacao de calor apds cada dose, quando

se inicia o farmaco ou quando se aumenta a dose. Foi relatada a ocorréncia de prurido,
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erupgdes cutaneas, ressecamento da pele ou mucosas e acantose nigricans. Podem
ocorrer elevacbes reversiveis de até duas vezes 0s niveis anormais de
aminotransferases. A tolerancia aos carboidratos pode estar moderadamente alterada,
porém esse distarbio também é reversivel. Todavia, em alguns pacientes com diabetes,

esse efeito pode ndo ser totalmente reversivel.

A genfibrozila, o bezafibrato e o fenofibrato (derivados do acido fibrico) diminuem
os niveis de VLDL e, em alguns pacientes das LDL. O fenofibrato é um metil etil éster,
que é totalmente hidrolisado no intestino, com meia-vida plasmética de 20 horas. Ocorre a
excrecdo de 60% na urina sob a forma de glicuronidio, enquanto cerca de 35% sao
eliminados nas fezes. A genfibrozila é absorvida quantitativamente pelo intestino e liga-se
fortemente as proteinas plasmaticas. Sofre circulacdo éntero-hepéatica a atravessa
fortemente a placenta. Sua meia-vida plasmatica € de 1 — 5 horas. Ocorre eliminacéo de
70% através dos rins, a maior parte sob forma inalterada. O figado modifica parte dos
farmacos nos derivados hidroximetil, carboxil ou quinol. Esses farmacos atuam
primariamente como ligantes do receptor de transcricdo nuclear, o receptor alfa ativado
pelo proliferador peroxissdmico. Aumentam a lipolise dos trigliceridios das lipoproteinas
através da LPL. A lipdlise intracelular no tecido adiposo encontra-se diminuida. Os niveis
de VLDL diminuem, devido, em parte, a secrecao diminuida pelo figado. O colesterol das
HDL aumentam moderadamente. Parte desse aumento aparente representa uma
consequéncia da reducdo dos niveis plasmaticos de trigliceridios, com diminuicdo da

troca de trigliceridios em HDL, no lugar de ésteres de colesterol.

Os derivados do acido fibrico monstram-se Uteis nas hipertrigliceridemias em que
predominam as VLDL, bem como na disbetalipoproteinemia. Podem ser benéficos no
tratamento da hipertrigliceridemia que surge em decorréncia do tratamento com inibidores
das proteases virais. A dose habitual da genfibrozila é de 600 mg por via oral, uma ou
dias vezes ao dia. A dose do fenofibrato € de uma a trés comprimidos de 54 mg ou 160
mg ao dia. Os efeitos adversos consistem em erupcbes cutaneas, sintomas
gastrintestinais, miopatias, arritmias, hipocalemia e niveis sanguineos elevados de
aminotransferases ou de fosfatase alcalina. Alguns pacientes apresentam reducdes da

contagem de leucdcitos ou do hematocrito.

O colestipol, a colestiramina e o colesevelam (resinas de ligacdo de acidos biliares)

sdo apenas Uteis nos casos de elevacdes isoladas das LDL. Em pacientes que também
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apresentam hipertrigliceridemia, os niveis de VLDL podem aumentar ainda mais durante o
tratamento com resinas. Esses farmacos consistem de grandes resinas poliméricas
trocadoras de cétions, que sdo insollveis em agua. Ligam-se aos &cidos biliares na luz
intestinal, impedindo a sua reabsorcdo. A resina em si ndo absorvida. Os acidos biliares,
metabdlitos do colesterol, sdo normalmente reabsorvidos com eficiéncia no jejuno e no
ileo. Sua excrecdo aumenta até dez vezes quando se administram resinas, resultando em
uma conversao aumentada do colesterol em acidos biliares no figado através de 7 a-
hidroxilagdo, que € normalmente controlada pelos &cidos biliares através de

retroalimentagéo negativa.

As resinas sdo utilizadas no tratamento de pacientes com hipercolesterolemia
primaria, produzindo uma reducdo de cerca de 20% no colesterol das LDL quando
administrada em dose maxima. Esses farmacos sao utilizados em associa¢cdo com outros
farmacos para obter maior efeito hipocolesterolémico. O colestipol e a colestiramina sé&o
disponiveis na forma de preparacfes granuladas. A dose maxima € de 16 g ao dia. O
colesevelam é disponivel em comprimidos de 625 mg. A dose maxima é de seis
comprimidos ao dia. As queixas comuns relacionadas ao uso desses farmacos sao
constipacdo e distensdo abdominal, que habitualmente sdo aliviadas ao aumentar-se o
contetudo de fibras da dieta. Em alguns pacientes, foi relatada a ocorréncia de pirose,

diarréia e ma absorcéo de vitamina K, resultando em hipoprotrombinemia.

A ezetimiba € o primeiro membro de um novo grupo de farmacos que inibem a
absorcao intestinal de esterdis e colesterol, mostra-se eficaz até mesmo na auséncia de
colesterol dietético, visto que inibe a reabsorcdo do colesterol excretado na bile. Seu
efeito clinico primario consiste na reduc&o dos niveis de LDL. E um farmaco rapidamente
absorvido e conjugado no intestino a um glicuronidio ativo, atingindo niveis sanguineos
maximos em 12 — 14hs. Sofre circulacao éntero-hepatica e a sua meia-vida é de 22 horas.
Cerca de 80% sdo excretados nas fezes. O efeito sobre a absorcdo do colesterol é
constante numa faixa posoldgica de 5 — 20 mg/dia. Em pacientes com hipercolesterolemia
primaria, a reducdo meédia do colesterol das LDL com a administracdo de ezetimiba

isoladamente é de cerca de 20%, com aumento de HDL.
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3 OBJETIVOS




3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar avaliagdo biofarmacotécnica de capsulas e comprimidos de naringina para

tratamento de Diabetes e Dislipidemias.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar a estabilidade do farmaco naringina em fluido gastrico simulado e fluido

intestinal simulado;

B) Avaliar a compatibilidade entre a naringina e excipientes farmacotécnicos

através de calorimetria diferencial de varredura;

C) Desenvolver um medicamento em formas farmacéuticas solidas a partir do

flavondide naringina,

D) Realizar a avaliagdo fisica e fisico-quimica das capsulas e comprimidos

desenvolvidos no item C;

E) Avaliar o tempo de desintegracdo e o perfil de dissolucdo das capsulas e

comprimidos desenvolvidos no item C;

F) Avaliar a atividade antioxidante e antifungica dos flavondides naringina e

naringenina;

G) Determinar o efeito das capsulas e dos comprimidos de naringina e de um

hipoglicemiante de uso oral nos modelos experimentais diabéticos;

H) Determinar o efeito das capsulas e dos comprimidos de naringina e de uma

estatina nos modelos experimentais hipercolesterolémicos;
I) Acompanhar o efeito dos tratamentos com naringina nos niveis de glicose,

hemoglobina glicosilada, perfil lipidico, TGO, TGP, proteinas totais, albumina,

uréia, creatinina e acido Urico.
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4 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO E AVALIACAO DA
ESTABILIDADE GASTRINTESTINAL




4.1 INTRODUCAO

Os farmacos raras vezes sao administrados isoladamente. Eles fazem parte de
uma formulagdo combinada com um ou mais agentes nao medicinais com funcdes de
solubilizar, suspender, espessar, diluir, emulsificar, estabilizar, conservar, colorir,
flavorizar e possibilitar a obtencdo de formas farmacéuticas estaveis, eficazes e
atraentes. Com o0 uso seletivo desses agentes nao medicinais, denominados
excipientes farmacéuticos, resultam formas farmacéuticas de varios tipos
(FRANCELINO et al., 2008).

Os medicamentos sdo utilizados com finalidade profilatica, terapéutica ou
diagnéstica. Contém uma (ou mais) substancias ativas que devem ser administradas
ao paciente através de uma das vias possiveis, veiculada (s) em forma farmacéutica
sélida, semi-solida ou liquida. As formas farmacéuticas sélidas de uso oral (FFSO) séo
as mais usadas. Apos a administracdo de uma FFSO, o farmaco deve ser liberado e
dissolver nos fluidos gastrintestinais para que seja absorvido e exerca a acéo

farmacologica esperada (ANSEL et al., 2005).

As FFSO com liberacdo convencional sdo desenvolvidas para liberar o farmaco
rapidamente apd6s a administracdo, sendo empregado nesses sistemas diluentes
soluveis, desintegrantes e/ou outros recursos que favorecam o processo de liberacéo
e dissolucéo do farmaco (PEZZINI et al., 2007).

A via oral €, sem duvida, a mais utilizada na administracdo de medicamentos.
Embora seja a mais aceita pelos pacientes, nem sempre € a mais adequada a
administracao de farmacos, ja que substancias pouco soluveis ou incluidas em formas
farmacéuticas mal elaboradas podem ndo ser completamente absorvidas. Em
circunstancias normais, pode-se esperar que o farmaco permaneca no estémago por 2
a 4 horas (tempo de esvaziamento gastrico) e no intestino delgado durante 4 a 10
horas. Dessa forma, no desenvolvimento de uma formulacdo, deve-se dar atencédo a
fatores capazes de retardar ou acelerar o processo de disponibilizacdo do farmaco no
trato gastrintestinal, dentre os quais os relacionados com as propriedades fisico-
guimicas e outras caracteristicas do farmaco (LONGER & ROBINSON, 1995).
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A administracdo oral envolve grande complexidade na interpretacdo de trés
elementos chaves: o farmaco, a forma farmacéutica e o sistema gastrintestinal. Alguns
farmacos sdo rapidamente absorvidos no estbmago ou intestino delgado, outros
possuem baixa permeabilidade, e ainda tém o0s que ndo sdo estiveis ao pH géstrico
ou intestinal. Muitos farmacos apresentam efeito subterapéutico ou perfil indesejado
de efeitos colaterais quando formulados para administracdo oral. Assim, estes
farmacos devem ser formulados em formas farmacéuticas que permitem manter uma
concentracao sistémica, dentro da janela terapéutica, por um longo periodo de tempo,
permitindo reduzir o nimero de administracdes e garantindo o efeito farmacolégico e a

estabilidade da formulagéo.

A estabilidade gastrintestinal de farmacos administrados por via oral é um
parametro de grande importancia para o desenvolvimento de medicamentos de
gualidade confiavel e eficacia reconhecida. No trato gastrintestinal os farmacos estéo
expostos a acidez do estbmago e a pancreatina presente no intestino. As exposicoes
de farmacos a essas condicbes podem conduzir a uma decomposi¢cao/degradacéo
acida ou enzimatica (ASAFU-ADJAYE et al., 2007).

Além da estabilidade gastrintestinal, a avaliacdo de compatibilidades entre o
farmaco e os componentes da formulacédo é um dos principais fatores que devem ser
considerados no desenvolvimento farmacotécnico. Esses estudos séo realizados

rotineiramente pela indastria farmacéutica.

As técnicas termoanaliticas apresentam inuUmeras vantagens nos estudos de
interacdo entre principios ativos e excipientes, estudo de cinética de degradacéo e
estabilidade de formas farmacéuticas, entre outras aplicacdes. Podem ser utilizadas
tanto no controle de matéria-prima, quanto do produto acabado, possuindo potencial
de emprego no desenvolvimento e caracterizacdo de novos produtos, avaliacdo dos

processos produtivos e outras aplicacées (BAZZO & SILVA, 2005).

A andlise térmica € definida como grupo de técnicas por meio das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reacdo € medida em
funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto essa substancia € submetida a um

programa controlado de temperatura e sob uma atmosfera especifica.
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A calorimetria exploratdria diferencial (DSC) € uma técnica de analise térmica, na
qgual se mede a diferenca de energia fornecida a uma substancia e a um material de
referencia (termicamente estavel), em funcéo da temperatura, enquanto a substancia e
o material de referencia sdo submetidos a uma programagédo controlada de
temperatura. A amostra e o material de referéncia sdo colocados em capsulas
idénticas, localizadas sobre o disco termoelétrico e aquecidas por uma Unica fonte de
calor. As curvas DSC obtidas nesse sistema mostram picos ascendentes que
caracterizam eventos exotérmicos, enquanto os descendentes eventos endotérmicos.
Durante o processo de aquecimento ou resfriamento, a amostra pode sofrer alteracbes
de temperatura devido a eventos endotérmicos e exotérmicos. Nesse caso, registra-se
o fluxo de calor diferencial necessario para manter a amostra e o0 material de
referéncia a mesma temperatura. Essa diferenca de temperatura entre a amostra e o
padrdo é devida a fendmenos quimicos (decomposi¢cdo/combustédo) ou fisicos

(mudancas de estado ou transi¢des cristalinas) (SILVA et al., 2007).
4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Perfil de Dissolucéo

Foram avaliados os padrbes de naringina e naringenina adquiridos da Sigma
Aldrich (St. Louis, EUA). O perfil de dissolucao para os farmacos foi realizado segundo
recomendacdes da USP 27 (2005) e utlizando 25 mg de cada farmaco. As

especificacdes para o teste estdo resumidas no QUADRO 5.

QUADRO 5: Especificagcbes do ensaio para avaliacdo do perfil de dissolucdo da

naringina e naringenina

Temperatura 37+£0,5°C
Aparato de agitacéo 1 (cesta 40 mesh)
Velocidade de agitacao 100 rpm

Volume de meio 900mL

Como meio de dissolucao foi utilizado agua destilada e desgazeificada. A agua
destilada foi filtrada em filtro de 0,5 pm e em seguida colocada em banho de ultrassom

por 15 minutos para remoc¢ao de gas (desgazeificacao).
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Os perfis de dissolucéo foram construidos a partir da quantificacdo da naringina e
naringenina dissolvida nas cubas de dissolu¢do, em intervalos de tempo pré-definidos.
Padronizou-se coletas de aliquotas dos meios (10 mL) nos tempos: 1, 5, 7, 10, 15, 20,
30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos, e, a cada tomada de ensaio, 0 meio de dissolugao
foi reposto. As aliquotas amostradas foram filtradas em filtros de 0,5 pm.

As concentracbes dos flavondides dissolvidos foram obtidas por
espectrofotometria no ultravioleta (UV) em comprimento de onda de 284 nm para
naringina e de 289 nm para naringenina. As amostras foram retiradas da cuba e
diluidas em metanol para quantificacdo. Foi preparada curva de calibragdo com
padrdes de naringina e naringenina nas concentracdes 0.027, 2.7, 13.5, 27, 32, 54,
128, 256, 512 e 1024 ug/mL, utilizando metanol e agua (50:50) como diluente. Os
valores de absorbancia obtidos foram comparados com a curva de calibracdo e
utilizou-se a equacao da reta para determinacdo das concentracdes de naringina e

naringenina dissolvidas.

4.2.2 Avaliagéo da Estabilidade Gastrintestinal da Naringina

Preparou-se curva de calibracdo com padrdes de naringina e naringenina nas

concentragdes 10, 20, 60, 80 e 120 pg/mL.

A avaliacdo da estabilidade da naringina foi realizada diluindo 40 mg do padréo
do farmaco em 10 mL de fluido gastrico simulado (FGS) ou fluido intestinal simulado
(FIS) preparado de acordo com a USP-27 (QUADRO 6), na temperatura de 37°C £ 1°
C, sendo coletadas aliquotas de 1 mL nos intervalos de tempo 0, 30, 60, 90 e 120
minutos (BHATTARAI et al., 2007). Para o FIS foi coletada, ainda, uma aliquota no
tempo 240 minutos. A cada 1 mL coletado acrescentou-se 49 mL de fase movel,
preparando-se uma solucdo 80 pg/mL, da qual se retirou 5 mL, que foi filtrado e

transferido para um vial.

A quantificacdo dos farmacos foi feita por HPLC, utilizando-se coluna Cig- 15 cm,
equipamento Waters, modulo 2695 e detector DAD (2996). A fase movel utilizada foi
metanol (A) e agua (B), volume de injecao 10 uL, eluicdo gradiente, variando metanol
(40% - 100%) (QUADRO 7) e tempo de corrida 21 minutos.
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QUADRO 6: Composicao do FGS e FIS

Fluido gastrico simulado 2g NacCl
3,29 Pepsina
7,0mL HCI PA
Agua destilada gsp 1000mL
pH 1,2 (ajustado com HCI 0,1M ou NaOH 0,1M)

Fluido intestinal simulado 250mL Fosfato de potassio monobésico 0,2M
3,6mL de NaOH 0,2M
Agua destilada gsp 1000mL
pH 6,8 (ajustado com HCI 0,1M ou NaOH 0,1M)

FONTE: USP 27.

QUADRO 7: Sistema de eluicédo gradiente

Tempo (minutos) Proporcao do solvente da fase moével
0 A (40%) e B (60%)
6 A (60%) e B (40%)
11 A (100%) e B (0%)
14 A (40%) e B (60%)
21 A (40%) e B (60%)

A estabilidade da naringina em FGS e FIS foi determinada em funcéo da reducéo
da concentracdo do farmaco em cada meio em relacdo ao tempo de exposicdo, e da

guantificacdo de naringenina, seu principal produto de degradacéo.

4.2.3 Desenvolvimento Farmacotécnico

Comprimidos de naringina, contendo 5, 10 e 25 mg de farmaco, foram preparados
através do método de granulacdo via seca, em compressora espiral, utilizando
conjunto de matrizes e puncdes concavos. A formulacdo foi composta por naringina,
estearato de magnésio 2%, dioxido de silicio coloidal (Aerosil — Degussa) 1%, celulose

microcristalina (Microcel MC 102 — Blanver Farmoquimica) 80%, lauril sulfato de sddio

63



2% e talco g.s.p. Capsulas de naringina foram preparadas com 0os mesmos excipientes

citados acima, capsula tipo “dura” n° 04 e utilizando encapsuladora manual.

4.2.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os excipientes selecionados para o desenvolvimento dos comprimidos e capsulas,
bem como a naringina e misturas 1:1 do farmaco com os adjuvantes, foram
submetidos a ensaio termoanalitico de calorimetria exploratoria diferencial. Foram
obtidos também curvas DSC da mistura fisica dos componentes antes da compressao.
Utilizou-se naringina = 90% de pureza. As curvas foram obtidas através de
equipamento TA Instruments, sob as seguintes condicbes experimentais: atmosfera
dindmica de nitrogénio com vazéo de 50 mL/minuto, razdo de aquecimento de 10° C/
minuto, da temperatura ambiente até 300° C; capsula de aluminio parcialmente
fechada e massa em torno de 1,5 mg. A célula DSC foi calibrada antes dos ensaios no
eixo de temperatura utilizando padrbes de indio (temperatura de fusdo = 156,6° C) e
zinco (temperatura de fusdo = 419,5° C) metalicos com pureza de 99,99%.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados referentes ao teste e perfil de dissolucdo dos farmacos naringina e
naringenina estdo demonstrados na TABELA 1 e TABELA 2. Os resultados foram

expressos individualmente e pela média de seis determinacgdes.

TABELA 1 Percentagem de naringina (NA) e naringenina (NG) dissolvida em 45

minutos.

Cubas NA (%) NG (%)
1 98,22 38,62

2 96,03 37,45

3 93,32 38,40

4 98,77 35,76

5 97,55 37,33

6 97,70 38,09
Média + DP 95,26 + 3,59 37,60+ 0,94
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TABELA 2 Percentagem de naringina (NA) e naringenina (NG) dissolvida em fungao

do tempo.

Tempo (minutos) NA (%) NG (%)
1 31,88 1,90
5 51,46 9,18
7 57,97 12,64
10 77,57 18,01
15 78,10 23,03
20 87,37 23,38
30 91,39 28,23
60 93,06 39,77
90 93,32 41,62
120 96,90 46,94
180 98,22 49,36
240 99,02 52,66

Os resultados referentes ao teste de dissolugdo demonstraram que, ao contrario da
naringina, a naringenina apresentou taxa de dissolucdo baixa (37,60 + 0,94%) para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberacdo convencional de uso oral. Para
FFSO, em funcédo das condic¢Oes fisiologicas do trato gastrintestinais (transito gastrico
e intestinal), espera-se que ocorra dissolucdo de no minimo 70% do farmaco em até

45 minutos.

De acordo com a literatura, os flavondides glicosilados, como a naringina,
apresentam maior absorcdo do que quando nao estdo conjugados com acucares, Tal
fato, se explica, em funcdo da dificuldade de solubilizacdo dos flavonéides na forma
aglicona. Estudos demonstraram que a quercetina tem absorcdo de 24% e a
Hesperidina, onde ha a presenca de rutinose em sua estrutura, tem absorcéao de 52%
(HAVSTEEN, 2002).

Os perfis de dissolucao foram obtidos através de coletas seriadas de amostras em

intervalos de tempo pré-definidos, para naringina e naringenina, e estéo ilustrados na

FIGURA 4. Os valores de percentagem dos farmacos dissolvidos em fungédo do tempo,
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comprovaram a baixa solubilidade aquosa da naringenina em comparacdo com a

naringina.

% Dissolvida

120

100

80

60 -

40 A

20 A

—o— NA

—=—NG

1

5

7

10 15 20 30 60 90 120 180 240

Tempo (minutos)

FIGURA 4 Perfis de dissolucao da naringina (NA) e naringenina (NG) em agua.

Na avaliagdo da estabilidade gastrica e intestinal da naringina realizou-se a

determinacdo quantitativa desse flavonoide por HPLC, apés um periodo de exposicéo

do padrdo do farmaco ao FGS e ao FIS. A TABELA 3 demonstra os resultados da

guantificacdo de naringina remanescente ap0s a exposi¢cdo aos meios FGS e FIS. A

FIGURA 5 apresenta os cromatogramas da naringina na avaliacdo da estabilidade ao

FGS.

TABELA Teor (em pg/ mL) de NA apds exposicado aos meios FGS e FIS

Tempo (minutos) FGS FIS

0 80,0 80,0
30 77,46 79,56
60 75,26 77,34
90 74,84 77,21
120 74,53 75.67
240 - 74,99
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FIGURA 5: Cromatogramas de concentragdo da Naringina em funcdo do tempo de exposi¢cdo ao

fluido géstrico simulado: (A) Tempo 0; (B) Tempo 60 minutos; (D) Tempo 90 minutos e (E) Tempo
120 minutos.

Os resultados obtidos demonstraram que a naringina € estavel em meio gastrico e
intestinal. Ap6s 120 minutos de exposicdo ao FGS houve reducdo na concentracdo do
farmaco de aproximadamente 6,83%; e 6,26%, apdés 240 minutos de contato com FIS.

Além disso, ndo se detectou a presenca de naringenina, principal metabdlito da naringina,
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em nenhuma das quantificacdes realizadas. A naringina é metabolizada no trato
gastrintestinal, por acdo de enterobactérias. Esperava-se que as enzimas presentes nos
fluidos gastrintestinais também exercessem alguma atividade sobre o seu metabolismo.
Entretanto, neste trabalho foi possivel perceber que a hidrélise da naringina ocorre,

restritamente, devido a presenca de enzimas bacterianas.

Na FIGURA 6 esta representada a curva DSC para a naringina. Pode-se observar
um evento endotérmico a 76,75° C, correspondente a fusdo do farmaco. A fusao

caracteriza-se por fenébmeno fisico, o qual pode ser detectado através das curvas de
DSC.

DsC
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174 60°C

163.684°C
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111.58°C

0 100 150 200 250 300
Temperature (°C)

FIGURA 6 Curva DSC da naringina obtida sob atmosfera dindmica de nitrogénio e razdo de

aquecimento de 10° C/minuto.

O comportamento térmico do farmaco isolado, dos excipientes e das misturas
farmaco-excipientes foi comparado nos termogramas obtidos. Em algumas misturas, a
fusdo da naringina foi bem preservada, com ligeiras alteragcfes em termos de alargamento
do pico ou alteracdo na temperatura de fusdo. Tem sido relatado que em funcdo da
guantidade de material utilizado e da pureza das amostras, especialmente em misturas
farmaco-excipiente, podem ocorrer alteracdes de entalpia, e essas mudancas sédo devido
a mistura entre as substancias, que reduz o grau de pureza de cada componente, nao
caracterizando necessariamente uma incompatibilidade quimica (VERMA & GARG,

2005).
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As curvas DSC das misturas fisicas do farmaco com os excipientes: celulose
microcristalina, estearato de magnésio, lauril sulfato de sédio, aerosil e talco estdo
representadas na FIGURA 7.
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FIGURA 7 Curva DSC da mistura 1:1 da naringina com celulose microcristalina (1), estearato de
magnésio (2), lauril sulfato de sédio (3) e talco (4) obtidas sob atmosfera dinamica de nitrogénio e

razdo de aquecimento de 10° C/ minuto.

A curva DSC da celulose microcristalina mostrou um amplo pico endotérmico a
68,57° C. O termograma da mistura naringina-celulose microcristalina mostrou um pico
em 77,46° C atribuido a naringina, demonstrando que ndo houve interacdo entre o

farmaco e a celulose microcristalina.

No DSC do estearato de magnésio foi observado um pico endotérmico em 92,03°
C. Na curva DSC naringina-estearato de magnésio foi observado a presenca de varios
picos que ndo puderam ser correlacionados a naringina ou ao estearato de magnésio,

porém foram atribuidos a impurezas presentes na amostra de estearato de magnésio.

O termograma do lauril sulfato de s6dio mostrou um amplo pico endotérmico em
193,70° C, e outros trés picos menores, indicando a presenca de impurezas nas
amostras. Na curva DSC da mistura de naringina com esse excipiente observou-se um
pico em 76,75° C atribuido a naringina, demonstrando que ndo houve imcompatibilidade

farmacotécnica..

Na curva DSC do aerosil (dioxido de silicio coloidal) e do talco ndo foram
observados picos endotérmicos ou exotérmicos na faixa entre 25°-300° C. O pico de
naringina foi bem preservado na mistura fisica naringina-aerosil, demonstrando
compatibilidade entre o flavondide e o excipiente. O termograma da mistura naringina-
talco apresentou um amplo pico endotérmico na faixa de temperatura entre 60°-100° C e
outros picos menores a partir de 150° C. Como o pico referente a fusdo da naringina se

manteve, o farmaco e o excipiente foi considerado compativel.
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FIGURA 8 Curva DSC da mistura naringina-excipientes na propor¢éo descrita no desenvolvimento

farmacotécnico dos comprimidos e capsulas

O termograma da mistura fisica naringina-excipiente, nas propor¢des descritas no
desenvolvimento farmacotécnico, esté representado na FIGURA 8. Foi observado um pico
exotérmico a 89,9°C, atribuido a naringina, e a presenca de outros picos acima de 100° C.
Esse resultado indica que os excipientes selecionados, nas propor¢cdes determinadas na

formulacao proposta, seriam compativeis.

4.4 CONCLUSOES

A partir do teste e do perfil de dissolucédo dos farmacos naringina e naringenina foi
possivel concluir que o primeiro, por apresentar maiores taxas de solubilidade aquosa e
maior percentagem de cedéncia, esta mais indicado para a administracédo por via oral. De
acordo com resultados encontrados, a naringenina, se veiculada em formas farmacéuticas

sélidas, apresentara baixa biodisponibilidade.

O estudo do perfil cinético de degradacdo da naringina, em condicdes fisioldgicas
simuladas, demonstrou que o farmaco € estavel nos fluidos gastrintestinais. Na avaliacédo
da estabilidade, pode-se concluir que as variagcdes no pH e na composicao das enzimas
presentes no estbmago e intestino ndo alteram a estabilidade do farmaco. A naringina nao
€ degradada pelas enzimas gastrintestinais, 0 que vem confirmar a sua predisposicédo a

administracdo em formas farmacéuticas para uso oral.

A avaliacdo da interacdo entre a naringina e 0s excipientes selecionados para as
formulacdes de comprimidos e capsulas, através da calorimetria exploratéria diferencial,
permitiu concluir que os excipientes na formulagdo proposta sdo compativeis. O lauril

sulfato de sddio, por ter sugerido possivel incompatibilidade, nas misturas 1:1, foi retirado
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da formulag&o inicialmente proposta para o preparo de comprimidos e cépsulas de
naringina, pois requer outros estudos complementares, como o infravermelho, por

exemplo, para confirmar a compatibilidade.

O estudo de compatibilidades entre farmacos e excipientes é um processo
importante no desenvolvimento de medicamentos. Incompatibilidades podem alterar a
estabilidade e a biodisponibilidade dos principios ativos, bem como a eficacia e seguranca

dos mesmos.
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5 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA E
BIOFARMACOTECNICA DE COMPRIMIDOS E
CAPSULAS DE NARINGINA




5.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento farmacotécnico de medicamentos envolve um conjunto de
fatores inerentes a sua tecnologia de producéo e ao controle de qualidade. A garantia
dessa qualidade deve assegurar a eficacia terapéutica dos mesmos. Entretanto, a
eficacia clinica de um farmaco néo é atribuida apenas a sua atividade farmacoldgica
intrinseca. Fatores ligados a suas propriedades fisico-quimicas, bem como aqueles
relacionados aos excipientes empregados na formulagdo, além do processo de
manufatura, tem sido considerados como responsaveis por alteracbes no efeito dos
medicamentos, uma vez que pode afetar a sua biodisponibilidade (STORPIRTIS,
1993).

Nas Uultimas décadas, tém-se estudado outras vias de administracdo de
farmacos, mas a via oral ainda continua sendo preferencial. Os compostos para serem
administrados oralmente devem ter adequada solubilidade aquosa e permeabilidade
intestinal, de forma a atingir sua concentragéo terapéutica na circulacao sistémica. A
ineficacia clinica observada com o uso de alguns medicamentos, além de episédios de
intoxicacdo, deram origem as investigacdes relacionadas a biodisponibilidade de
produtos farmacéuticos. Estudos mostraram que variacbes na formulacdo ou na
técnica de fabricacdo, podem gerar diferencas substanciais na absorcédo e,
consequentemente, na resposta terapéutica dos farmacos. Essas modificacdes podem
ser monitoradas in vitro pelo perfil de dissolucdo, por meio da quantificacdo da fracéo
do farmaco dissolvido e in vivo pela sua concentracdo plasmatica, ambas em funcao
do tempo. Os dados in vivo permitem determinar a biodisponibilidade do farmaco
(SOUZA et al., 2007).

Problemas de biodisponibilidade com determinados farmacos podem ser reflexos
de que a absorcdo ocorre durante um periodo de tempo limitado apés a ingestédo, o
gue implica, igualmente, que o processo de dissolucdo no trato gastrintestinal (TGI)
seja limitado pelo tempo, devendo assim, ser estudado o tempo critico para se atingir
percentagem 6tima de farmaco dissolvido no local de absorcdo (AMIDON et al., 1995;
DRESSMAN, 1997).

A liberacdo do farmaco de uma forma farmacéutica solida pode envolver trés

etapas fundamentais: desintegracéo, desagregacédo e, finalmente, dissolugdo. Esses
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processos podem ocorrer simultaneamente, com consequente liberacdo do farmaco. A
velocidade pelo qual o processo de dissolucdo ocorre determinard, portanto, a
liberacdo do farmaco e a sua absorcdo (SERRA & STORPIRTIS, 2007).

Os modelos que permitem prever a absorcdo dos farmacos a partir dos estudos
de dissolucéo estdo limitados pela complexidade de fendmenos que ocorrem no trato
gastrintestinal (TGI), tais como, a situacdo de jejum ou pdés-prandial, a motilidade, o
esvaziamento gastrico, o contetdo do limen intestinal, 0 mecanismo responsavel pela
absorcdo do farmaco e permeabilidade e alteracdes fisico-quimicas da molécula ao
longo do TGI (RAMA et al., 2007).

Os testes de dissolucao para formas farmacéuticas sélidas foram inicialmente
incluidos na Farmacopéia Americana na década de 1960, com o objetivo de avaliar a
cedéncia do farmaco. Esses estudos representam uma ferramenta indispensavel para
varias etapas dos processos de desenvolvimento farmacotécnico de medicamentos,
permitindo verificar a estabilidade das formulagdes. Na area de producéo farmacéutica
e controle de qualidade, os resultados do teste de dissolugdo podem ser empregados
para detectar desvios de fabricacdo, uniformidade durante a producdo e
reprodutibilidade lote a lote (MARQUES, 2002).

Com relatos sobre ineficacia clinica e intoxicacfes, frequentemente observados
com o uso de alguns medicamentos, consolida-se a biofarmacoténica (ou biofarmacia)
gue se dedica ao estudo dos fatores fisicos e fisico-quimicos relacionados ao farmaco,
em sua forma farmacéutica, e a influéncia que a formulacéo exerce sobre a liberacéao
do farmaco no organismo. A participacdo desses fatores nas caracteristicas de
biodisponibilidade do farmaco é observada, principalmente, quando a forma
farmacéutica é sélida (capsulas, comprimidos, comprimidos revestidos, drageas, etc.).
As FFSO séo as que apresentam maiores problemas relativos a biodisponibilidade,
uma vez que, nesses casos, faz-se necessaria a liberacdo do mesmo da formulacgéo,
para posterior absor¢cdo. Os estudos biofarmacotécnicos permitem tanto o
desenvolvimento racional das formulacfes, baseado nas propriedades farmacéuticas,

como a avaliacdo daguelas ja existentes.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Padronizagcdo de método analitico para a determinagdo de naringina em

formas farmacéuticas sélidas

5.2.1.1. Preparo da solugao padrao

Utilizou-se padrao de naringina Sigma Aldrich (St. Louis, EUA), com pureza = 90%,
para o preparo de solucdes-padroes. Quantidade adequada de padrdo foi pesada,
dissolvida e diluida em metanol (Vetec®), para obter a concentracdo final de 1 mg/mL.
Essa solucéo foi usada como solugéo padrao estoque. A partir dessa, foram preparadas
as curvas de calibracédo e os padrbes das analises.

5.2.1.2. Preparo da solucao padrao

A curva de calibracéo foi elaborada a partir de diluicdes volumétricas da solucéo
estoque, utilizando metanol:dgua milli-Q (50:50) como diluente. As concentracdes
resultantes foram 0,004; 0,0054; 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 mg/mL.

5.2.1.3. Preparo da solugcdo amostra

Pesou-se quantidade de comprimidos e capsulas pulverizados equivalente a 200
mg de naringina e transferiu para baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume
com metanol e agitou-se em banho de ultra-som por 15 minutos. Filtrou-se a amostra e
obteve-se uma solucéo na concentracdo de 2 mg/mL. Dessa solucdo, tomou-se aliquota
de 1 mL, transferiu-se para baldo volumétrico de 200 mL, completou-se com

metanol:agua milli-Q (50:50), obtendo a concentracéo de 0,01 mg/mL.

5.2.1.4. Condicdes cromatograficas

A fase mdvel consistiu em metanol (A):agua (B) e cada solvente foi filtrado através
de um filtro de polipropileno com 0,2 um de poro, e desgazeificados em banho de ultra-

som antes do uso. A separacao foi realizada usando eluicéo gradiente: 0-8 min. 23% A, 8-
15 min. 23-65% A linear; 15-20 min. 65-70% A linear; 20-21 min. 70-23% A linear; 21 -22
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min. 23% A. O detector (DAD) foi fixado em 200-400 nm de comprimento de onda. As

analises foram realizadas a 25° C, fluxo 1 mL/minuto e volume de injecéo de 25 pL.

5.2.1.5. Validacéo

A especificidade do método foi avaliada analisando-se comprimidos:
placebo, contendo estearato de magnésio, aerosil, celulose microcristalina, lauril sulfato
de sodio, talco, e naringenina. A preparacao da curva de linearidade foi realizada a partir
de trés curvas auténticas, nas concentracdes: 0,004; 0,0054; 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16;
0,32 mg/mL de naringina. Os resultados foram tratados estatisticamente pelo método de
minimos quadrados, obtendo-se a regressao linear. A faixa de concentracdo testada
correspondeu entre 40 e 160% da concentragdo em teste.

A precisao foi determinada realizando-se seis determinacdes (trés injecdes cada) a
100% da concentracao teste (0,01 mg/mL). Foi considerado como limite maximo um valor
de desvio padrao relativo (DPR) de 2%. A exatidao foi determinada apos avaliacdo da
preciséo, linearidade e especificidade.

O limite de quantificacdo foi obtido a partir de diluicbes sucessivas (50,0 a 1,0
Mg/mL), considerando como a menor concentragcdo onde o DPR entre as injegdes €

inferior a 2%.

O ensaio de robustez foi determinado a partir da variagdo dos seguintes
parametros: fluxo da fase mével (0,7 — 1,1), fornecedor de solvente (Vetec® e J.T. Baker®)
e temperatura do forno (20-30° C). Foram realizadas andlises das amostras em triplicata

para todos os parametros da robustez.

5.2.2 Ensaios Fisicos e Fisico-quimicos

Foram realizados o0s ensaios fisicos e fisico-quimicos para avaliacdo dos
comprimidos e capsulas de naringina, descritos para formas farmacéuticas solidas nos
compéndios oficiais. Avaliou-se trés lotes de comprimidos e capsulas de naringina
desenvolvidos no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal de
Ouro Preto (UFOP), com teor declarado de 5 mg, 10 mg e 25 mg. Os lotes desenvolvidos

receberam a seguinte denominacgao:
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m Lote A1: Comprimidos de naringina 5 mg;
m Lote A2: Comprimidos de naringina 10 mg;
m Lote A3: Comprimidos de naringina 25 mg;
m Lote B1: Cépsulas de naringina 5 mg;

m Lote B2: C4psulas de naringina 10 mg;

m Lote B3: Cépsulas de naringina 25 mg;

5.2.2.1. Peso médio
O peso de cada unidade (comprimido e capsula) foi determinado, individualmente,
a partir de 20 unidades, aleatoriamente separadas, de cada lote, e a média dos pesos foi
obtida conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 42 ed. (1988).
5.2.2.2 Dureza
A dureza dos comprimidos foi determinada individualmente, a partir de 10 unidades
aleatdrias de cada lote, utilizando-se durdometro de mola espiral e obtido conforme
descrito na Farm. Bras. 42 ed.
5.2.2.3 Teor de naringina nas amostras
O teor de naringina nas amostras foi determinado segundo item 5.2.1.
5.2.2.4 Friabilidade
A friabilidade dos comprimidos foi avaliada a partir de 20 unidades aleatorias de
cada lote, utilizando friabildmetro (Nova Etica®) ajustado com 20 rpm, por um periodo de 5
minutos. A determinacdo da percentagem de massa perdida nas unidades testadas apos
o teste, foi realizada através da diferenca de massa antes e 0 apoés o teste.

5.2.2.3 Desintegracao

Os tempos de desintegracdo das capsulas e comprimidos de naringina foram

determinados a partir de 6 unidades aleatoriamente separadas de cada lote, usando
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aparelho para desintegracdo (Nova Etica®) e agua, acido cloridrico 0,1 M e tampé&o fosfato

(pH 6,8) na temperatura 37 + 1° C, como meio de desintegracgéo.

5.2.2.6 Teste e perfil de dissolugéo

As condicles para o teste e perfil de dissolucdo estdo especificadas no QUADRO

QUADRO 8 Condicbes para o teste e perfil de dissolucdo de comprimidos e capsulas

de naringina

Temperatura 37+0,5°C

Aparato de agitacao 1 (cesta) para capsulas e 2 (pa) para comprimidos
Velocidade de agitacao 100 rpm

Volume de meio 900mL

Aliguota amostrada 10 mL

Deteccéao espectroscopia no UV (284 nm)

Como meio de dissolucao foi utilizado: agua destilada e desgaseificada, acido
cloridrico 0,1M e tampéao fosfato pH 6.8. Os meios de dissolucdo foram filtrados em
filtro de 0,5 um e em seguida, submetidos a banho de ultra-som por 15 minutos para

remocao de gas (desgazeificacao).

Os perfis de dissolucao foram construidos a partir da quantificacdo da naringina,
em amostras dos lotes A3 e B3, dissolvida nas cubas de dissolucdo, em intervalos de
tempo pré-definidos. Padronizou-se coletas de aliquotas dos meios nos tempos: 1, 3,
5, 17, 10, 15, 20, 30, 40 e 60 minutos, e, a cada tomada de ensaio, 0 meio de
dissolucéo foi reposto. As aliquotas amostradas foram filtradas em filtros de 0,5 ym,

imediatamente apds a amostragem.

O teste de dissolucao foi realizado a partir da quantificacdo do farmaco dissolvido
nas cubas de dissolucdo, utilizando amostras dos seis lotes desenvolvidos, ap6s a
amostragem de um ponto Unico do meio de dissolu¢cao (45 minutos apos o inicio do

teste).
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A concentragdo de naringina dissolvida foi obtida por espectrofotometria no
ultravioleta (UV) em comprimento de onda de 284nm. As amostras foram retiradas da
cuba e diluidas em metanol para quantificacdo. Foi preparada curva de calibracdo com
padrdes de naringina nas concentracdes 0.027, 2.7, 13.5, 27, 32, 54, 128, 256, 512 e
1024 pg/mL utilizando metanol e agua (50:50) como diluente. Os valores de absorbéancia
obtidos foram comparados com a curva de calibrag&o e utilizou-se a equagéo da reta para
determinacdo das concentragdes de naringina dissolvidas. Os resultados foram expressos

como média de trés determinagdes.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A naringina apresentou pico maximo de absor¢cdo em 284 nm. A TABELA 4 e a
FIGURA 9 apresentam os resultados referentes a curva de calibracdo obtida a partir de
diferentes diluicbes do padrdo do farmaco e quantificacdo por HPLC. A analise de
regressdo possibilitou a obtencdo da equacdo da reta de calibracdo, e de alto e
significativo coeficiente de correlacdo (r=0,9989), demonstrando que o método é linear no

intervalo analisado.

TABELA 4 Curva de calibragcéo obtida a partir da andlise da naringina por HPLC

Naringina (ug/mL) Area Desvio-padréo
4,0 212066 0,435
5,4 302258 0,577
10,0 497407 0,763
20,0 1051304 0,057
40,0 2109199 0,173
80,0 4025540 0,513
160,0 8299364 0,346
320,0 15498180 0,305

Os resultados correspondem a média de trés determinacoes.
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Curvade calibracéao naringina
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FIGURA 9 Curva de calibragdo da naringina

O método desenvolvido apresentou boa separacdo do analito e dos excipientes
utilizados na formulacdo. O sinal cromatografico referente a naringina apresentou
adequada resolucdo, com tempo de retencdo de 4,36 minutos, demonstrando que o

método é especifico (FIGURA 10).
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FIGURA 10 Cromatograma de solu¢cdo amostra na concentragdo de 0,01 mg/mL, onde se observa

pico relativo a naringina no tempo de retencéo de 6,36 minutos.

A TABELA 5 apresenta os resultados referentes a precisdo do método de
guantificacdo da naringina por HPLC. O método mostrou-se preciso, com DPR de

0,827%. Os valores obtidos mostraram que a analise foi reprodutivel.
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TABELA 5 Valores de area utilizados no calculo de precisédo

Anélise 1 2 3 4 5 6

538066 528855 537982 537891 539123 535677
538064 538849 537988 537095 538995 545684
538863 528999 537969 537076 539087 548051

Média 538017,4
DPR 0,827

O método desenvolvido demonstrou boa separagcdo entre o analito e os demais
componentes das formulagbes. Os sinais cromatograficos referentes a naringina
apresentaram adequada resolucdo, com tempo de retencdo de 4,36 minutos. A exatidao
do método foi demonstrada, pois os parametros preciséo, linearidade e especificidade
foram previamente estabelecidos. Foi considerado como limite de quantificacdo inferior a
concentragéo de 3,0 ug/mL, pois essa foi a mais baixa concentracdo onde o DPR era

inferior a 2,0%.
A variacdo dos parametros fluxo de fase movel, fornecedores de solventes e
temperatura ndo alteraram de forma significativa os valores de area da naringina,

demonstrando que o método € robusto.

TABELA 6 Peso médio e dureza, expressos como média + desvio-padréo

Lote Peso médio (mg) n= 20 Dureza (N) n=10*
Al 201,79 52,8

A2 211,34 55,7

A3 233,00 65,8

Bl 134,88 -

B2 127,56 -

B3 138,10 -

* A dureza foi avaliada apenas para os lotes de comprimidos.
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A TABELA 6 apresenta os resultados referentes ao peso médio e dureza dos
produtos: A (lote 1, 2 e 3) e B (lote 1, 2 e 3). Em relacéo ao peso médio e dureza, os lotes

desenvolvidos se mostraram de acordo com as especificagdes da Farm. Bras. 42 ed.

A friabilidade é a falta de resisténcia de comprimidos a abrasdo, quando
submetidos a acdo mecéanica de aparelhagem especifica. Na avaliagdo da friabilidade dos
lotes de naringina desenvolvidos, obteve-se as seguintes porcentagens de perda de
massa apos o teste: 0,104% para o lote Al, 0,170% para A2 e 0,102% para A3. Segundo
a Farm. Bras. 42. ed. considera-se aceitaveis os lotes de comprimidos com perda inferior
a 1,5% do seu peso. Portanto, os lotes analisados estavam em conformidade com as

especificacoes.

A TABELA 7 mostra os resultados dos tempos de desintegracdo dos lotes
desenvolvidos. Todos os lotes foram considerados aprovados, pois de acordo com 0s
compéndios oficiais, todas as unidades testadas devem desintegrar em no maximo 30

minutos.

TABELA 7 Tempos de desintegracao

Lote Tempo de desintegracao (minutos)
n=6
Al 6,3
A2 5,5
A3 6,0
Bl 3,0
B2 3,1
B3 3,5

A TABELA 8 demonstra os resultados referentes aos teores de naringina nos lotes
A e B desenvolvidos. Ndo ha especificacbes em compéndios oficiais para os limites
referentes aos teores de naringina em formas farmacéuticas. Os resultados apresentados

foram considerados satisfatérios por estarem proximo a 100% do valor rotulado.
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TABELA 8 Teor de naringina nos produtos A (lotes 1, 2 e 3) e B (lotes 1, 2 e 3)

Amostra Teor (mg/ unidade) %

Al 5,02 100,56
A2 9,82 98,29
A3 24,97 99,89
Bl 4,61 92,25
B2 9,74 97,47
B3 24,44 97,77

guantificacdo da porcentagem de naringina dissolvida no teste e perfil de dissolucgéo.

FIGURA 11 Curva de calibragdo para quantificagdo de naringina nos meios de dissolucao

A FIGURA 11 apresenta a curva de calibragcdo definida no método para
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As TABELAS 9 e 10 demonstram os resultados obtidos no teste de dissolucao nas

formulacdes de comprimidos e capsulas.
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TABELA 9 Percentagem de naringina (NA) nas formulagfes de comprimidos, apds teste de dissolugéo

Cubas Lote Al (%) Lote A2 (%) Lote A3 (%)
Meios*: agua HCI Tampéao agua HCI Tampéo agua HCI Tampao

1 85,22 88,62 84,33 83,65 87,55 80,56 87,99 89,65 75,66
2 83,32 88,40 81,76 85,12 88,67 81,11 86,74 90,06 74,43
3 88,77 89,76 79,98 86,99 86,59 79,31 85,47 88,94 72,39
4 87,55 87,89 79,37 85,48 89,93 79,12 84,76 86,96 70,82
5 87,70 88,09 80,44 83,55 91,39 78,57 88,51 88,65 73,49
6 87,25 89,64 80,73 86,84 90,09 80,02 86,74 86,00 72,80
Média 86,63 88,73 81,10 85,27 89,03 79,78 86,70 88,37 73,23

* Meios: agua desgazeificada (dgua), acido cloridrico 0,1M (HCI) e tampé&o fosfato pH 6,8 (tampao).
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TABELA 10 Percentagem de naringina (NA) nas formulagfes de capsulas, apos teste de dissolucao

Cubas Lote B1 (%) Lote B2 (%) Lote B3 (%)
Meios*: agua HCI Tampao agua HCI Tampéo agua HCI Tampéo
1 92,26 92,86 96,92 96,35 95,31 91,26 98,49 96,84 92,43
2 96,72 94,48 96,88 96,28 98,71 92,94 94,56 93,52 94,73
3 98,56 99,10 95,86 97,96 96,73 95,31 94,00 92,10 90,42
4 96,78 98,97 95,65 95,78 95,32 89,74 98,49 95,74 90,84
5 96,85 98,04 95,87 96,50 98,37 95,70 97,37 98,36 94,35
6 97,36 98,54 94,59 96,44 98,07 93,30 97,64 97,11 92,29
Média 96,42 96,99 95,96 96,55 97,58 94,70 96,80 95,61 92,51

* Meios: agua desgazeificada (dgua), acido cloridrico 0,1M (HCI) e tampé&o fosfato pH 6,8 (tampao).
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Os perfis de dissolu¢do dos comprimidos (lote A3) e capsulas (lote B3), contendo

25 mg de naringina, estao ilustrados nas FIGURAS 12, 13 e 14.
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FIGURA 12 Perfis de dissolucao de capsulas e comprimidos de naringina em agua
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FIGURA 13 Perfis de dissolucdo de capsulas e comprimidos de naringina em HCI 0,1M
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FIGURA 14 Perfis de dissolucéo de capsulas e comprimidos de naringina em tampao fosfato pH
6,8

A andlise global dos resultados obtidos permite afirmar que as capsulas de
naringina apresentaram maior velocidade e extensédo de dissolugcdo quando comparado

as amostras de comprimidos.

O estudo do perfil de dissolucédo dos comprimidos e capsulas, em comparagdo com
os trés meios de dissolucdo avaliados, demonstrou que ambas as formas farmacéuticas
apresentaram perfis de dissolucdo semelhante. Entretanto, as capsulas no meio que
simula as condi¢des gastricas (HCI 0,1M) obtiveram cinética de dissolucéo rapida, 90% do

farmaco dissolveram nos primeiros 10 minutos do teste.

5.4 CONCLUSOES

O método para determinacdo de naringina em formas farmacéuticas sélidas foi
validado, permitindo a quantificacdo do farmaco em formas farmacéuticas solidas. A
técnica proposta demonstrou ter linearidade, precisdo e exatidao, além de ser especifica e
robusta. Portanto, conclui-se que a metodologia analitica é aplicavel nas analises de

controle de qualidade e avaliacdo do teor de medicamentos contendo naringina.
Em relacdo a andlise fisica e fisico-quimica (peso médio, dureza, friabilidade,

desintegracdo, teor, teste de dissolucdo e uniformidade de contetdo) todos os lotes

apresentaram de acordo com as especificacbes farmacopéicas.
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No perfil de dissolucdo pode-se concluir que as cpsulas apresentaram maior
porcentagem de cedéncia da naringina, nos trés meios avaliados (agua destilada, HCI
0,1M e tampéo fosfato pH 6,8). Esse resultado sugere que essa forma farmacéutica seja a
mais adequada para a administracdo oral da naringina, uma vez, que o farmaco estara

mais disponivel para a absorcdo e consequentemente tera maior biodisponibilidade.
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6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIFUNGICA DA
NARINGINA




6.1 INTRODUCAO

Nos vegetais os flavonéides possuem as func¢des de prote¢do contra raios ultra-
violeta, insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de animais polinizadores; acéo
antioxidante; controle de acdo de horménios vegetais; agentes alelopéaticos e
inibidores de enzimas (ZUZANAZZ| & MONTANA, 2004).

Plantas expostas a estresse hidrico severo protegem-se sintetizando
antioxidantes como flavondides, carotendides, ascobarto, a-tocoferol e glutationa; e
aumentando o teor de enzimas antioxidantes como peroxidades, superéxido
dismutase e catalase (CARVALHO et al., 2003).

Os radicais livres s@o espécies altamente reativas formadas endogenamente no
organismo humano, que, apesar de possuirem sua funcéo fisiolégica, podem causar
lesdo celular. Eles surgem quando elétrons do ultimo orbital de um atomo foram
desemparelhados por ganho ou perda de um elétron. Essa transferéncia de elétrons
ocorre nas reacfes de oxi-reducdo. O oxigénio molecular € a principal fonte de
radicais livres na célula. Os principais alvos celulares de radicais livres sdo proteinas,
lipideos, carboidratos e DNA. A producao excessiva de radicais livres pode conduzir a
diversas formas de dano celular (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Os danos oxidativos irreversiveis causados por radicais livres estdo associados
ao desenvolvimento de doencas degenerativas, tais como: aterosclerose, doenca de
Parkinson, de Alzheimer, distirbios cardiovasculares, cancer e diabetes (UCHOA et
al., 2007). Na patogénese da DM tipo 1, causada por destruicdo auto imune das
células B, o infiltrado inflamatério mediado por células T antigeno especificas leva a
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), superoxidos, radical hidroxila (-OH)
oxido nitrico (NO) e citocinas pré-inflamatérias, tais como fator de necrose tumoral
(TNF), interleucina-1 e interferon. Interacdes sinérgicas entre ROS e essas citocinas
levam a destruicao das células B-pancreéticas. Isso ocorre porque células das ilhotas
pancreaticas tém sensibilidade aumentada a acdo das espécies reativas de oxigénio
(PIGANELLI et al., 2002).

As substancias com atividade antioxidante protegem o organismo dos radicais

livres e assim retardam ou previnem o processo de doencgas ao inibirem o inicio ou a
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propagacéo da reacao de oxidagdo em cadeia (OLIVEIRA et al., 2007; ANDRADE et
al., 2007).

Os farmacos antioxidantes podem ser utilizados como auxiliares no tratamento
de véarias doencas. Além disso, o uso de produtos naturais como terapia
medicamentosa tem uma perspectiva importante no desenvolvimento de novos
fitoterdpicos para o tratamento de doengas relacionadas com o estresse oxidativo,
como por exemplo, a diabetes e a dislipidemia, e suas complicagbes (OLIVEIRA et al.,
2007; ANDRADE et al., 2007).

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em
extratos vegetais e substancias isoladas, um dos mais usados consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila-DPPH, de
coloracdo purpura que absorve a 515 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma
espécie radicalar (R’), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, com conseqiente desaparecimento da absorcdo, podendo a

mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia.

Ao longo dos ultimos anos, a ocorréncia de infec¢des fungicas humanas vem
apresentando aumento expressivo (SILVA et al., 2006). O tratamento das micoses
humanas ndo € sempre efetivo, pois os farmacos antifingicos disponiveis produzem
recorréncia ou causam resisténcia, além de apresentarem importante toxicidade. Por
esta razdo, ha uma busca continua de novos farmacos antifUngicos mais potentes,

mas, sobretudo, mais seguros que os existentes (ALMEIDA et al., 2008).

Com frequiéncia, as infec¢bes fungicas sao de dificil tratamento e considerando a
resisténcia das leveduras pertencente ao género Candida frente aos antifiUngicos
atualmente utilizados, torna-se importante a busca de novos compostos antifungicos

de origem vegetal que possam auxiliar a terapéutica (LIMA et al., 2006).

O paciente com DM pode apresentar infeccbes mais frequientes e mais severas
guando comparados a individuos sadios. Na DM ocorre diminuicdo na quimiotaxia dos
neutréfilos. O DM se associa ao maior riso de infeccdes urinarias, e Candida sp. E o
principal género envolvido. Dentre as espécies desse género, Candida albicans, é a

principal responsavel pelas infec¢des fungicas. Existem outras espécies inseridas
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nesse género como Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicallis que
também estdo envolvidas na etiologia da candidiase.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

Foram utilizados solventes e reagentes de grau analitico. O radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), a naringina e naringenina foram adquiridos do Sigma Aldrich,
a rutina da Fluka Biochemika e o butil-hidroxi-anisol (BHA) da Synth. As medidas da

absorcao foram feitas usando espectrofotdmetro UV-Vis Micronal B562.

A avaliacdo qualitativa foi feita por cromatografia em camada delgada (CCD)
usando BHA como padrdo positivo de comparacdo. As placas foram eluidas com
CHCI3/MeOH (9:1) e CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5) e, apds secagem, foram nebulizadas
com solucéo a 0,4 mmol/L do radical DPPH em MeOH. As placas foram observadas
até o aparecimento de manchas amarelas sob fundo de coloragdo purpura, indicativo

de possivel atividade antioxidante.

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante foi feita monitorando-se o
consumo do radical livre DPPH pelas amostras, através da medida do decréscimo da
absorbancia de solucdes de diferentes concentracdes. Estas medidas foram feitas em
espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda de 516 nm, tendo como controle

positivo a rutina e o BHA.

Para a construcdo da curva de calibracdo do DPPH, foram preparados 50 mL de

solucdo estoque de DPPH em metanol na concentracdo de 40 upg/mL, mantida sob

refrigeracao e protegida luz. Foram feitas dilui¢des de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5e 1 pg/mL.

A curva de calibracdo foi construida a partir dos valores da absorbancia a 516 nm de

todas as solucdes, medidas em cubeta de vidro com percurso éptico de 1 cm tendo como

branco o metanol. As medidas de absorbancia foram feitas em triplicata e em intervalos

de 1 minuto entre cada medida.

Solucbes dos flavondides e do controle positivo em metanol foram diluidas nas

concentragbes 250, 300, 150, 100, 50 e 25 ug/mL. As medidas das absorbancias das
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misturas reacionais (0,3mL de solugcdo amostras ou do controle positivo e 2,7 mL da
solucéo estoque de DPPH na concentragdo de 40 pg/mL) foram feitas a 516 nm, no 1°e a
cada 10 minutos até completar 1hora. A partir da equacao da curva de calibracdo e dos

valores de absorbancia foram determinados os percentuais de DPPH remanescentes.

6.2.2 Avaliagdo da atividade antifungica

Os padrBes de naringina e naringenina constituiram as amostras de anélise. O
mentol, a rutina, o lapachol e os antifungicos cetoconazol (Janssen-Cilag) e fluconazol
(Pfizer) os controles de referéncia.

As amostras foram solubilizadas em DMSO (Merck), na concentracao de 1%, com
excecao do fluconazol que foi diluido em agua destilada. A partir dessas solucdes foi feita
a preparacao de diluicdes seriadas das amostras em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma).
Para o preparo do meio RPMI, adicionou-se 10,4 g do liofilizado, 34,4 g de &acido
morfolinopropanosulfonico e 100 mL de agua destilada. O pH foi ajustado para 7,0 e 0
meio foi esterilizado por filtragdo, utilizando-se membrana de nitrocelulose de poro 0,22

pm. O meio foi mantido em frasco estéril sob refrigeracao (2°-8° C).

As concentracOes testadas correspondem as faixas intercalares entre 1 a 512
Mg/mL para as amostras, rutina, lapachol e o mentol; 0,015 a 8 pg/mL para o cetoconazol

e 0,125 a 64 pg/mL para fluconazol.

Foram utilizados os seguintes microrganismos: Candida albicans ATCC 18804,
Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida tropicallis
ATCC 750, provenientes do Laboratério de Micologia — Departamento de Analises
Clinicas da Universidade Federal de Ouro Preto. No crescimento e manutencdo das

culturas celulares foi utilizado meio Sabouraund-dextrose (Himedia).

As amostras das espécies de Candida sp. Foram cultivadas em tubos contendo
meio sabouraund-dextrose soélido e incubadas a 28° C durante 24 horas. A massa de
células foi obtida e recolhida com alca esterilizada e ressuspensa em tubos contendo 5
mL de solucdo salina 0,85% estéril. O inoculo foi preparado com cerca de 10° unidades
formadoras de colénia por mL, equivalente a escala de turvacdo 0,5 da escala de

MacFarland.
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A determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) foi realizada em
microplacas com 96 pog¢os. Em cada pogo foram adicionados 100 yL da amostra teste e
100 uL do inoculo de cada espécie de Candida sp., totalizando volume final de 200 yL em
cada poco. As placas foram incubadas a 28° C e as leituras foram realizadas apo6s 48
horas. As CIMs foram obtidas por leitura visual e expressas em redugcéao de crescimento,
comparadas aos controles positivos.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacéo preliminar qualitativa dos flavonéides naringina e naringenina por CCD
em silica gel, revelada com solugcdo metandlica a 0,4 mmol/L do radical DPPH, sugeriu a
existéncia de atividade antioxidante, evidenciada nos cromatogramas pela presenca de
manchas amarelas sob fundo purpuro, resultantes da reducéo do radical DPPH.

Os resultados da avaliacdo quantitativa da naringina, naringenina e dos controles, nas
concentragbes 250, 300, 150, 100, 50 e 25 ug/mL, determinada pelo ensaio do DPPH,
estdo apresentados na FIGURA 15, mostrando que os flavonoides rutina e naringina
apresentaram atividade sequestradora do radical DPPH, contudo a naringenina foi o

menos reativo nas cinco Concentra(;(")es.

O comportamento cinético da reacdo do DPPH com cada flavondide e com os
controles, na concentracdo 100 ug/mL é mostrado na FIGURA 16, através da curva dose
resposta relativa ao decréscimo de porcentagem remanescente do DPPH em funcéo do
tempo (minutos). Observou-se que a rutina e o BHA apresentaram cinética rapida,
atingindo praticamente o maximo de consumo de DPPH nos primeiros 10 minutos, a
amostra de naringina demonstrou uma porcentagem de DPPH remanescente em torno de
80%, e a naringenina ndo mostrou aumento significativo do consumo de DPPH nem

mesmo ao longo do tempo total de observacao (60 minutos).
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FIGURA 15: Concentracdo de DPPH remanescente nas amostras de rutina, naringenina,

naringina e BHA no tempo de reacdo com DPPH 30 minutos.
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FIGURA 16: Comportamento cinético dos flavondides rutina, naringina e naringenina na

concentracao 100 pg/mL frente ao DPPH.

Martinez et al. (2001) verificaram que em muitas frutas e vegetais, a atividade
antioxidante de alguns flavonéides € mais importante que a atividade antioxidante da
vitamina C, a- tocoferol e B-caroteno. Devido a esta propriedade, os flavonéides podem
proteger as células das atividades dos compostos cencerigenos por estimular a atividade

das enzimas detoxificadoras.

A naringina (NA), naringenina (NG), rutina (RU), lapachol (LP) e o mentol (MT)

inibiram o crescimento fungico conforme descrito na TABELA 11.
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TABELA 11 Concentracgao inibitéria minima da naringina, naringenina, rutina, lapachol e

mentol pelo método de microdiluicdo em placas contra Candida sp.

Concentracao inibitéria minima (ug/mL)

Microrganismo NA NG RU LP MT FLU* CETO**
C. albicans 256 256 128 256 256 2 0,25
C. krusei 128 128 256 128 128 4 0,25
C. parapsilosis 256 256 256 256 256 2 0,25
C. tropicallis 256 256 128 256 256 64 8

*FLU — Fluconazol
*CETO - Cetoconazol

Os resultados demonstraram que a naringina e a naringenina apresentaram CIM de
128 ug/mL para Candida krusei, a rutina apresentou essa mesma CIM para Candida
albicans e Candida tropicallis.

O perfil de inibicdo de crescimento dos flavonéides analisados foi igual ao perfil de
inibicdo do lapachol e do mentol, sendo a CIM de 256 ug/mL para Candida albicans,

Candida parapsilosis e Candida tropicallis; e 128 ug/mL para Candida krusei.

Estudos realizados com a fracdo acetato de etila das folhas de Pyrostegia venuta,
gue contém flavondides, entre eles, rutina e compostos fendlicos, inibiu o crescimento de
Candida albicans na concentracédo de 300 ug/mL (SILVA et al., 2007). O 6leo essencial de
menta promoveu inibicdo do crescimento dos fungos Aspergilus niger e Aspergillus flavus,

nas concentracdes de 1500 a 2000 mg/mL, respectivamente (PEREIRA et al., 2006).

Os flavonodides avaliados se apresentaram como potenciais farmacos antifingicos.
Segundo ALIGIANIS et al. (2001), os materiais vegetais que possuem CIM de até 500

Mg/mL sao considerados farmacos com forte inibigao.

6.4 CONCLUSOES

Considerando que substancias naturais podem ser responsaveis pelo efeito de

protecdo contra riscos de muitos processos patolégicos, os resultados descritos neste
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trabalho estimulam a continuidade dos estudos para avaliar a acao antioxidante dos

flavondides, especialmente a naringina.

Os flavonoides representam uma contribuicdo importante ao potencial antioxidante
da dieta. Embora outras pesquisas sejam necessarias, principalmente acerca do
mecanismo de acao, absorcdo, metabolizagédo, excrecdo e toxicidade, os dados obtidos
reforcam a importancia dos flavondides como antioxidantes, tanto em dietas e

medicamentos, como em terapias de suplementagéo antioxidante.

As propriedades antioxidantes dos flavondides podem ser benéficas a saude, ja
gue previnem a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade; uma vez oxidada,
acredita-se que a LDL é aterogénica. Portanto, o bloqueio da oxidag¢do da LDL, pode
diminuir a formacgéo de placas ateroscleroticas que reduzem a rigidez arterial, deixando as

artérias mais susceptiveis aos estimulos enddégenos de vasodilatacao.

Em relacdo a avaliacdo antifungica, os dados obtidos nesse estudo, demonstram o
potencial antifingico promissor da naringina e naringenina. Entretanto, estudos mais
detalhados deverdo ser realizados, especialmente estudos com a associacdo desses

flavondides com outros farmacos antifungicos, em formulacdes topicas e de uso oral.
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7/ ESTUDO DA NARINGINA NO TRATAMENTO DA
DIABETES




7.1 INTRODUCAO

7.1.1 Diabetes e Principios Ativos Naturais

Doencas cardiovasculares coronarianas, dislipidemias, hipertensdo, obesidade e
diabetes formam um conjunto de morbidades geralmente associadas entre si,

constituindo-se em graves problemas de saude publica.

A DM é um estado patolégico caracterizado por hiperglicemia crénica. A
prevaléncia da diabetes estd aumentando de forma exponencial, adquirindo
caracteristicas epidémicas em varios paises. Nas Américas, o niumero de individuos com
diabetes foi estimado para 65 milhdes em 2025. Nos paises desenvolvidos, o0 aumento
ocorrera nas faixas etéarias, principalmente no grupo de 45-64 anos, em que sua
prevaléncia devera triplicar, duplicando nas faixas etarias de 20-44 e 65 e mais anos
(KING et al., 1998).

A diabetes acomete, no Brasil, 10% da populacdo adulta. Essa doenca constitui um
conjunto de desordens metabdlicas resultantes da insuficiéncia de insulina ou de fatores
gue interferem na acdo desse hormoénio, que se inicia pela ligacdo aos receptores,
constituidos de glicoproteinas, e localizados nas membranas plasmaticas das células. A
insulina estimula o transporte de glicose para dentro dos tecidos muscular e adiposo, por
promover a translocacao de transportadores de glicose intracelular para a membrana. Os
transportadores retornam para o interior celular apds a liberacdo da insulina (QUINN et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2002a; DAVIS & GRANNER, 1996).

Milhares de pacientes com diabetes apresentam complicagbes micro e
macrovasculares. As complicacdes microvasculares tendem a predominar na diabetes
tipo-2, com a qual ocorrem lesbes da microvasculatura. A nefropatia diabética € a causa
principal de enfermidade renal em estado terminal, e com ela se desenvolve uma
insuficiéncia renal crénica, que se agrava com o tempo. Entre os diabéticos ha duas
vezes mais probabilidade de acidente vascular cerebral e de enfermidade coronaria
cardiaca. Na auséncia de insulina ou eficacia de sua acédo, tem-se a atividade da lipase
reduzida e, portanto, a lipdlise é diminuida e as concentracbes de triacilglicerais,

colesterol e fosfolipideos aumentam no sangue (OLIVEIRA et al., 2002b).
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Muitas espécies de plantas tem sido usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para tratar os sintomas da DM. A maioria das plantas que séo
utiizadas como antidiabéticas demonstraram ter atividade hipoglicemiante. Dados
etnobotanicos relatam que cerca de 800 plantas com potencial antidiabético tiveram
resultados positivos em ensaios experimentais. Os constituintes quimicos dessas plantas
podem ser utilizados como modelos para novos farmacos hipoglicemiantes (NEGRI,
2005).

O mecanismo de acao pelos quais as plantas reduzem a taxa de glicose do sangue
pode ser atribuido ao aumento da liberacdo de insulina por meio da estimulacdo das
células B do pancreas; a resisténcia aos hormdnios que aumentam a taxa de glicose; ao
aumento do numero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina; & diminuicdo da perda
de glicogénio; ao aumento do consumo de glicose nos tecidos e 6rgaos; a eliminacéo de
radicais livres; a resisténcia a peroxidacdo de lipideos; a correcdo da desordem
metabolica causada em lipideos e proteinas; e ao estimulo ao aumento da

microcirculacéo do sangue no organismo (NEGRI, 2005).

Células B-pancreéticas estéo relacionadas a sensibilidade para estresse oxidativo,
fator que pode contribuir ao mau funcionamento, caracteristico das células produtoras de
insulina, no diabetes. Diabetes induzida por aloxano e subsequiente elevacédo de glicose
no sangue foram modificados pela administracdo de polifendis de cha-verde (Camellia
sinensis). Nessas condi¢des in vivo, GSH (glutationa) agiu como antioxidante e observou-
se a diminuicdo da DM. O aumento do conteudo de GSH no figado de ratos tratados com
flavondides atuaria como um dos fatores responsaveis pela inibicdo da peroxidacéo
lipidica (SABU et al., 2002).

Segundo Kamalakkannan & Prince (2006), ratos com diabetes induzido por
estreptozotocina, tratados com rutina em doses diferentes, tiveram reducdo nas
concentracfes séricas de glicose, além de aumentar os niveis de insulina, de peptideo-C
e proteger os animais com diabetes induzido da peroxidacéo lipidica. Ratos diabéticos
tratados com rutina 100 mg/kg tiveram niveis de hemoglobina glicosilada diminuida,
aumento das proteinas totais, aumento dos niveis de antioxidantes ndo enzimaticos

(GSH, vitamina C, vitamina E e Ceruloplasmina).
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7.1.2 Principais Aspectos dos Animais Utilizados no Experimento

Os coelhos apresentam estdmago e ceco bastante desenvolvidos, adaptados a
digestdo de forragens e cereais. Um coelho adulto alimenta-se 20 a 40 vezes ao dia,
ingerindo cerca de 1,08 g de alimento por minuto. Em compara¢cao com outros herbivoros
ndo ruminantes, o coelho é pouco eficiente na digestéo de fibras. Os processos digestivos
iniciam-se no momento da ingestdo dos alimentos. Os carboidratos sao absorvidos na
forma de aclUcares e as enzimas digestivas sdo secretadas pelo péancreas, intestino
delgado e mucosa intestinal (LEBAS, 1985; CHEEKE, 1995).

Os coelhos podem aproveitar com maior eficiéncia os alimentos por meio da
coprofagia, ingerindo parte do material fecal, chamados de fezes moles, ou cecotrofos,
gue sao produzidos a partir da fermentacéao cecal (NOGUEIRA, 1989).

Os modelos mais utilizados para avaliagdo in vivo da atividade antidiabética sao
animais tratados com aloxano ou estreptozotocina. O aloxano € um agente diabetogénico
seletivo na destruicéo das células B pancreaticas. E um composto hidrofilico derivado da
pirimidina. O mecanismo de acdo citotOxica ocorre atraves da producdo de espécies
reativas de oxigénio e aumento na concentracdo de calcio citosolico (NEGRI, 2005;
ELSNER et al., 2002; SZKUDELSKI, 2001).

7.2 MATERIAIS E METODOS

7.2.1 Céapsulas e comprimidos

Para administracdo aos animais durante o experimento, utilizaram-se comprimidos
e capsulas de naringina desenvolvidos no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade Federal de Ouro Preto. Foram produzidos trés lotes de cada forma
farmacéutica contendo, respectivamente, as seguintes doses: 5 mg (equivalente a 2,5
mg/kg), 10 mg (5 mg/kg) e 25 mg (12,5 mg/kg).
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7.2.2 Animais

Foram utilizados 54 coelhos da raca Nova Zelandia, albinos, com idade média de
55 dias, pesando em média 2,0 kg, provenientes do Setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Os animais foram mantidos em area experimental no Laboratério Biofarmacos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV. Eles foram acondicionados em
gaiolas individuais, com temperatura controlada na faixa entre 22°-24° C e fotoperiodo de
12 horas.

7.2.3 Periodo de Adaptacao

Durante os primeiros cinco dias, os animais ficaram em processo de adaptacdo na
area experimental. O regime alimentar constituiu-se de 120 g de racdo comercial (Soma
Alimentos®) e agua ad libitum.

7.2.4 Inducédo da Diabetes

Apdés o periodo de adaptacao foi feita a inducdo da diabetes em 48 animais. A
inducéo foi realizada através da administracéio intravenosa de aloxano (Sigma Aldrich®)
100 mg/kg. Para a aplicacdo, o animal foi imobilizado em uma guilhotina de madeira. A
administracdo foi feita na veia marginal de uma das orelhas do coelho. O volume

administrado foi calculado de acordo com o peso de cada animal.

A solucdo de aloxano foi preparada dissolvendo o farmaco em tampé&o citrato até
obter uma concentracao de 100 mg/mL. Para a completa dissolu¢éo, a solucdo preparada

foi colocada em banho-maria a 37° C.

Uma hora ap6s a administracdo do aloxano, os animais foram alimentados com
120 g de racdo comercial. Apdés trés horas de aplicacao do aloxano, foram administrados
por via intraperitoneal, 10 mL de solucdo de glicose 50%. Esse procedimento foi repetido
por mais duas vezes a cada quatro horas, com o objetivo de evitar a hipoglicemia, que
surge apos as primeiras horas da aplicacao do aloxano. A hipoglicemia ocorre porque, de

acordo com BONDY (1969), as células B pancreaticas destruidas pelo aloxano langam,
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inicialmente, grande quantidade de insulina no sangue. Apdés o consumo dessa insulina, o
nivel de glicose volta a subir e ultrapassar o normal. Em seguida, os animais
permaneceram por 7 dias em observagao, sendo alimentados com 120 g/dia de ragdo

comercial.

Aos animais do grupo normal foi administrado por via intravenosa solucdo salina

(NaCl 0,9%), a fim de se promover 0 mesmo estresse dos outros animais.

Para a verificacao da inducdo de hiperglicemia, sete dias ap6s a administracdo do
aloxano, realizou-se a dosagem de glicose no sangue, apos jejum de 12 horas. Os
animais que apresentaram glicemia superior a 180 mg/dL foram separados
aleatoriamente entre os grupos diabéticos.

7.2.5 Grupos Experimentais
Os animais foram separados aleatoriamente, em grupos de 6 animais, conforme

descrito na TABELA 12.

TABELA 12 Constituicdo dos grupos experimentais - Diabetes

Grupos (n=6) Caracteristica dos animais

Gl Diabético néo tratado
G2 Normal
G3 Diabético tratado com NA capsula 5 mg
G4 Diabético tratado com NA capsula 10 mg
G5 Diabético tratado com NA capsula 25 mg
G6 Diabético tratado com NA comprimidos 5 mg
G7 Diabético tratado com NA comprimidos 10 mg
G8 Diabético tratado com NA comprimidos 25 mg
G9 Diabético tratado com Glibenclamida 5 mg

NA: Naringina
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7.2.6 Tratamentos

Os animais foram tratados por um periodo de 28 dias de acordo com o0 grupo
experimental. Trinta minutos apos a administragdo do medicamento foi fornecido 120 g de
racdo a cada animal. O fornecimento de agua durante todo o periodo foi ad libitum.

7.2.7 Dosagens de Parametros Sanguineos

Os parametros sanguineos colesterol total; HDL, triacilglicerdis; glicose; TGO; TGP;
Gama GT,; creatinina; uréia, acido Urico, proteinas totais e albumina foram dosados

utilizando Kits Bioclin — Quibasa e equipamento multiparamétrico — Alizé.

A coleta de sangue foi realizada apos 28 dias de tratamento. O sangue foi coletado
pela veia marginal da orelha. Logo ap0s a coleta, as amostras foram centrifugadas em
Centrifuga Fanem® (Modelo 206-BL) a 2000 rpm de velocidade por 15 minutos. Para a
dosagem de glicose no plasma foi utilizado tubo de ensaio contendo fluoreto, que inibe as
enzimas da via dlicolitica, inibindo o consumo de glicose apés a coleta. As demais

dosagens bioquimicas foram realizadas em plasma heparinizado.
7.2.8 Eutanasia
No fim do experimento os animais foram eutanasiados utilizando-se os anestésicos
Xilazina (5 mg/kg) e Cetamina (20 mg/kg) por via muscular e posteriormente realizou-se a
exanguinacao (puncéo cardiaca).
7.2.9 Estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com nove tratamentos e

seis repeticbes. Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de

Dunnett.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A TABELA 13 e a FIGURA 17 apresentam os valores médios de glicose em mg/dL
dos animais em relagdo ao grupo diabético controle (doente néo tratado).

TABELA Valores médios de glicose no plasma de coelhos apés 28 dias de tratamento

com naringina.

Glicose (mg/dL)

Grupo Média % var.
G1 Diabético néo tratado 357,22 A 0,00

G2 Normal 131,40 B -63,22
G3 Diabético tratado com NA capsula 5 mg 171,20 B -52,07
G4 Diabético tratado com NA capsula 10 mg 133,36 B -62,66
G5 Diabético tratado com NA capsula 25 mg 151,30 B -57,64
G6 Diabético tratado com NA comp. 5 mg 153,90 B -56,93
G7 Diabético tratado com NA comp. 10 mg 318,50 A -10,34
G8 Diabético tratado com NA comp. 25 mg 271,60 B -23,97
G9 Diabético tratado com Glibenclamida 5 mg 115,90 B -67,57

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.

400
-6' 350 O G1 Doente nao tratado
? 300 @ G2 Normal
3 0O G3 Naringina Capsula 5 mg
S 250 A O G4 Naringina Capsula 10 mg
O 200 B G5 Naringina Capsula 25 mg
Q L
,8 150 - O G6 Naringina Comp. 5 mg
g 100 B G7 Naringina Comp. 10 mg
§ 0O G8 Naringina Comp. 25 mg
g 50 B G9 Glibenclamida 5 mg
© 0

1
Tratamentos

FIGURA 17 Médias de glicose por grupo apés 28 dias de tratamento
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Aos 28 dias de tratamento observou-se que todos os grupos tratados com
naringina apresentaram reducdo na concentracdo plasmatica de glicose. Os grupos G4,
tratado com céapsulas de naringina 10 mg (5 mg/kg), e o G5, tratado com capsulas de
naringina 25 mg (12,5 mg/kg), demonstraram reducdo de 62,66% e 57,64%,
respectivamente, nas concentracdes plasmaticas de glicose. Se considerado o significado
clinico dessas variacdes, esses grupos foram os mais eficazes nas reducfes dos niveis
de glicose. Em relagdo aos comprimidos, o grupo G6, dose 5 mg (2,5 mg/kg), apresentou
53,96% de reducdo de glicose plasmatica. A glibenclamida, farmaco hipoglicemiante
disponivel comercialmente, teve reducdo de 67,57%. Todos 0S grupos apresentaram
variagdes que foram estatisticamente significativas, com excegao do grupo G7.

Muitos pesquisadores tém buscado mecanismos para explicar a acgao
hipoglicemiante dos flavondides. Ong et al. (2000), pesquisando os efeitos da miricetina
na glicemia e no metabolismo de glicogénio em ratos diabéticos, verificaram que, na dose
3 mg/kg de peso, esse farmaco foi capaz de estimular o transporte de glicose em
adipdcitos de ratos e também acentuar a lipogénese estimulada por insulina. Além disso,

a glicemia foi reduzida em 50%.

Zarzuelo et al. (1996) observaram os efeitos da 5-O-rutinosil luteolina sobre a
diabetes em ratos. A administracdo desse flavondide por 20 dias na concentracdo de 2
mg/kg reduziu significativamente os niveis de glicose em 51% e aumentou 0s niveis de
insulina em 2,5 vezes, sugerindo que os flavonodides atuariam estimulando a liberacao de

insulina pelo pancreas.

Os extratos brutos das folhas de Brickellia veronicaefolia produziram efeito
hipoglicemiante em ratos diabéticos induzidos por aloxano, e a partir do extrato foi isolada
a 5,7,3-triidroxi-3,6,4’-trimetoxiflavona, a qual produziu um efeito hipoglicémico
significativo, porém menos efetivo do que a tolbutamida (PEREZ et al., 2000). Os
flavondides encontrados no extrato aquoso de Ajuga iva apresentaram atividade
hipoglicemiante (HILALY & LYOUSSI, 2002), assim como os flavonoides rutina e
isogquercetina encontrados no extrato aquoso de Phyllanthus sellowianus (HNATYSZYN et
al., 2002).

Os esterdides e os flavondides encontrados no extrato metanélico das sementes de

Punica granatum também apresentaram atividade hipoglicemiante (DAS et al., 2001).
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Trés derivados de kaempferol glicosilados isolados do extrato aquoso e butandlico das
partes aéreas de Equisentum myriochaetum exerceram atividade hipoglicemiante em
ratos que tiveram diabetes induzida por estreptozotocina (ANDRADE-CETTO &
WIEDENFELD, 2001).

Um dos mecanismos de acdo dos flavondides mostra que eles se ligam a
receptores de insulina. A insulina, horménio com papel central na regulacdo da glicemia,
atua de maneira coordenada no metabolismo lipidico e protéico. Age nas células através
de seu receptor transmembrana que tem uma atividade tiroquinase. Em culturas de
células animais, a ativacdo do receptor de insulina leva a uma subsequente fosforilagdo
dos residuos de tirosina de uma proteina citoplasmatica. A atividade tirosinaquinase é
fundamental para os efeitos bioldgicos finais da insulina. As flavanonas tém capacidade
de aumentar a atividade dessas enzimas. Os resultados sugerem que os flavondides
potencializam a atividade de tiroquinase dos receptores de insulina (AGULLO et al.,
1997).

Pesquisadores também demonstraram que flavondides participam das etapas
iniciais da acao de insulina no figado e musculo de ratos, efeito que se relaciona com
metabolismo lipidico, visto que alguns hormoénios especificos atuam em sincronia e
sintonia com as células, interferindo sobre a sintese de enzimas, ativacdo de lipase,
inibicdo da lipoxigenase, ciclooxigenase e especificidade de enzimas (OLIVEIRA et al.,
2002b).

Levando-se em consideracdo que o aloxano destréi as células B do pancreas, que
produzem insulina, varios efeitos podem ser desencadeados a partir dai. O transporte de
glicose ao interior das células depende da presenca de insulina anexa aos locais
receptores nas membranas celulares. Na deficiéncia de insulina, a glicose ndo pode
atravessar a membrana da célula, acumulando-se no sangue, o que leva a hiperglicemia
e glicosuria. Excecdes sao o cérebro, figado, cristalino dos olhos, hemacias e medula
renal, nos quais a glicose esta apta a difundir-se através da membrana celular sem

intervencéo de insulina.

Os resultados dos valores médios de triacilgliceréis estdo apresentados na
TABELA 14. Observou-se que houve aumento na concentracdo plasmatica de

triacilglicerdis em alguns grupos doentes (G3, G5, G6, G7 e G9), incluindo o grupo tratado
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com glibenclamida. Esse aumento ocorre porque, em diabéticos, ha reducdo da atividade
da enzima lipase, responsavel pela hidrélise dos triacilgliceréis. O grupo tratado com
capsulas de naringina na concentracdo 5 mg/kg de peso, apresentou reducao de 29,39%
nos valores de triacilgliceréis plasmaticos. O grupo tratado com glibenclamida apresentou
elevacao de 117,11% nas concentracdes de triacilgliceréis. Entretanto, apenas 0s grupos
G3 e G9 foram estatisticamente significativos (p>0,05), em relagdo ao grupo doente nao
tratado. Esse resultado clinico dos tratamentos com naringina € favoravel a pacientes

diabéticos e hipertrigliceridémicos.

TABELA 14 Valores médios de triacilgliceréis no plasma de coelhos apds 28 dias de

tratamento com naringina.

Triacilgliceréis (mg/dL)

Grupo Média % var.
G1 Diabético nao tratado 104,41 A 0,00

G2 Normal 146,00 A -86,02
G3 Diabético tratado com NA capsula 5 mg 198,34 B 89,86
G4 Diabético tratado com NA capsula 10 mg 73,72 A -29,39
G5 Diabético tratado com NA cépsula 25 mg 119,20 A 14,19
G6 Diabético tratado com NA comp. 5 mg 111,10 A 6,36
G7 Diabético tratado com NA comp. 10 mg 127,90 A 22,51
G8 Diabético tratado com NA comp. 25 mg 102,30 A -2,06

G9 Diabético tratado com Glibenclamida 5 mg 227,40 B 117,77

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.

De acordo com os resultados demonstrados na TABELA 15 houve reducdo nos
valores de colesterol total em todos os grupos tratados com naringina, exceto no grupo
G7 e no grupo tratado com hipoglicemiante de uso oral, onde houve aumento. As
variacfes ndo foram estatisticamente significativas para os grupos G3, G4, G5 e G6
Entretanto, todos os grupos apresentaram concentracdes plasmaticas de colesterol dentro

da normalidade.
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TABELA 15 Valores médios de colesterol-HDL e colesterol total em plasma de coelhos diabéticos apos 28 dias de tratamento com

naringina.
HDL-colesterol (mg/dL) colesterol total (mg/dL)

Tratamentos Conteudo % Variagao Conteudo % Variagcao
G1 Diabético néo tratado 15,83 A 0,00 70,24 A 0,00
G2 Normal 39,70 B 150,79 66,70 A -5,04
G3 Diabético tratado com NA capsula 5 mg 14,74 A -6,89 39,18 B -44,22
G4 Diabético tratado com NA capsula 10 mg 21,62 A 36,58 39,93 B -43,15
G5 Diabético tratado com NA capsula 25 mg 17,40 A 9,67 44,60 B -36,57
G6 Diabético tratado com NA comprimido 5 mg 15,80 A 0,06 42,30 B -39,76
G7 Diabético tratado com NA comprimido 10 mg 29,70 B 87,81 90,30 B 28,60
G8 Diabético tratado com NA comprimido 25 mg 27,80 B 75,36 64,80 A -7,73
G9 Diabético tratado com Glibenclamida 5 mg 25,20 B 59,07 80,40 A 14,39

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.
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Em relacdo ao HLD-colesterol, o tratamento com comprimidos de naringina na
dose 5 mg/kg de peso foi capaz de aumentar os niveis de HDL em 87,81%. Resultado
este satisfatorio, uma vez que concentracdes elevadas de HDL contribuem para o
metabolismo das fragbes LDL e VLDL do colesterol. Com excec¢édo dos grupos G8 e G9,

todas as variacOes foram estatisticamente significativas em relagédo ao doente controle.

TABELA 16 Valores médios de creatinina e uréia no plasma de coelhos apés 28 dias de

tratamento com naringina.

Creatinina (mg/dL) Uréia (mg/dL)

Grupo Média % var. Média % var.
G1 Diabético néo tratado 1,27 A 0,00 34,08 A 0,00

G2 Normal 1,60B 25,98 16,60 B 51,23
G3 Diabético tratado com NA caps. 5 mg 1,24 A -2,36 26,80 A 21,36
G4 Diabético tratado com NA caps. 10 mg 143 A 12,60 23,44 B 31,22
G5 Diabético tratado com NA caps. 25 mg 1,40 A 6,30 31,10 A -8,89
G6 Diabético tratado com NA comp. 5 mg 1,40 A 6,36 24,40 A 28,29
G7 Diabético tratado com NA comp. 10 mg 141 A 8,66 33,40 A -1,88
G8 Diabético tratado com NA comp. 25 mg 1,50 A 21,26 42,80 A 25,59
G9 Diabético tratado com Glibenclamida 5 mg 1,70B 30,71 32,50 A -4,55

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.

Os niveis plasmaticos de creatinina (TABELA 16) ndo sofreram alteracbes
significativas com os tratamentos de naringina nas diversas doses testadas, em relacéo
ao grupo doente nao tratado. De acordo com os resultados, os niveis de uréia se
apresentaram reduzidos em trés grupos. Em pacientes com complicacdes diabéticas e em
glomerulonefrites a uréia pode ser elevada. Este parametro nos mamiferos é o principal
produto final do metabolismo protéico. Os coelhos séo herbivoros, porém utilizam a uréia
para a sintese protéica. O aumento do teor de uréia no sangue pode ser devido a reducao
da eliminacdo renal, aumento do catabolismo protéico e combinacdo destes dois
mecanismos. A taxa de uréia se acha reduzida na insuficiéncia hepatica aguda e necrose

hepatica.

Os resultados de aspartato aminotransferase (AST) listados na TABELA 17
demonstraram que aos 28 dias os grupos G7, G8 e G9 apresentaram aumentos

superiores a 100%. Esses resultados foram estatisticamente significativos (p>0,05)
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guando comparados ao grupo doente ndo tratado e grupo normal. Os teores mais
elevados de AST ocorrem na necrose hepética, hepatite virtica e no infarto do miocérdio.
Na DM h& aumento nos niveis de AST, que também aumenta na anemia hemolitica
aguda, necrose renal e queimaduras graves. Os resultados referentes ao parametro
sanguineo alanina aminotransferase (ALT) demonstraram que todos 0s animais tratados
com capsulas de naringina e com os comprimidos na dose 5 mg/kg apresentaram
reducédo nos valores ALT. Os demais grupos tratados com comprimidos apresentaram
elevacdo nas concentracdes plasmaticas em relagcdo ao grupo doente ndo tratado.
Entretanto, apenas o grupo G8, apresentou valores estatisticamente significativos em

relacéo ao grupo doente néo tratato.

TABELA 17 Valores médios de TGO (AST) e TGP (ALT) no plasma de coelhos apés 28

dias de tratamento com naringina.

TGO (Ul) TGP (Ul)
Grupo Média % var. Média % var.
G1 Diabético néo tratado 179,25 A 0,00 181,03 A 0,00
G2 Normal 60,30 A -66,36 158,30 A -12,56
G3 Diabético tratado com NA caps. 5 mg 150,00 A -16,32 129,03 A -28,72
G4 Diabético tratado com NA caps. 10 mg 311,02 A 73,51 166,48 A -8,04
G5 Diabético tratado com NA caps. 25 mg 226,40 A 26,32 169,50 A -6,36
G6 Diabético tratado com NA comp. 5 mg 67,10 A -62,58 177,00 A -2,22
G7 Diabético tratado com NA comp. 10 mg 500,80 B 179,36 233,20 A 28,84
G8 Diabético tratado com NA comp. 25 mg 405,30 B 126,12 234,20 B 29,38
G9 Diabético tratado com Glibenclamida5 mg 390,60 B 117,90 160,30 A -11,46

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.

Segundo VIANA et al. (2004) niveis elevados de transaminases seéricas ocorrem
em animais diabéticos induzidos por aloxano ou streptozotocina. Alteracdes nas AST e
ALT e na fosfatase alcalina caracterizam alteracbes hepéaticas. Elevacdo na atividade
dessas enzimas ocorre com maior freqiéncia em pacientes diabéticos e estdo associadas

a complicacdes como neuropatia e retinopatia.
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TABELA 18 Valores médios de gama-GT e &cido urico no plasma de coelhos apos 28

dias de tratamento com naringina.

Gama-GT (Ul) Acido arico (mg/dL)
Grupo Média % var. Média % var.
G1 Diabético néo tratado 20,58 A 0,00 0,40 A 0,00
G2 Normal 17,00 A -17,40 0,27 A -32,50
G3 Diabético tratado com NA caps. 5 mg 13,20 A -35,86 0,30 A -25,00
G4 Diabético tratado com NA caps. 10 mg 22,48 A 9,23 0,46 A 15,40
G5 Diabético tratado com NA caps. 25 mg 18,20 A -11,52 0,43 A 8,25
G6 Diabético tratado com NA comp. 5 mg 12,80 A -37,76 0,60 A 51,50
G7 Diabético tratado com NA comp. 10 mg 58,20 B 182,94 1,40B 251,00
G8 Diabético tratado com NA comp. 25 mg 32,80 A 59,28 1,64 B 310,00
G9 Diabético tratado com Glibenclamida5 mg 10,30 A -49,81 0,36 A -9,25

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.

Observou-se que aos 28 dias de tratamento houve aumento de 182,99% no G7, de
59,28% no G8 e de 9,23% no G4 para valores de gama-GT (TABELA 18). Nos demais
tratamentos houve reducdo nas concentracdes plasmaticas desse parametro. Entretanto,

apenas o grupo G7 apresentou variacao estatisticamente significativa (p>0,05).

Observou-se aumento nas concentracdes plasmaticas de &acido Urico nos
tratamentos com naringina, com excecdo do grupo na qual foi administrado capsulas na
dose 2,5 mg/kg de peso. Apenas 0s grupos tratados com comprimidos de naringina nas
doses 10 mg e 25 mg apresentaram variacfes estatisticamente significativas, em relacéo

ao grupo doente nao tratado.

Estudos realizados com flavonoides nas doses de 20, 40, 60 mg administradas a
coelhos por 28 dias, ndo causaram alteracdes renais consideradas prejudiciais, pois
ocorreram pequenas variacdes nas concentracdes de uréia e acido urico. O aumento da
uricemia pode ocorrer por reducdo da excrecdo renal ou pelo excesso de producao
(LOPES et al., 2005).
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TABELA 19 Valores médios de proteinas totais e aloumina no plasma de coelhos ap6s 28

dias de tratamento com naringina.

Proteinas Totais (mg/dL) Albumina (mg/dL)
Grupo Média % var. Média % var.
G1 Diabético néo tratado 49,70 A 0,00 3,43 A 0,00
G2 Normal 55,00 A 10,66 4,50 B 31,20
G3 Diabético tratado com NA caps. 5 mg 46,60 A -8,25 3,37 A -1,76
G4 Diabético tratado com NA caps. 10 mg 53,44 A 7,53 3,63 A 5,83
G5 Diabético tratado com NA caps. 25 mg 61,76 A 24,28 3,60 A 6,12
G6 Diabético tratado com NA comp. 5 mg 51,17 A 2,96 3,60 A 4,08
G7 Diabético tratado com NA comp. 10 mg 53,03 A 6,70 3,70 A 9,04
G8 Diabético tratado com NA comp. 25 mg 63,33 B 27,42 3,50 A 2,62
G9 Diabético tratado com Glibenclamida5 mg 61,60 A 23,94 3,30 A -4,96

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.

De acordo com os resultados obtidos (TABELA 19) os tratamentos com as maiores
doses de naringina aumentaram as concentracfes plasmaticas de proteinas totais e
albumina. Mas apenas o G8 (comprimido com a maior dose) foi estatisticamente

significativo (p>0,05) em relacéo ao grupo G1.

Estudos indicam a n&o-toxicidade de flavondides em relacdo aos niveis de
proteinas plasmaticas. Ao avaliar os efeitos toxicolégicos de alguns flavonodides (dentre
eles a quercetina) no nivel de proteina total de coelhos saudaveis, verificou que tais
substancias ndo provocaram alteracées consideraveis no metabolismo protéico desses
animais (RIBEIRO et al., 2006).

A albumina é uma proteina cuja sintese ocorre no figado e suas funcdes bioldgicas
sdo ligacdo e transporte de inUmeras substancias como aminoacidos, horménios, acidos
graxos, bilirrubina, enzimas e metabdlitos. Ela desempenha importante papel na
manutencao da pressao osmotica devido ao seu peso molecular relativamente baixo. O
figado produz 12 g de albumina/dia, representando 25% do total de proteinas sintetizadas

pelo figado e metade das proteinas secretadas (RIBEIRO et al., 2006).

115



A naringina apresentou resultados satisfatérios em relacdo as concentragfes de
proteinas plasmaticas (TABELA 19), pois a patogénese de doencas vasculares na DM
envolve alteracdes no mecanismo homeostéatico, como alteragdes na fungdo plaquetaria,
na funcdo celular endotelial e no balanco homeostatico, particularmente das proteinas

plasmaticas envolvidas na coagulacao.

7.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que os tratamentos com naringina
reduziram clinicamente as concentracfes plasmaticas de glicose nos animais com
diabetes induzida por aloxano. A maior percentagem de reducéo foi obtida com a forma
farmacéutica capsula na concentracdo 5 mg/kg de peso.

Além da acéo hipoglicemiante, pode-se observar que a naringina aumentou as
concentragdes de colesterol-HDL e reduziu o colesterol total e os niveis de triacilglicerois.
Os resultados apresentados sdo promissores, pois a naringina se apresenta como uma
nova alternativa terapéutica para pacientes diabéticos e que apresentam niveis elevados

de colesterol plasmatico.
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8 AVALIACAO DA ATIVIDADE
HIPOCOLESTEROLEMIANTE DA NARINGINA




8.1 INTRODUCAO

Existe um delicado equilibrio no organismo para cobrir as necessidades de lipidios
das células e ao mesmo tempo, evitar seu acumulo excessivo. Por evidéncias ndo muito
claras, esse equilibrio pode romper-se, elevando o nivel de um ou mais componentes
lipidicos na corrente sanguinea, ao que se denomina dislipidemia. As alteracdes
fisiopatologicas envolvidas na sua génese promovem o acumulo de LDL e VLDL nos
compartimentos plasmaticos, resultando em hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia
(GONCALVES et al., 2006).

A doenca cardiovascular é a principal causa de morbidade e mortalidade no Brasil
e no mundo, sendo a aterosclerose um dos mais importantes fatores de risco. Esta bem
demonstrado que os niveis de colesterol total e suas fracdes de lipoproteinas exibem
estreita correlagdo com incidéncia de eventos cardiovasculares (CHATTAS & PIMENTA,
2007).

Estudos de intervencéo tém mostrado que o risco para doenca arterial coronariana
pode ser reduzido quando os niveis sérios de colesterol sdo controlados pela dieta ou
tratamento farmacologico. Atualmente, existem muitos medicamentos capazes de reduzir
as hiperlipidemias, sendo os mais usados as estatinas e os fibratos. Porém, se esse
tratamento € eficiente, também é caro e néo isento de efeitos colaterais, proporcionais a

dose do medicamento utilizado.

O interesse no estudo dos lipidios surgiu no século XIX com Vogel, que em 1847
detectou a presenca de colesterol nas placas de ateroma. No inicio do século XX, na
Alemanha, estudos experimentais realizados com ratos demonstraram que estes, quando
alimentados com dietas rica em colesterol, desenvolveram hipercolesterolemia e lesdes
ateroscleroticas (BERTOLAMI & BERTOLAMI, 1996).

Amplas pesquisas epidemioldgicas e experimentais realizadas nas Ultimas décadas
estabeleceram o0s principais fatores de risco para a doenca arterial coronariana
consequente a aterosclerose. Entre elas, destacam-se forte correlacdo com o tabagismo,
hipertensédo arterial, hipercolesterolemia, HDL baixo, diabetes, presenca de hipertrofia
ventricular esquerda, obesidade, historia familiar positiva, mulheres na menopausa sem o

uso de reposicdo hormonal, estresse, sedentarismo e alguns habitos relacionados ao

120



estilo de vida como dieta rica em calorias, gorduras saturadas, colesterol, sal e consumo
de bebidas alcodlicas. Tais fatores mostraram-se independentes, variando, entretanto, a

associacao entre eles de acordo com as amostras populacionais em observacao.

Investigacdes anatomopatoldgicas, epidemioldgicas, clinicas e terapéuticas
demonstraram a vinculagdo entre a hipercolesterolemia e a doenca arterial coronariana.
Por outro lado, a reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol total e, particularmente, da
fracdo LDL, tém-se mostrado eficaz para a diminuicdo de eventos coronarianos,
normalizacdo da funcdo endotelial, estabilizacdo e, até mesmo, regressdo de lesdes
ateroscleroticas (GONCALVES et al., 2006).

O colesterol é indispensavel na estrutura das membranas celulares, é o precursor
de hormodnios esterdides, acidos biliares e vitamina D. Apesar de realizar fungbes
indispensaveis ao organismo, ele se torna nocivo quando se esta em excesso e sua

concentragcdo no sangue se torna elevada (OLIVEIRA et, al., 2003).

Estudos sobre a oxidagcdo do colesterol em alimentos tém demonstrado as
caracteristicas biologicas dos 6xidos formados, interferindo na morfologia e funcdo da
membrana celular, inibindo a biossintese do préprio colesterol e sendo aterogénicos,
citotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos (ESCARABAJAL & TENUTA-FILHO, 2005).

A fisiopatologia da aterosclerose mostra que ocorre injuria nas células endoteliais
das artérias, provocando a sua modificacdo. A injuria quimica, que inclui a
hipercolesterolemia e a injuria imunolégica associada a hipertenséao arterial, levam a
maior impacto do sangue sobre a parede arterial. Aliado a esses fatores, a presenca de
toxinas e outros agentes, que modificam a permeabilidade das células endoteliais,
permitem que lipoproteinas, especialmente o LDL oxidado, penetrem na parede arterial,
alterando a capacidade tromborresistente do endotélio, provocando, assim, maior
propensédo para agregacao das plaquetas no local da injaria. A proliferacdo destas lesoes,

no decorrer da vida, pode levar a obstrucéo das artérias e infarto do miocardio.

O primeiro inibidor de HMG-Coa redutase, lovastatina, foi introduzido em 1987, e
permitiu 0 desenvolvimento de compostos similares. Assim a estatina tornou-se uma das
classes terapéuticas mais utilizadas atualmente. E eficaz em reduzir o colesterol e os

eventos cardiacos.
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Os flavonoides tém sido testados mostrando diversas atividades biologicas e
estreitas correlagées entre o seu consumo e doencgas cardiovasculares. Estudos com
apigenina e outros flavonéides comprovaram a agédo antiinflamatéria desses farmacos.
Essa atividade, associada ao efeito hipolipémico, sdo importantes, uma vez que no
processo de aterosclerose ocorrem inflamacfes e depodsito de colesterol nas artérias
(LIMA et al., 2001).

Park (2002) relatou os efeitos de rutina e &cido tanico como suplementos no
metabolismo do colesterol em ratos. Neste estudo, os animais hiperlipidémicos receberam
1 g de rutina e 1 g de &cido tanico, durante cinco semanas, e apresentaram alteracdes na
atividade das enzimas HMG-Coa redutase, e colesterol acil transferase. Também os
flavondides promoveram maior excre¢do fecal de esteroides, levando ao decréscimo na

absorcao de colesterol da dieta e menores concentracgdes no plasma e figado.

Os polifendis poderiam inibir a agregacao plaquetaria por diferentes mecanismos,
incluindo a inibicdo da lipoxigenase, ciclooxigenase e AMPc. Outros efeitos inibitorios de
plaqueta incluem antagonismo do receptor de tromboxano, varredores de ROS como
anion superoéxido, diminuicdo da atividade da fosfolipase C e inibicdo da peroxidacéo
lipidica. Flavonoides também aumentam a producéo de 6xido nitrico pelo endotélio, que é

potente inibidor da adesédo e agregacao plaquetaria (DORNAS et al., 2007).

Os flavondides séo eficientes inibidores da glicacdo de colageno, uma das vias que
podem desencadear o0 processo ateromatoso, por haver liberacdo de radicais livres. Em
reacdes de glicacdo de carboidratos estes produtos podem provocar a oxidacdo da LDL,

gue tem potencial para danificar o endotélio (LIMA et al., 2003).

Oliveira et al. (2001) estudaram a ac¢do da morina, quercetina e acido nicotinico,
isoladamente e em associacdo, no metabolismo lipidico em ratos hiperlipidémicos. O
flavondide morina apresentou reducdo do colesterol em relacdo ao controle, de 66,21%;
0s animais tratados com quercetina, reducdo de 68,10%; com acido nicotinico, 48,45%;
com &cido nicotinico e morina, 65,44%. Ja os animais tratados com acido nicotinico e
guercetina, 58,58%. Com relacdo aos niveis de triglicerdis, os ratos hiperlipidémicos
tratados com morina, reduziram 68,13%; com quercetina, 59,05%; com acido nicotinico,
46,07%; com acido nicotinico e morina, 71,33%; e com acido nicotinico e quercetina,
61,28%.
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Quercetina, baicaleina, naringina e naringenina foram associadas com reducao de
placa aterosclerética em artéria cardtida e aorta em animais alimentados com dieta rica
em lipideos (JUZWIAK et al., 2005).

8.2 MATERIAIS E METODOS

8.2.1 Capsulas e comprimidos

Foram produzidos trés lotes de cada forma farmacéutica contendo, respectivamente,

as seguintes doses: 5 mg (equivalente a 2,5 mg/kg), 10 mg (5 mg/kg) e 25 mg (12,5
mg/kQ).

8.2.2 Animais

Foram utilizados 54 coelhos da raca Nova Zelandia, albinos, com idade média de

55 dias, pesando em média 2,0 kg, provenientes do Setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Os animais foram mantidos em area experimental no Laboratorio Biofarmacos do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV. Eles foram acondicionados em

gaiolas individuais, com temperatura controlada na faixa entre 22°-24° C e fotoperiodo de

12 horas.
8.2.3 Periodo de Adaptacéo
Durante os primeiros cinco dias, os animais ficaram em processo de adaptacédo na
area experimental. O regime alimentar constituiu-se de 120 g de racdo comercial (Soma
Alimentos®) e agua ad libitum .
8.2.4 Inducéao da Hiperlipidemia
Apoés o periodo de adaptacao foi feita a inducdo da hiperlipidemia em 48 animais.

Para induzir a hiperlipidemia foi fornecido aos animais 120 g racdo peletizada, contendo
1% (1,2 g) de colesterol (Vetec®), durante 28 dias.
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8.2.5 Grupos Experimentais

Os animais foram separados aleatoriamente, em grupos de 6 animais, conforme
descrito na TABELA 20.

TABELA 20 Constituicao dos grupos experimentais - Hiperlipidemia

Grupos (n=6) Caracteristica dos animais
Gl Hipercolesterolémico néo tratado
G2 Normal
G3 Hipercolesterolémico tratado com NA capsula 5 mg
G4 Hipercolesterolémico tratado com NA capsula 10 mg
G5 Hipercolesterolémico tratado com NA capsula 25 mg
G6 Hipercolesterolémico tratado com NA comprimidos 5 mg
G7 Hipercolesterolémico tratado com NA comprimidos 10 mg
G8 Hipercolesterolémico tratado com NA comprimidos 25 mg
G9 Hipercolesterolémico tratado com Atorvastatina 10 mg

8.2.6 Tratamentos

Os animais foram tratados por um periodo de 28 dias de acordo com 0 grupo
experimental. Trinta minutos apés a administracdo do medicamento foi fornecido 120 g de

racao a cada animal. O fornecimento de agua durante todo o periodo foi ad libitum.
8.2.7 Dosagens de Parametros Sanguineos

Os parametros sanguineos colesterol total; triacilgliceréis; glicose; TGO; TGO;
Gama GT; creatinina; e albumina foram dosados utilizando Kits Bioclin — Quibasa e

equipamento multiparamétrico — Alizé.

A coleta de sangue foi realizada ap0s 28 dias de tratamento. O sangue foi coletado
pela veia marginal da orelha. Logo apds a coleta, as amostras foram centrifugadas em
Centrifuga Fanem® (Modelo 206-BL) a 2000 rpm de velocidade por 15 minutos. Para a

dosagem de glicose no plasma foi utilizado tubo de ensaio contendo fluoreto, que inibe as
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enzimas da via glicolitica, inibindo o consumo de glicose ap0s a coleta. As demais

dosagens bioquimicas foram realizadas em plasma heparinizado.

8.2.8 Eutanéasia

No fim do experimento os animais foram eutanasiados utilizando-se os anestésicos
Xilazina (5 mg/kg) e Cetamina (20 mg/kg) por via muscular e posteriormente realizou-se a
exanguinacao (puncédo cardiaca).

8.2.9 Estatistica

.O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com nove tratamentos e
seis repeticbes. Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste
Dunnett.

8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da atividade hipocolesterolémiante da naringina foi realizada atraves
de dosagens de parametros bioquimicos dos coelhos com hiperlipidemia induzida por

colesterol.

Os resultados dos valores médios de colesterol total no plasma estdo descritos na
TABELA 21 e FIGURA 18. Observou-se que a adicao de 1% de colesterol na dieta induziu
a hipercolesterolemia em coelhos, elevando os niveis de colesterol em cerca 7,4 vezes,

em relacdo ao grupo controle (G2).

Os resultados dos valores médios de colesterol total demonstraram que as
variacfes foram estatisticamente significativas (p>0,05) entre o grupo doente nao tratado
(G1) e os demais grupos, com excecao do grupo tratado com capsulas de naringina na
dose 25 mg (G5), o que demonstrou que os tratamentos interferiram nos niveis de
colesterol total. Os teores de colesterol foram menores em todos 0s animais tratados com
naringina, sendo os melhores resultados obtidos nos comprimidos na dose 10 mg (5
mg/kg), o que representou uma reducdo de 49,67%. Comparando-se o0s resultados

obtidos com os animas tratados com atorvastina 10 mg, farmaco utilizado atualmente na
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terapéutica das hiperlipidemias, a naringina apresentou maior capacidade redutora de

colesterol total em animais hiperlipidémicos.

TABELA 21 Valores médios de colesterol total no plasma de coelhos hiperlipidémicos

apos 28 dias de tratamento com naringina.

Colesterol total (mg/dL)

Grupo Média % var.
G1 Hipercolesterolémico néo tratado 495,08 A 0,00
G2 Normal 66,70 B -86,53
G3 Hipercolesterol. tratado com NA caps. 5 mg 348,65 B -29,58
G4 Hipercolesterol. tratado com NA caps. 10 mg 302,04 B -38,99
G5 Hipercolesterol. tratado com NA caps. 25 mg 434,27 A -12,28
G6 Hipercolesterol. tratado com NA comp. 5 mg 296,13 B -40,19
G7 Hipercolesterol. tratado com NA comp. 10 mg 249,18 B -49,67
G8 Hipercolesterol. tratado com NA comp. 25 mg 392,86 B -20,65
G9 Hipercolesterol. tratado com Atorvastatina. 10 mg 266,21 B -42,19

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.
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FIGURA 18 Médias de colesterol total em soro de coelhos apds 28 dias de tratamento.

Os valores relativos aos niveis de colesterol-HDL, mostrados na TABELA 22,
indicaram variacdes nado significativas entre os grupos tratados com naringina, com
excecdo do grupo tratado com comprimidos de naringina na dose 25 mg (G8). Os

resultados demonstraram aumento na concentragdo sanguinea de HDL, sendo que no
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grupo G8 houve um aumento de 62% em sua concentragdo. Esses resultados sao
favoraveis, pois o HDL é responsavel pelo transporte do colesterol dos tecidos periféricos
para o figado, onde sofre um processo de metabolizacdo. Valores aumentados de HDL
sédo desejados na prevencéo de doenca arterial coronariana.

TABELA 4 Valores médios de HDL-colesterol e triacilglicer6is em plasma de coelhos

hiperlipidémicos ap6s 28 dias de tratamento com naringina.

HDL-colesterol (mg/dL)  Triacilglicerois (mg/dL)

Grupo Média % var. Média % var.
G1Hipercolesterolémico néo tratado 45,24 A 0,00 110,68 A 0,00
G2 Normal 39,70 A -12,25 145,96 B 31,88
G3 Hipercolest. tratado com NA caps.5mg 51,59 A 14,04 74,58 B -32,62
G4 Hipercolest. tratado com NA caps. 10 mg 50,88 A 12,47 140,37 A 26,82
G5 Hipercolest. tratado com NA céaps. 25 mg 50,21 A 11,00 148,06 B 33,78
G6 Hipercolest. tratado com NA comp.5mg 61,83 A 36,67 68,27 B -38,32
G7 Hipercolest. tratado com NA comp.10 mg 53,46 A 18,17 102,00 A -7,85
G8 Hipercolest. tratado com NA comp. 25 mg 73,30 B 62,02 114,20 A 3,18
G9 Hipercolest. tratado com Atorvastatina 55,46 A 22,59 345,68 B 212,32

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.

Quanto aos triacilglicerois plasmaticos (TABELA 22) os grupos tratados com
comprimidos e capsulas de naringina na dose 5 mg apresentaram reducao significativa
(p>0,05) dos triglicerideos em relacdo ao grupo doente néo tratado. Como a lipase é a
enzima que hidrolisa os triacilglicerois, esses resultados sdo promissores, pois relatos na
literatura (LIMA et al., 1999) identificaram a rutina e a naringina como os flavonéides que
mais aumentaram a atividade da lipase, em uma percentagem de 74,28% e 124,77%,
respectivamente. Estas substancias podem atuar reduzindo a hipercolesterolemia e

hipertrigliceridemia em animais e, futuramente, em humanos.

Diversos mecanismos tém sido atribuidos aos flavonéides para explicar seus
efeitos no metabolismo lipidico. Um destes envolve suas acées no aumento da excrecao
de sais biliares nas fezes, e 0 outro a capacidade de aumentar a atividade do sistema
microssomal hepatico (SANTOS et al., 1999).
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Estudos tém mostrado que os flavondides naringina e hesperidina reduzem os
niveis de colesterol hepéatico e plasmatico através da inibicdo da enzima HMG-CoA
redutase, enzima chave na sintese do colesterol, e acil CoA colesterol transferase,
enzima que esterifica o colesterol livre utilizando acido graxo. O colesterol esterificado €
armazenado na célula como goticulas ou, no caso do figado, € incorporado as VLDL e
exportado para o plasma (SILVA et al., 2001).

Os flavondides agem como co-fatores da enzima colesterol esterase, responsavel
pela hidrélise do colesterol. Foi demonstrado que esses compostos reduzem a formacéao
de trombos e a agregacdo plaquetaria em artéria aorta de coelhos, pela reducdo da
sintese de colageno. Esse mecanismo esta associado com a sua capacidade de reagir
com radicais livres, por diminuir a sintese de prostaglandinas e por inibir a peroxidacao
lipidica. Estudos demonstraram que a associacao de flavonéides e colestiramina resultou
em uma menor absorcao de acidos biliares. Como consequéncia, ha maior conversao de
colesterol a &acidos biliares, pelo figado. Esse efeito pode aumentar os niveis de
receptores LDL e aumentar a atividade da enzima HMG-CoA redutase. E assim, o

colesterol dos hepatécitos é restaurado pelo aumento da captacdo de LDL do plasma,

mediado pela expressdo aumentada dos LDL receptores (OLIVEIRA et al., 2007).

Lipoproteinas de baixa densidade podem ser modificadas por radicais que oxidam
os acidos graxos poliinsaturados na molécula LDL. LDLs modificadas séo facilmente
absorvidas por macrofagos e tornam-se téxicas para o endotélio dos vasos sanguineos.
Isso possibilita por fim, a formacdo de placas ateroscleréticas. Estudos in vitro
demonstraram que os flavonoides inibem a modificacdo oxidativa de LDLs pelos
macrofagos por meio da inibigdo da hidroxilagdo da LDL, ou por oxidagao preventiva do a-

tocoferol, que esta presente em lipoproteinas (ARAUJO et al., 2005).

Os flavondides, ainda, sdo responsaveis por ativar sistemas enzimaticos, como o
citocromo P-450 e b5, e esta acdo afeta todo o metabolismo animal, incluindo o de
lipideos. Estes compostos bioativos aumentam a excrecdo de acidos biliares ao ativar o
citocromo P-450, e consequentemente, reduzem os niveis de colesterol (OLIVEIRA et al.,
2007).
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TABELA 23 Valores médios de creatinina e albumina em plasma de coelhos hiperlipidémicos apdés 28 dias de tratamento com

naringina.
creatinina (mg/dL) albumina (mg/dL)

Tratamentos Conteudo % Variacdo Conteudo % Variacéo
G1 Hipercolesterolémico nao tratado 1,41 A 0,00 4,70 A 0,00
G2 Normal 1,62 B 14,54 4,45 A 10,87
G3 Hipercolest. tratado com NA caps, 5 mg 1,85 A 31,09 527 A 12,09
G4 Hipercolest. tratado com NA caps. 10 mg 1,38 A -2,13 542 A 15,42
G5 Hipercolest. tratado com NA caps. 25 mg 2,11 B 49,41 5,55 A 18,09
G6 Hipercolest. tratado com NA comp. 5 mg 2,02 A 43,26 5,40 A 14,89
G7 Hipercolest. tratado com NA comp. 10 mg 2,08 B 47,52 533 A 13,40
G8 Hipercolest. tratado com NA comp. 25 mg 241 B 70,92 570 B 21,28
G9 Hipercolest. tratado com Atorvastatina 2,36 B 67,38 6,00 B 23,73

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.
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A creatinina (TABELA 23) aumentou em todos os tratamentos com a naringina, em
comparacao ao grupo doente, com excecao ao grupo tratado com capsulas na dose 5
mg/kg. Entretanto, apenas os grupos G5, G7, G8 e G9 apresentaram resultados
estatisticamente significativos (p>0,05). A creatinina do soro € predominantemente um
produto enddgeno do catabolismo da creatina do musculo. Ela é formada nos animais a
partir da arginina, podendo acumular-se no muasculo e é reservatorio de grupos fosfatos.
Seus niveis sdo alterados principalmente em insuficiéncia renal, obstrucdo urinaria e

injuria muscular severa.

Em relacdo a albumina houve aumento nas concentracdes plasmaticas em todos
os tratamentos. Esse aumento foi estatisticamente significativo (p>0,05) nos grupos
tratados com comprimidos de naringina 25 mg e com atorvastatina 10 mg. Proteinas
como albumina sao reduzidas em situacbes nas quais ocorra deficiéncia de magnésio,
levando a processos inflamatérios. Os diversos tratamentos afetaram pouco o nivel de
albumina, fato importante, considerando que a maioria das proteinas séo sintetizadas pelo
figado. Geralmente, reducbes nos niveis plasmaticos podem estar associados a

insuficiéncia renal ou hepatica.

Flavondides possuem efeitos sobre diversas proteinas, tais como fosfoinositideo
guinase 3 (PK3) e proteina quinase ¢ (PKC), que estdo sendo consideradas com papel
chave em muitas respostas celulares, incluindo a multiplicacdo celular e apoptose. Muitos
sdo os fatores que podem alterar os niveis de proteinas no plasma, mas os efeitos

antiinflamatérios dos flavonoéides podem minimizar esses problemas.

A aspartato amino transferase (AST) ou TGO catalisa a reacédo acido oxalacético +
acido glutdmico < acido alfacetoglutarico + acido aspartico. A AST é encontrada no
figado, coracdo, musculos esqueléticos, rins e pancreas, sendo que o aumento de sua
atividade no plasma pode indicar distarbios em células desses tecidos e 6rgaos
(OLIVEIRA et al., 2003).

Comparando-se os resultados (TABELA 24) observou-se que todos os grupos,
exceto o tratado com capsulas de naringina 5 mg (G3), foram estatisticamente
significativos (p>0,05) em relacdo ao grupo doente. Os animais tratados com atorvastatina
apresentaram as maiores atividades de AST (61,77%). Nos grupos tratados com

naringina houve aumento de até 44,62% e reducédo de até 45,40%.
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TABELA 24 Valores médios de TGO, TGP e Gama-GT em plasma de coelhos hiperlipidémicos apds 28 dias de tratamento com

naringina.

Tratamentos

TGO (Ul

Conteldo % Variacao

TGP (Ul)

Conteldo

% Variacdo

Gama-GT (UI)

Contelido

% Variagéo

G1 Hipercolesterolémico néo tratado

G2 Normal

G3 Hipercolest. tratado com NA caps. 5 mg
G4 Hipercolest. tratado com NA caps. 10 mg
G5 Hipercolest. tratado com NA caps. 25 mg
G6 Hipercolest. tratado com NA comp. 5 mg
G7 Hipercolest. tratado com NA comp. 10 mg
G8 Hipercolest. tratado com NA comp. 25 mg

G9 Hipercolest. tratado com Atorvastatina

88,38 A
60,33 B
66,86 A
127,8 B
58,80 B
48,25 B
62,73 B
89,76 B
142,95 B

0,00
-31,72
-24,33

44,62
-33,46
-45,40
-29,01

1,58

61,77

88,40 A

158,33
118,76
123,80
82,80
80,00
69,67
111,50
162,13

> > > > > > > W

0,00
79,11
34,35
40,05

-6,33

-9,50
-21,19
26,24
83,41

1533 A
17,00 A
17,50 A
16,63 A
13,35 A
17,76 A
16,40 A
20,00 A
29,00 A

0,00
10,87
14,13

8,46

-12,93
15,87

6,96
30,43
89,13

Teste Dunnett a 5% de significancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.
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Atividades plasmaticas aumentadas de AST sugerem danos as células hepéticas,
renais ou cardiacas, podendo ser provocadas até pela forma de coleta sanguinea.
Estudos tém demonstrado que o estresse provocado por calor resulta em elevagdo na
atividade da AST (LINDENA & TRAUSTSCHOLD, 1986).

A alanina amino transferase (ALT) ou TGP catalisa a reacdo do &cido piravico +
acido glutdamico < alanina + acido acetoglutarico. A ALT é considerada especifica para o
figado e suas atividades plasméticas servem como indicadores de injarias hepaticas. Em
coelhos, existem altas concentragbes de ALT no masculo cardiaco (OLIVEIRA et al.,
2003). Os resultados obtidos (TABELA 24) mostram diferencas significativas (p>0,05)
apenas para os animais do grupo controle (G2) em relagdo ao doente nao tratado,
indicando que as alteracbes nas concentracdes de ALT estdo relacionadas a

hiperlipidemia e ndo aos tratamentos com naringina.

Houve aumento nas concentracdes plasmaticas de gama-GT em todos os
tratamentos, sendo as maiores elevacdes encontradas nos grupos tratados com
comprimidos de naringina 5 mg (15, 87%) e com atorvastatina 10 mg (89,13%). Entretanto
nenhum resultado foi estatisticamente significativo (p>0,05) em relacdo ao grupo doente

nao tratado (G1) e ao grupo controle (G2).

A determinacdo da atividade da gama-GT (gama glutanil transferase) é util na
avaliacdo de hepatopatias agudas e cronicas, estando a atividade enziméatica elevada nos
guadros de colestase intra ou extra-hepatica. Os niveis de gama-GT também se elevam
na doenca hepatica alcodlica aguda ou cronica e nas neoplasias primarias ou
metatasticas. Essa enzima catalisa a transferéncia do acido glutamico de um peptideo
para outro, ligando-o ao grupo gama-carboxilico, além de facilitar a transferéncia

transmembranas do acido glutamico.

Todos os tratamentos aumentaram a concentracao plasmatica de glicose (TABELA
25), sendo que o grupo tratado com atorvastatina apresentou a maior percentagem de
elevacdo (58,31%). A variacdo na percentagem de glicose foi estatisticamente
significativa (p>0,05) nos grupos G5, G6, G8 e G9.
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TABELA 25 Valores médios de glicose no plasma de coelhos hiperlipidémicos apés 28

dias de tratamento com naringina.

Glicose (mg/dL)

Grupo Média % var.
G1 Hipercolesterolémico néo tratado 142,20 A 0,00
G2 Normal 131,40 A -7,59
G3 Hipercolesterolémico tratado com NA caps 5 mg 153,38 A 7,86
G4 Hipercolesterolémico tratado com NA caps. 10 mg 52,65 A 7,35
G5 Hipercolesterolémico tratado com NA caps. 25 mg 179,18 B 26,01
G6 Hipercolesterolémico tratado com NA comp. 5 mg 174,90 B 23,00
G7 Hipercolesterolémico tratado com NA comp. 10 mg 164,44 A 15,84
G8 Hipercolesterolémico tratado com NA comp. 25 mg 191,10 B 34,39
G9 Hipercolesterolémico tratado com Atorvastatina 225,12 B 58,31

Teste Dunnett a 5% de significancia.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett.

8.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢cdes experimentais estabelecidas neste trabalho
permitiram concluir que a naringina nas formas farmacéuticas capsulas e comprimidos e
nas doses avaliadas reduziram clinicamente as concentracdes plasmaticas de colesterol

total.

Os melhores efeitos hipocolesterolemiante foram obtidos com a forma farmacéutica
comprimido nas concentracfes 5 e 10 mg, respectivamente. Esperava-se maior potencial
redutor de colesterol total nos animais tratados com naringina 25 mg. Entretanto, a maior
dose ndo demonstrou maior percentual de reducdo. Isso poderia ser explicado por
eventual dificuldade de concentracdes elevadas do farmaco nos processos de absorcao.
Os tratamentos com a naringina e com o farmaco atorvastatina ndo demonstraram efeito

redutor de triacilglicerdéis plasmaticos.

Além do efeito redutor do colesterol total pode-se concluir que a naringina
aumentou as concentracfes plasmaticas de colesterol-HDL, o que associado ao efeito
hipocolesterolemiante representaria uma nova alternativa para o tratamento de

Dislipidemias e prevencao da aterosclerose e doenca arterial coronariana.
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9 CONCLUSOES




Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

e A naringina apresentou maiores taxas de solubilidade aquosa e maior percentagem de
cedéncia do que o seu metabdlito ativo naringenina. Dessa forma, o primeiro farmaco esta

mais indicado para a administracéo oral, pois ird apresentar maior biodisponibilidade.

e A avaliagdo da estabilidade da naringina, em condi¢des fisiol6gicas simuladas,
demonstrou que o farmaco é estavel nos fluidos gastrintestinais. As variagdes no pH e na
composicdo das enzimas presentes no estdbmago e intestino néo alteraram a estabilidade

do farmaco.

e A avaliacdo da interacdo entre a naringina e 0s excipientes selecionados para as
formulacdes de comprimidos e capsulas, através da calorimetria exploratéria diferencial,

demonstrou que os excipientes na formulacdo proposta sdo compativeis.

e O método para determinagdo de naringina foi validado, permitindo a quantificagédo do
farmaco em formas farmacéuticas solidas. A técnica proposta demonstrou ter linearidade,

precisdo e exatidao, além de ser especifica e robusta.

e A analise fisica e fisico-quimica realizada demonstrou que todos os lotes desenvolvidos

apresentaram-se em conformidade com as especificacdes farmacopéicas.

e As capsulas apresentaram maior percentagem de cedéncia da naringina, nos trés meios
avaliados. Esse resultado sugere que essa forma farmacéutica seja a mais adequada

para a administracédo oral da naringina.

e A avaliacdo antifUngica demonstrou o potencial antifingico promissor da naringina e

naringenina.

e Os tratamentos com naringina reduziram as concentracdes plasmaticas de glicose e
colesterol total nos animais com diabetes induzida por aloxano. A maior percentagem de

reducéo foi obtida com a forma farmacéutica capsula na concentracédo 10 mg.

e Além de a acao hipoglicemiante observou-se que a naringina aumentou as

concentracbes de colesterol-HDL e reduziu o colesterol total nos animais diabéticos.
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Esses resultados representar, no futuro, uma nova alternativa terapéutica para pacientes

diabéticos e que apresentam niveis elevados de colesterol plasmatico.

e A avaliacdo da atividade hipocolesterolemiante permitiu concluir que os tratamentos
com naringina reduziram clinicamente as concentracfes plasméaticas de colesterol total e
aumentaram o colesterol-HDL plasmético. Os melhores efeitos hipocolesterolemiante
foram obtidos com a forma farmacéutica comprimido nas concentragcdes 5 e 10 mg,

respectivamente.

e A naringina se apresentou como um promissor agente com atividade hipoglicemiante e
hipocolesterolemiante. Estudos complementares, tais como, avaliagdo toxicolégica e de
parametros farmacocinéticos, deverdo ser realizados, objetivando a disponibilizacdo deste
fitofarmaco para a terapéutica de Diabetes, Dislipidemias e prevencao de aterosclerose.
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